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RESUME

La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) est une maladie rare, au pronostic sombre, pour
laquelle il n’existe aucun traitement curatif. Elle se caractérise par un remodelage du poumon
distal, avec le remplacement progressif mais irréversible du parenchyme alvéolaire en un tissu
fibreux. L’épithélium alvéolaire, soumis a de nombreuses micro-agressions (polluants, virus...)
assure un processus de ré-épithélialisation non contrélé. Cette perturbation est associée a une
dysfonction des cellules progénitrices de I'épithélium, les cellules épithéliales alvéolaires (CEAs)
de type Il ou pneumocytes de type Il (Pll).

Chez les patients atteints de FPI, l'activation des voies hypoxiques est attestée par
I’expression du facteur de transcription hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1). Par ailleurs, la présence
d’un stress du RE estobservé par I'activation des voies de I'unfolded protein pathway (UPR) ainsi
gue par I'expression de CHOP.

La premiere partie des travaux de these caractérise la réponse des CEAs a I’hypoxie aigue
in vivo dans un modeéle de rat et in vitro dans des CEAs de rat. L'apoptose a été évaluée et
I'implication des acteurs de 'UPR dans I’activation des voies apoptotiques en hypoxie a été mise
en évidence. Le contrdle de HIF-1 dans I'induction des voies de 'UPR a également été démontré.

Dans une seconde partie, le réle des voies de I’'UPR dans 'acquisition de caractéristiques
mésenchymateuses a été décrit. Les mécanismes moléculaires impliqués dans cette régulation ont
été caractérisés.

Ces travaux mettent en exergue le r6le primordial des voies de I'UPR dans I'altération
phénotypique des CEAs en hypoxie et suggérent HIF/UPR comme un axe majeur de la pathogeneése

de la FPI.
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ABSTRACT

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a chronic, progressive and deadly lung disease
characterized by a usual interstitial pneumonia (UIP) pattern associating fibrotic remodeling. This
fibrotic process is related to repeated micro-injuries on alveolar epithelium leading to alveolar
epithelial cells (AECs) dysfunction. The majors well-defined events in the pathogenic process in IPF
are AECs apoptosis and EMT, orchestrating a progressive loss of epithelial phenotype IPF. These
phenomena play a critical in the dysregulated cross-talk with subjacent interstitial fibroblasts
conducting in their activation and resulting in an excessive and irreversible extracellular matrix
production.

In lung biopsy of pulmonary fibrosis, hypoxic microenvironment has been reported by the
use of pimonidazole probe but also through expression of hypoxia inducible factor 1 (HIF-1).
Another cellular event, the ER stress activation, has been described by the induction of the
unfolded protein response (UPR) transcription factors ATF4 and ATF6N. Moreover, the pro-
apoptotic transcription factor CHOP, a common target of these UPR actors, is also observed in
AECs of patients.

In our work, we study the connection between hypoxic and UPR pathways and its specific role in
the process of AECs alteration.

We characterized in vivo in an hypoxic rat lung model, in vitro in primary rat AECs exposed
to hypoxia and ex vivo in lung biopsy, the molecular mechanism involved in ER stress induction.
We demonstrated the implication of the UPR pathways in the hypoxic induction of apoptosis. In
this context, we demonstrated the major role of HIF-1 in the control of UPR actor’s expression and
in CHOP regulation.

Moreover, we evaluated the involvement of UPR pathways in the induction of EMT feature
in hypoxia. Molecular mechanisms involved in these regulation has been characterized.

Our work highlight the cutting role of UPR pathways in AECs phenotype alteration in

hypoxic microenvironment and point out HIF-1/UPR as a new major axis in IPF pathogenesis.
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INTRODUCTION

I. Physiologie de I’épithélium alvéolaire
1. Lesalvéoles

Les alvéoles pulmonaires, terminaisons de l'arbre bronchique, sont des dilatations
remplies d’air, de forme polyédrique d’environ 200 um ou s’effectuent les échanges gazeux
(Figure 1). Elles sont composées de collagéne et de fibres élastiques leur conférant la capacité de
distension lors de l'inspiration et de contraction passive lors de I'expiration. Le poumon comporte
400 millions d’alvéoles offrant une surface d’échanges gazeux considérable (environ 100 mz), avec
les capillaires qui tapissent la paroi des sacs alvéolaires (Crapo et al., 1982).

Les sacs alvéolaires sont formés d’environ 20 a 30 alvéoles, chacune d’entre elles sont séparées
par une cloison interalvéolaire composée :

- d’un épithélium alvéolaire constitué de cellules épithéliales alvéolaires (CEAs), qui

représentent un quart des cellules de I'alvéole,
- d’'une membrane basale formée de laminine, fibronectine, héparane sulfate, élastine
et collagene de type | et IV mais dont la proportion differe selon le type de CEAs qui
la surplombent (Sannes, 1984),

- d’uninterstitum septal sous-jacent aux CEAs composé de fibres de collagene de type
I, de cellules résidentes telles des fibroblastes et quelques cellules inflammatoires,

- d’une monocouche de cellules endothéliales recouvrant la surface du capillaire,

- de macrophages, au nombre approximatif de 1 pour 3 alvéoles, qui sont localisés dans
la lumiére de l'alvéole au contact des CEAs et qui controlent I’élimination
d’éventuelles sources étrangéres a I'alvéole ou de débris cellulaires (Westphalen et

al., 2014).
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Figure 1. Représentation schématique simplifiée du poumon distal. Vue externe du poumon distal présentant plusieurs sacs
alvéolaires composés d’alvéoles en contact avec les capillaires (A). Vue interne d’une partie d’un sac alvéolaire composée de
5 alvéoles, des différents types cellulaires et leurs interactions (B). Pl : pneumocyte de type |. PIl : pneumocyte de type II.
Modifié d’apres Elsevier (A) et Junquiera’s basic histology, 12°™ édition (B).

2. L’épithélium alvéolaire

L’épithélium alvéolaire est un épithélium pavimenteux simple, composé de deux types de
cellules épithéliales alvéolaires (CEAs). Ces cellules ont des morphologies et des fonctions

distinctes mais sont étroitement liées par des jonctions serrées a leur pole apical (Low, 1953).

a) Les pneumocytes de type |

Les cellules alvéolaires de type |, ou pneumocytes de type | (Pl), représentent 34% des
CEAs, soit environ 40 Pl par alvéole, mais recouvrent 95 a 98% de la surface d’une alvéole (Crapo
et al., 1982). Ces cellules aplaties possédent un noyau central et un cytoplasme périphérique tres
fin qui s’étend sur plus de 15 capillaires soit une surface de prés de 1300 umz. Ce nombre peu
important de CEAs a la morphologie étalée et au systéme de jonctions serrées complexe permet
de faciliter les échanges gazeux et d’assurer la performance de la barriére alvéolo-capillaire

(Weibel, 2015) (Figure 2).
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Figure 2. Image de la surface d’une alvéole de poumon humain observée en microscopie électronique a balayage. Une
cellule épithéliale de type | (P1) (jaune) recouvre les capillaires (renflements tubulaires). Le corps cellulaire du pneumocyte
de type | (fleche) est suivi par un large et fin prolongement cytoplasmique qui se termine par des jonctions intercellulaires
(bouts de fleche). Les cellules épithéliales alvéolaires de type Il (P2) sont nichées de fagon éparse dans le réseau de capillaires.
D’aprés (Weibel, 2015).

Fibres du cytosquelette, microtubules et vésicules de transport sont les seules organelles
observées dans leur cytoplasme. Les Pl sont le premier bouclier de I'organisme contre les agents
extérieurs tels les particules, les toxines et les microorganismes (Maynard et al., 2012). Ces cellules
participent notamment au maintien de I'équilibre des fluides alvéolaires dérégulé lors d’une

agression de I'épithélium alvéolaire.

b) Les pneumocytes de type Il

Les cellules alvéolaires de type I, ou pneumocytes de type Il (Pll) sont au nombre de 77
par alvéole et considérant leur taille et leur forme cuboide, recouvrent seulement 2 a 5% de la
surface de I'épithélium (Figure 2). Leur forme particuliere est étroitement liée a la présence de
nombreux corps lamellaires, des structures sécrétoires tubulo-vésiculaires impliquées dans
I’excrétion des lipides du surfactant (développé dans le paragraphe 1.3.b). Leur cytoplasme riche
en réticulum endoplasmique (RE) et en appareil de Golgi completent les caractéristiques propres
aux cellules sécrétrices. Les Pll ont un réle crucial dans le maintien de l'intégrité de I'épithélium

alvéolaire lié a leur fonction de cellules progénitrices (Adamson and Bowden, 1974).

c) Lesjonctions cellulaires

L’homéostasie de I'épithélium alvéolaire est, comme tout épithélium, régie par la présence
des jonctions cellulaires qui assurent I'attachement des cellules entre elles ainsi qu’avec la matrice
extracellulaire (MEC). Outre leur réle architectural, les jonctions assurent la communication et la

transmission de signaux des cellules avec les cellules avoisinantes. Elles sont de plusieurs types :
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les jonctions serrées, les jonctions adhérentes, les jonctions communicantes et les jonctions avec

la matrice extracellulaire (Figure 3).
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Figure 3. Représentation schématique des jonctions entre deux CEAs et la MEC. Présentation d’une jonction serrée (A).
Représentation des différents éléments d’une jonction adhérente (B). Représentation d’un connexon hétérotypique formé
de deux types de connexines (couleurs différentes) (C). Présentation bréve de jonctions entre cellules et MEC (D). Modifié
d’aprés (Koval, 2013).

Les jonctions serrées sont impliquées dans la polarité cellulaire, et assurent I'imperméabilité aux
macromolécules tout en permettant la diffusion paracellulaire d’ions ou de solutés (Overgaard et
al., 2012). Elles sont formées de complexes protéiques membranaires comprenant les claudines
et les occludines. Le domaine extracellulaire de ces protéines interagit avec la cellule adjacente.
Leur domaine intracellulaire recrute des protéines échafaudages telles les zonula occludens (ZO),
Z01, 202, Z0O3 qui permettent l'interaction avec le cytosquelette d’actine (Figure 3A). Les
jonctions adhérentes ont pour fonction d’initier et de stabiliser I'adhésion entre cellules. Elles
sont composées de protéines transmembranaires, les cadhérines, qui permettent I’'adhésion a une
cellule voisine par leur domaine extracellulaire. Leur domaine intracellulaire quant a lui est
stabilisé par les protéines d’ancrage, p120 caténine et B-caténine qui forment l'interface avec le
réseau de microtubules et le cytosquelette d’actine (Hartsock and Nelson, 2008) (Figure 3B). Les
jonctions communicantes sont impliquées dans le transfert sélectif de molécules dont la taille est

inférieure a 1kDa tels les ions, I'’AMP cyclique ou l'inositol 1,4,5-triphosphate (IPs) facilitant la
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propagation des signaux entre cellules. Elles se définissent comme des canaux formés par deux
connexons composés chacun de 6 connexines (Cx) (Figure 3C). Les PI et les PIl expriment les
isoformes Cx32, Cx43 et Cx46 et peuvent former des connexons hétérotypiques (Abraham et al.,
2001). Les pneumocytes peuvent communiquer entre eux (Adamson et al., 1990; Sirianni et al.,
2003) ou avec les fibroblastes de l'interstitium a travers des pores de la membrane basale.
(Adamson, 1992; Woodward et al., 1998). Les jonctions entre CEAs et la matrice extracellulaire
(MEC) sont complexes et dépendent de la composition en protéines de la MEC (Ross, 1998). Elles
font notamment intervenir les intégrines, une super famille de glycoprotéines aux multiples
isoformes. Les intégrines s’assemblent en hétérodimeres formés d’une sous-unité a qui confére
la spécificité des ligands et d’une sous-unité [ qui permet I'interaction aux filaments d’actine par
I'intermédiaire de protéines échafaudages. Leur domaine extracellulaire reconnait la séquence
spécifique arginine-glycine-acide aspartique présente dans les protéines de la MEC (Pierschbacher
and Ruoslahti, 1984, Feldinghabermann and Cheresh, 1993) (Figure 3D).

La formation de ces différentes jonctions est régulée par des messagers intracellulaires
tels le calcium ou le pH. Le stress mécanique cyclique appliqué lors de I'inspiration, les forces de
frottement engendrées par les tensions de surface ainsi que I'’écoulement sanguin sont également

impliqués dans la modulation de ces jonctions (Waters et al., 2012).

3. Les fonctions de I'épithélium alvéolaire
a) L’hématose

Le mécanisme physiologique assurant la transformation du sang veineux pauvre en
dioxygeéne (0,) en sang artériel riche en O, est appelé hématose. Lors de ce processus, le CO,
produit par la respiration cellulaire ainsi que I’O, de I'air diffusent en sens inverse a travers la
barriere alvéolo-capillaire. Trois éléments clefs interviennent : la ventilation, qui est la circulation
de I'air dans les alvéoles, la perfusion, définie comme la circulation du sang dans les capillaires, et
la diffusion, qui représente les échanges gazeux a travers la paroi alvéolo-capillaire.

La diffusion passive de 'O, et du CO; a travers la barriére alvéolo-capillaire, repose sur |’existence
d’un gradient de pression partielle de ces gaz entre les deux compartiments. Un gaz diffuse d’'une
zone a forte pression partielle vers une zone a faible pression partielle. La pression partielle de
I’O, (PO,) dans les alvéoles de 100 mmHg conduit au déplacement des molécules gazeuses des

alvéoles vers les capillaires pulmonaires dans lesquelles la PO, est de 40mmHg. A contrario, la
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PCO, des capillaires induit une diffusion de CO2 des capillaires vers les alvéoles (Figure 4).

L’oxygénation optimale des tissus dépend inter alia de la qualité de I’'hématose.

PIO,: 150 mmHg
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| PACO, : 40 mmHg !
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Figure 4. Représentation schématique de la diffusion des gaz a travers la barriére alvéolo-capillaire. Le gradient des
pressions partielles en O, et en CO, dans I'alvéole et le compartiment sanguin (P,0,/PACO, et P,0,/P,CO, respectivement)
conduit a la diffusion de 'O, dans le compartiment artériel et a la diffusion de CO, dans le compartiment alvéolaire.

b) La production de surfactant

Bien que leur composition soit la méme, les alvéoles ont de légeres différences de
diametre. Afin d’éviter le phénomeéne d’affaissement des alvéoles qui résulterait de la vidange de
I'air des petites vers les grandes alvéoles et fin d’expiration, les pneumocytes de type Il (Pll)
produisent un tensioactif, le surfactant, qui permet d’égaliser les pressions entres les alvéoles en
réduisant les tensions superficielles (Buckingham and Avery, 1962). Le surfactant s’étend sur toute
la surface de I'épithélium et constitue l'interface entre I'air et I’hypophase définie comme un
espace riche en eau, en glycoprotéines, en acide hyaluronique et en électrolytes.

Le surfactant est un film de surface formé d’'une couche de DPPC suivie par un ensemble de
bicouches lipidiques et de myéline tubulaire. Il est composé de :

- 80% de glycérophospholipides et plus particulierement le
dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) et de phosphatidylcholine, responsables de la
génération d’une tension de surface quasi nulle (Veldhuizen et al., 1998)

- 10% de cholestérol qui confére la fluidité au surfactant

- 10% de protéines : surfactant protein A (SP-A), B (SP-B), C (SP-C) et D (SP-D)

Le multi-couche de lipides ainsi que la myéline tubulaire, localisées dans I’hypophase, permettent

le renouvellement rapide de la couche de DPPC (Orgeig et al., 2015). Cette organisation lipidique
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est contrblée par les pressions engendrées lors des différentes phases du cycle respiratoire mais
également par SP-A, B, C et D (Figure 5).

La phase lipidique du surfactant nécessite le transport de la

dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) et la phosphatidylcholine du réticulum endoplasmique
(RE) et I'appareil de Golgi (Fagone and Jackowski, 2009) vers les corps lamellaires grace au
transporteur ATP binding cassette subfamily A member 3 (ABCA3). Les corps lamellaires sont
sécrétés au pole apical des Pll par exocytose. Les protéines SP-A, SP-B, SP-C et SP-D, sont codées
par les génes SFTPA, SFTPB, SFTPC et SFTPD respectivement dont I'expression est sous la
dépendance du facteur de transcription thyroid transcription factor 1 (TTF1) (Zhou et al., 1996).
Ces protéines transitent par le RE avant d’étre modifiées dans I'appareil de Golgi pour adopter
leur forme active puis sont sécrétées (Weaver, 1998).
Une fois excrétés, les corps lamellaires sont transformés en myéline tubulaire avec I'aide de SP-A
gui permet la structuration rapide des couches lipidiques du surfactant (Amrein et al., 1997;
Knebel et al., 2002). Le caractére hydrophobe des protéines SP-B et SP-C leur permet d’interagir
avec la phosphatidylcholine de la multicouche, et de faciliter ainsi I’adsorption des DPPC dans la
monocouche. Le role précis de SP-D dans le métabolisme des phospholipides du surfactant reste,
guant a lui, a définir (lkegami et al., 2000).

Couche unique de
DPPC

Multiples
bicouches de PC

Surfactant  Air
—

Myéline
tubulaire

Hypophase

Réticulum
endoplasmique
o

J
\4/ Corps lamellaire

Figure 5. Représentation simplifiée de la biogenése du surfactant dans un PIl. Les corps lamellaires sont composés de
phospholipides (PC) provenant du réticulum endoplasmique (RE) et de I'appareil de Golgi. Leur exocytose au pdle apical des
PIl nécessite I'intervention de la protéine ABCA3. Les protéines du surfactant SP-A, SP-B, SP-C et SP-D sont synthétisées,
transportées dans le RE puis sécrétées selon différentes voies (fleches blanches). La formation de myéline tubulaire a partir
des corps lamellaires requiére SP-A, alors que SP-B et SP-C participent au renouvellement la couche de (DPPC). Modifié
d’apres (Lopez-Rodriguez et al., 2017).
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c) Maintien de I'équilibre des fluides alvéolaires

L’efficacité des échanges gazeux dépend de la capacité de I'épithélium alvéolaire a
conserver une hypophase relativement fine ne devant pas excéder 0,5 um d’épaisseur (Bastacky
et al., 1995). Lors d’une agression alvéolaire, un excés de liquide dans l'espace alvéolaire
provenant de l'interstitium, appelé cedéme, est observé et conduit a une dérégulation des
échanges gazeux (Saumon, 1999). Les pneumocytes de type | (Pl) et Il (Pll) orchestrent alors une
réponse adaptative, la clairance liquidienne. Celle-ci favorise la réabsorption d’eau de la lumiére
alvéolaire vers l'interstitium et les vaisseaux sanguins par la mise en place d’un gradient osmotique
établi grace a des transports ioniques (Goodman and Crandall, 1982; Matthay et al., 2002) (Figure
6A). Les principaux ions impliqués dans le rétablissement de I’homéostasie liquidienne alvéolaire
sont le sodium (Na), le chlore (CI') et le potassium (K*) (Figure 6).

Le réle du Na* a été mis en évidence dans la résorption de I'cedéme par I'utilisation
d’inhibiteurs de canaux Na tels I'amiloride (Olivera et al., 1994). Le Na* transite au pdle apical des
pneumocytes par le canal sodique épithélial (ENaC) sensible a cette drogue. Ce canal est composé
de 4 sous-unités dont I'oligomérisation confére au canal une réponse spécifique a I'amiloride,
modulant ainsi sa capacité d’ouverture et sa sélectivité ionique. Des études en électrophysiologie
ont également démontré le passage des ions Na* par les canaux cationiques non sélectifs régulés
par les nucléotides cycliques (CNG). Afin de maintenir 'osmose cellulaire, le Na* est extrudé vers
I'interstitium alvéolaire par la pompe Na-K-ATPase située au pole basolatéral des cellules. La force
motrice générée par ce transport transépithélial de Na* est a I'origine d’un mouvement d’eau du
pole apical au pole basolatéral des pneumocytes. Ce transport d’eau peut se faire via les jonctions
serrées ou fait intervenir dans une moindre mesure des canaux tels que les aquaporines (AQP) 1
et 3 exprimées dans les Pll et AQP5 dans les Pl (Ma et al., 2000).

L’électroneutralité de I'hypophase est maintenue par les ions ClI" qui diffusent dans
I'interstitium par voie paracellulaire ou via des canaux ioniques. Parmi ces derniers, le régulateur
transmembranaire de conductance mis en évidence dans la mucoviscidose (CFTR) joue un role
crucial dans le transport de chlore. Il est situé au pole apical des pneumocytes (Brochiero et al.,
2004; Johnson et al., 2006).

Le potentiel de membrane et la conservation du gradient électrochimique sont quant a
eux assurés par différents canaux potassiques. Parmi ces canaux peuvent étre cités les canaux
voltage dépendants (K,) ou activés par le calcium (Kc,) localisés aux pdles apical et basolatéral des
PIl (Hollenhorst et al., 2011), ainsi que les canaux potassiques a rectification entrante, inhibés par

I’ATP (K;;) qui sont exprimés au pole basolatéral des PIl (Bardou et al., 2012, 2009).
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Figure 6. Représentation simplifiée de la régulation de ’homéostasie liquidienne alvéolaire. Aprés agression, la dénudation
de I'épithélium conduit a I'inondation de I'espace alvéolaire (A). La résorption de I'cedéme met en jeu des courants ioniques
engendrant un gradient osmotique a |'origine de la réabsorption d’H,0 par voie paracellulaire (fleche blanche) ou via des
transporteurs (B).

d) Roéle dans ’homéostasie tissulaire
i L’agression

Toute particule d’un diamétre inférieur a 5 um, qui a contourné les défenses présentes
dans les conduits des voies aériennes proximales et distales, va étre piégée dans le surfactant et
I’hypophase de I'épithélium alvéolaire. Cet épithélium est donc la premiére barriere de
I’organisme contre les virus ou les bactéries inhalés, les gaz et particules polluants (ozone, fumées
de cigarette, diesel, et cetera desunt), mais également contre les micro-inhalations répétées de
liquide gastrique acide. Ces agressions peuvent conduire a la mort des pneumocytes aboutissant
a une dénudation progressive de I'épithélium alvéolaire. De nombreux travaux investiguant
I’exposition a la fumée de cigarette, a 'ozone ou encore a une infection bactérienne ont mis en
évidence une forte sensibilité des pneumocytes de type | (Pl) aux agressions par rapport aux PlI
(Wang et al., 2006; Kosmider et al., 2011; Jansing et al., 2017). Cette différence de sensibilité, qui
se traduit par une perte précoce des Pl, peut étre attribuée a leur morphologie trés étalée, offrant
une large surface d’exposition. Par ailleurs, la résistance des Pll aux agressions pourrait étre liée a
la production des protéines du surfactant SP-A et SP-D, qui ont des propriétés cytoprotectives
(Zeng et al., 2016).

Lors d’une agression de I'épithélium alvéolaire, différents mécanismes de défense se

mettent en place afin de rétablir 'homéostasie de I'épithélium (Zeng et al., 2016). Dés les
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premiéres heures apres l'agression, une réponse inflammatoire localisée fait intervenir les
macrophages alvéolaires résidents mais également des polynucléaires neutrophiles (PNN)
provenant de la circulation sanguine qui exsudent a travers I'épithélium endommagé. Apres 2
jours, les Pll entament une phase de migration et de prolifération. Ces cellules vont également se
trans-différencier en Pl. L’ensemble de ces événements conduit, 7 jours post-agression, a la
restauration du taux de pneumocytes, donc au recouvrement de l'intégrité de I'épithélium
alvéolaire (Figure 7).
Mort Pl > PII Réponse

inflammatoire

Agression

Intégrité épithélium
alvéolaire recouvrée

1
24h 48h 7j  temps

Figure 7. Représentation simplifiée des phases induites en réponse a une agression et leur évolution dans le temps. Lors
d’une agression de I'épithélium alvéolaire, dés les premiéres heures, la mort des pneumocytes de type | (Pl) est augmentée
et une réponse inflammatoire est activée. Aprées 48 h, les pneumocytes de type Il (PIl) entament une phase de prolifération,
de migration et de trans-différenciation en Pl afin de rétablir un épithélium fonctionnel. D’aprés (Zeng et al., 2016).

ii. La phase inflammatoire

De nombreux travaux investiguant I'effet d’agressions sur I’épithélium alvéolaire ont mis
en évidence le role crucial des pneumocytes de type Il (Pll) dans la défense de I'h6te et dans
I'immunité locale grace aux protéines du surfactant et a la production de cytokines pro-

inflammatoires respectivement.

° Le role du surfactant dans la défense de I’"hote

Les protéines SP-A et SP-D, constituantes du surfactant, ont la capacité d’interagir avec les
oligosaccharides situés a la surface des bactéries, des virus ou des champignons grace a leur
domaine leptine en partie C-terminale. Ce phénoméne favorise la reconnaissance des pathogenes
par les macrophages et leur élimination (Chuquimia et al., 2013; Wright, 2003). Des études
menées in vivo et in vitro mettent en exergue le réle de la protéine SP-B dans la clairance
bactérienne. Son domaine de type saposine interagit avec la paroi bactérienne, ce qui favorise
d’une part la phagocytose par les macrophages et d’autre part inhibe la croissance bactérienne
dont le processus reste encore a établir (Yang et al., 2010). Enfin, des souris déficientes pour le

géne codant SP-C spécifiquement dans les Pll et exposées au virus respiratoire syncytial
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présentent une réponse inflammatoire exacerbée suggérant un role protecteur de cette protéine

lors d’infections virales (Glasser et al., 2009).

° La production de cytokines pro-inflammatoires par les pneumocytes de type Il

Suite a une agression, les PIl participent a la réponse inflammatoire de I'épithélium
alvéolaire. lls percoivent des signaux de danger extracellulaires grace a leurs récepteurs toll-like
(TLR) puis sécretent des protéines chémoattractantes favorisant le recrutement des cellules

inflammatoires telles les polynucléaires neutrophiles et les macrophages.

La perception du signal via les récepteurs de type toll (TLR) :

Les TLR sont classiquement exprimés a la surface ou dans les cellules de I'immunité innée,
comme les macrophages et les cellules dendritiques, mais sont également exprimés par des
cellules non immunes telles les fibroblastes et les Pll (Droemann et al., 2003; Schneberger et al.,
2013) (Figure 8). Les TLR reconnaissent les profils moléculaires spécifiques des micro-organismes
(PAMPS). lIs reconnaissent également les alarmines, des molécules aux fonctions diverses au sein
de la cellule qui sont sécrétées lors d’une agression. Les PAMPS sont représentés par les
lipopolysaccharides (LPS) et les lipopetides de la paroi bactérienne ou encore les ARN simples ou
double brins des virus (Armstrong et al., 2004). Les alarmines telles I’'ATP, la protéine high-mobility
group box 1 (HMGB-1), I'lL-1c. ou I'lL-33, exprimées dans différents compartiments cellulaires sont
libérées lors d’'une agression chimique, physique ou mécanique. La fixation de ces ligands sur les
TLR membranaires ou cytoplasmiques induit une cascade de signalisation conduisant a la
translocation nucléaire des facteurs de transcription activator protein-1 (AP-1), nuclear factor k-B
(NFk—B) ou interferon regulatory factor 3. Ces derniers régulent I’expression de génes codant des

cytokines qui contrdlent la réponse inflammatoire (Figure 8).

La production de cytokines inflammatoires par les pneumocytes de type |l :

L’activation des TLR2 et des TLR4 des Pll par le virus de la grippe (Stegemann-Koniszewski
et al., 2016), par des helminthes ou par de la chitine (le composant majoritaire de I'exosquelette
des insectes) (Wang et al., 2017) conduit a la production de chimiokines telles CXCL5, CXCL9 et
CXCL10 et d’autres molécules pro-inflammatoires telles le tumor necrosis factror-a. (TNF-a),
I'interferon-a, I'lL-6 et I'IL-33. L’activation des TLR4 par les alarmines induit la production d’IL-33

(Chang et al., 2017). L’ensemble de ces molécules participent au recrutement des macrophages
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et de polynucléaires neutrophiles (PNN) ainsi qu’a leur activation (Glasser et al., 2009; Thorley et

al., 2007) (Figure 9).
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Figure 8. Représentation simplifiée de la réponse pro-inflammatoire régulée par les Pll a la suite d’'une agression de
I’épithélium alvéolaire. Lors d’une agression mécanique ou chimique, ou bien lors d’une infection microbienne, les alarmines
excrétées ou les PAMPS respectivement (1) se lient aux TLR conduisant au recrutement d’un complexe protéique, le
myddosome. Ce dernier est formé de Myd88, de kinases IRAK, et de la protéine d’interaction avec les TLR (TOLLIP). Selon le
type de TLR, différentes voies de signalisation sont induites (2) et activent des facteurs de transcription (3). Les génes induits
codent pour des chimiokines permettant le recrutement des cellules inflammatoires ou d’autres cytokines pro-
inflammatoires (4). L'expression du TLR9 par les PIl a été décrite mais sa fonction dans la réponse inflammatoire n’est
actuellement pas définie.

Recrutement des neutrophiles et des macrophages :

Dés les premiéres heures suivant I'agression de I'épithélium (Figure 9.1), et suite a la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les Pll (Figure 8 et 9.2-3), les macrophages et les
neutrophiles sont recrutés et activés afin d’éliminer les éléments étrangers et amorcer le
processus de ré-épithélialisation (Figure 9). Les macrophages alvéolaires résidents, éliminent les
diverses particules par phagocytose (Figure 9.4). Le recrutement et I'activité phagocytaire des
macrophages dépendent d’une interaction physique avec les Pll et de la mise en place d’un signal
calcique via les connexons. Le transfert de calcium entre ces deux types cellulaires par ces
jonctions communicantes conduit a la sécrétion de cytokines par les Pll (Westphalen et al., 2014).
Les polynucléaires neutrophiles (PNN) sont recrutés au sein de I'épithélium alvéolaire depuis la
circulation sanguine. Au cours de leur transmigration a travers I'épithélium alvéolaire, ces cellules
dégradent des composants de la matrice extracellulaire ainsi que la membrane basale déja
endommagée et participent a la dérégulation des jonctions adhérentes des pneumocytes
favorisant ainsi leur propre infiltration (Zemans et al., 2011). Les PNN assurent le recouvrement

d’un espace propre et lisse au site lésionnel (Hyde et al., 1999) et favorisent également la
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prolifération des PIl (Paris et al., 2016), deux étapes importantes du processus de ré-

épithélialisation (Figure 9.4).
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Figure 9. Représentation simplifiée de la phase inflammatoire a la suite d’une agression de I’épithélium alvéolaire. Lors
d’une agression (1), les Pl, les CEAs les plus vulnérables meurtent (2) alors que les PIl participent a la défense de I'hote
notamment grace a SP-A et SP-B qui favorisent la phagocytose des éléments étrangers par les cellules immunitaires (2’). Les
Pll suite a I'activation des TLR, produisent différentes cytokines pro-inflammatoires (3) telles des chimiokines qui recrutent
des macrophages ou des neutrophiles (fleche noire courbée) (4). D’autres cytokines pro-inflammatoires favorisent le
processus de clairance alvéolaire. Les macrophages trés actifs, phagocytent des éléments étrangers et les polynucléaires
neutrophiles lissent I'espace de la membrane basale dénudée (4’).

iii. La ré-épithélialisation

La ré-épithélialisation de I’épithélium alvéolaire est définie comme le rétablissement d’un
épithélium integre apres dénudation suite a une agression. Elle fait intervenir I'acquisition de
propriétés migratoires et prolifératives des Pll et leur trans-différenciation en PIl. Les mécanismes
moléculaires mis en jeu dans ces différentes étapes dépendent de facteurs solubles produits par
les pneumocytes, les cellules inflammatoires mais également les fibroblastes de I'interstitium

attirés aux sites lésionnels (Figure 10).

° Une nouvelle matrice produite par les fibroblastes

Suite a l'action des neutrophiles au site Iésionnel, une nouvelle matrice intégre est
produite afin de fournir un support pour la prolifération et la migration des PIl. Cette nouvelle
matrice est sécrétée par les fibroblastes interstitiels sous-jacents aux Pll (Bradley et al., 1980;
Fukuda et al., 1985). Elle est composée de fibrine, de fibronectine mais également d’élastine et de
collagene de type I. Les Pll peuvent également participer a I’établissement de cette matrice par la

production de fibronectine (Rannels et al., 1987).
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° La migration des pneumocytes de type Il

Le processus migratoire des Pll nécessite I'intervention d’enzymes de dégradation de Ia
matrice extracellulaire (MEC), les métalloprotéinases (MMP), que ces cellules sécrétent. Sous
I'action des MMP et notamment les MMP1 (Herrera et al., 2013), MMP2 et MMP14 (Ghosh et al.,
2012; Kanter et al., 2015), les intégrines (paragraphe I.2.c) se détachent des éléments de la MEC
permettant ainsi 'avancée de la cellule (Kim et al., 1996). Par ailleurs, les MMP peuvent activer
des facteurs pro-migratoires tels le transforming growth factor-f (TGF-f) (Yu and Stamenkovic,
2000) et I'epidermal growth factor (EGF) (Schenk et al., 2003). L’expression des MMP par les Pll
est régulée par des facteurs produits par les neutrophiles, les fibroblastes et les Pll eux-mémes.
C’est le cas des facteurs de croissance tels le keratinocyte growth factor (KGF), I’hepatocyte
growth factor (HGF) et le TGF-3 sécrétés par les Pll et les fibroblastes (Mason et al., 1994; Yano et
al., 2000). Les neutrophiles sont également une source majeure de HGF (Jaffré et al., 2002) (Figure

10.A-B).

° La prolifération des pneumocytes de type Il

La sécrétion des différents facteurs favorisant la migration des Pll est également impliquée
dans leur prolifération. Par exemple, in vitro, la prolifération et la migration des PIl sont
augmentées en présence de milieu conditionné de fibroblastes. Cet état de fait est a mettre en
relation avec la production de KGF, HGF et TGF-f} par les fibroblastes (Kelley et al., 1991, Panos et
al., 1993).

La prolifération des PIl liée a I'intervention des neutrophiles est due a leur production de
HGF d’une part (Jaffré et al., 2002) et a la synthése d’élastase d’autre part. Cette enzyme clive la
E-cadhérine localisée au niveau des jonctions adhérentes des Pll conduisant a la dissociation du
complexe E-cadhérine/p-caténine (paragraphe 1.2.c). La translocation de la -caténine dans le
noyau promeut ainsi la prolifération des PIl par 'activation des génes Wisp1 et Cy61 (Zemans et

al., 2013).

° La trans-différenciation des PIl en PI

En s’appuyant sur de simples observations morphologiques, Kapanci et al. puis Adamson
et al. suggérent, que, suite a la prolifération et a la migration des PIl, les cellules non détruites se
trans-différencient en Pl (Adamson and Bowden, 1974; Kapanci et al., 1969). Quarante ans plus

tard, les travaux de Barkauskas et al. démontrent, par des techniques de tracage génétique, que
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lors de lésions de I'épithélium alvéolaire, les Pll posseédent la capacité de se trans-différencier en
Pl (Barkauskas et al., 2013). Les mécanismes moléculaires impliqués dans ce processus de
différenciation sont encore peu connus. La sécrétion du TGF-§3 par les Pll semble étre un élément
clef dans leur trans-différenciation en Pl (Bhaskaran et al., 2006; Zhao et al., 2013) (Figure 10.F).
Il est cependant a noter que la réplétion de I'épithélium alvéolaire n’est pas seulement
due a I'action des PII. Des études révelent que les Pl non détruits lors de I'agression peuvent se
différencier en Pl et participer ainsi a la régénération de I'épithélium (Jain et al., 2015; Yang et
al., 2016; Wang et al., 2018). D’autres études ont mis en évidence une population rare de cellules
souches localisées dans des niches de voies aériennes distales et les alvéoles qui peuvent migrer,
proliférer et se différencier en Pll ou Pl (Kajstura et al., 2011). La proportion de ces cellules souches
étant de 1 cellule pour 30 000 cellules alvéolaires subodore toutefois une implication relative dans

le phénomene de régénération épithéliale.
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Figure 10. Représentation simplifiée du processus de ré-épithélialisation de I’épithélium alvéolaire a la suite d’une
agression. Les polynucléaires neutrophiles (PNN) et les macrophages alvéolaires participent a I'élimination des débris
cellulaires (A). Les PNN produisent du HGF afin de favoriser la prolifération des PIl (B). Les PIl sécrétent des facteurs de
croissance permettant leur prolifération et migration et le recrutement des fibroblastes (C) afin de d’établir une matrice
intégre (D). La production de métalloprotéases (MMP) permet aux PIl d’assurer leur migration (E). Les PIl se trans-
différencient en Pl afin de rétablir I’lhoméostasie de I'épithélium alvéolaire (F). Un dialogue continu entre les PIl et les
fibroblastes permet de conserver I'intégrité de I'épithélium (F). Modifié d’apreés la planche gentiment donnée par le Pr Carole
Planés et le Dr Thomas Gille.
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° Le rétrocontrole de 'activité des fibroblastes par les pneumocytes de type |l

Suite a la réparation de I'épithélium alvéolaire, les Pll sécrétent des molécules tels la
prostaglandine E2 (PGE2), le surfactant, le plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1) et les MMP
(Adamson, 1992; Adamson et al., 1989; Klien and Adamson, 1989; Moore et al., 2003). Celles-ci
limitent la prolifération des fibroblastes et leur activation en myofibroblastes, cellules a haute
capacité de sécrétion de composants de la matrice extracellulaire. Cette production de molécules
inhibitrices de la croissance des fibroblastes est également régulée par la stimulation des
fibroblastes eux-mémes notamment par le TGF-§} (Epa et al., 2015) (Figure 10.F). Ce rétrocontréle

évite une réparation excessive.

Il. La fibrose pulmonaire idiopathique : une maladie liée a une réparation aberrante de

I’épithélium alvéolaire
1. Histoire et classification de la fibrose pulmonaire idiopathique

Entre 1931 et 1944, quatre cas de « fibrose pulmonaire interstitielle diffuse » ont été

décrits par Louis Hamman and Arnold Rich mentionnant une prolifération progressive du tissus
alvéolaire (Hamman and Rich, 1944). Vingt-cinq ans plus tard, I'autrichien Averill Abraham Liebow
et 'américain Charles Black Carrington proposent la premiére classification des pneumopathies
infiltrantes diffuses (PID) (Liebow and Carrington, 1969). En 1998, Anna-Luise Katzenstein et
leffrey Myers suggérent de donner le terme de fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) a toutes PID
d’origine inconnue présentant un profil histopathologique de pneumopathie interstitielle
commune (PIC) (Katzenstein and Myers, 1998).
Plusieurs classifications des PID se sont succédées pour définir aI’heure actuelle 4 grands groupes :
secondaire de cause connue, secondaire particuliere, granulomatose et idiopathique. Parmi les
PID idiopathiques sont répertoriées : les rares, les inclassables et les classiques dont fait partie la
fibrose pulmonaire idiopathique (FPI), qui, par sa fréquence (55%) et sa mortalité en fait la forme
prépondérante des PID (American Thoracic Society and European Respiratory Society, 2002).

La FPl est une maladie caractérisée par une atteinte progressive et irréversible de
I'interstitium pulmonaire dont I'étiologie reste encore inconnue. Selon la définition du Parlement
Européen, c’est une maladie rare et orpheline c’est a dire que le nombre de cas est inférieur a 5
pour 10 000 habitants, qu’elle est mortelle et chroniquement invalidante et qu’aucun traitement

curatif n’est encore disponible (Le Parlement Européen and Le Conseil de L’UE, 2000).
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2. Epidémiologie de la fibrose pulmonaire idiopathique

Depuis une vingtaine d’années, des communautés de pneumologues associés a des
praticiens de médecine générale ont conduit des études en Amérique du Nord, en Europe, en Asie
et en Océanie afin de déterminer les critéres épidémiologiques propres a la FPI (Nalysnyk et al.,
2012; Raghu et al., 2016; Duchemann et al., 2017). La prévalence (1,25-23,4/100000 habitants
selon les pays) et I'incidence (4,6-8,8/100000 habitants/an selon les pays) augmentent au cours
du temps (Hutchinson et al., 2015), et sont d’autant plus élevées que le patient est 4gé et qu’il est
un homme (Harari et al., 2016). La survie varie de 1 a 5 ans selon les études de cohortes et est
indépendante de I’dge du patient (Koo et al., 2016; Raghu et al., 2016). La cause immédiate de la
mort est majoritairement (66-77%) liée a une insuffisance respiratoire (Daniels et al., 2008, Rajala
et al., 2016). Actuellement, I’dge moyen de la pose du diagnostic est de 68 ans (Garcia, 2011;
Fernandez et al., 2012).

3. Diagnostic de la fibrose pulmonaire idiopathique

Le diagnostic repose sur I'association de données cliniques, radiologiques et histologiques.
Les manifestations cliniques se matérialisent par une toux séche, des difficultés respiratoires a
I'effort, un rale crépitant a la fin de l'inspiration. Ce dernier est détecté lors de 'auscultation
pulmonaire et, dans 60% des cas, le patient présente un hippocratisme digital probablement d a
une mauvaise oxygénation des tissus. Des explorations fonctionnelles respiratoires mettent en
évidence un syndrome restrictif lié a une diminution de la capacité vitale forcée (CVF) ainsi qu’a
une altération de la diffusion des gaz dans le sang se traduisant par une diminution du transfert
du monoxyde de carbone (DLCO).

L’examen radiologique, réalisé par tomodensitométrie a haute résolution, révele des
lésions hétérogénes du poumon droit et gauche avec une prédominance sous-pleurale. Parmi
celles-ci sont mises en évidence des opacités réticulées, des dilatations et distorsions irréversibles
des bronches liées a la fibrose, appelées bronchectasies de traction. Des structures en rayons de

miel peuvent également étre observées (Figure 11).
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Figure 11. Le diagnostic de FPI : 'examen radiologique. Image obtenue par tomodensitométrie thoracique a haute
résolution de patients témoins (A) et FPI (B). La présence a prédominance sous-pleurale de lésions kystiques en forme de
rayon de miel (fleches simples + contours), de bronchectasies par traction (fleche pleine), et les réticulations (étoile) pose le
diagnostic sans équivoque de FPI (B). Rares sont les patients présentant cette multiplicité de lésions, des examens
complémentaires sont alors a réaliser pour affirmer le diagnostic. D’aprés (Cottin et al., 2014).

L’étude histologique, réalisée a partir d’'une biopsie pulmonaire, réveéle un profil de
pneumopathie interstitielle commune (PIC) caractérisé par une répartition inégale de zones
denses de fibrose entourées de zones de parenchyme sain. Des rayons de miel, ces dilatations
anormales des espaces aériens entourées par une paroi composée d’un tissu fibreux, sont
reconnaissables. Des structures particuliéres, les foyers fibroblastiques, composés d’une
agrégation de fibroblastes et de myofibroblastes sont également présents. De récents travaux ont
mis en évidence la complexité structurale du foyer fibroblastique et la répartition éparse et non
interconnectée de I'ensemble des foyers appuyant le caractére hétérogene des lésions dans la FPI.
Une corrélation négative entre la densité des foyers fibroblastiques et la CVF des patients FPI a

été rapportée (Jones et al., 2016) (Figure 12).
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Figure 12. Le diagnostic de la FPI : 'examen histologique présentant le profil de PIC. Microphotographie d’une coupe de
poumon d’un patient atteint de FPI contre-colorée a I'éosine-hématoxyline (A-D). L’apparence histologique du poumon est
hétérogene, avec des zones saines (B) et des zones de Iésions sous pleurales (C et D). Présence de zones en transition
caractérisées par une structure d’apparence normale mais avec un épaississement de la paroi alvéolaire juxtaposée a un
foyer fibroblastique (#) (C) et des zones de dépot de collagéne excessifs caractéristiques de la fibrose accolée a des rayons de
miel (*) (D). Un foyer fibroblastique est formé de cellules fusiformes, les fibroblastes, et peut étre limité par des cellules
épithéliales alvéolaires hyperplasiques (fleche) (E). La répartition hétérogéne des foyers fibroblastiques (couleurs) dans les
poumons de patients est visible par reconstruction 3D (F). D’aprés (DePianto et al., 2015) (A-D) et (Jones et al., 2016)(F).

4. Traitements actuels de la FPI

Depuis 2014, deux traitements sont prodigués aux patients ; la pirfénidone et le nintedanib
(King et al., 2014; Richeldi et al., 2014). L’effet de ces molécules a été étudié au préalable sur des
modeles animaux de fibrose pulmonaire (Table 1). Le modéle communément utilisé consiste a
I'injection intra-trachéale de la bléomycine, un antibiotique induisant la rupture du brin d’ADN.

La pirfénidone est un immunosuppresseur dont I'action pharmacodynamique n’est pas
encore bien comprise. In vitro, la pirfénidone inhibe la différenciation des fibroblastes en
myofibroblastes (Kurita et al., 2017). En 1995, I'effet anti-fibrotique de cette molécule est observé
dans un modeéle de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine, chez le hamster (lyer et al.,
1995). Le traitement des patients avec la pirfénidone limite le déclin de la fonction respiratoire de
50% et diminue, 6 mois apres la prise du traitement, le taux de mortalité d’environ 17% (Nathan

et al., 2016). Le nintedanib est un inhibiteur des récepteurs tyrosine kinase. In vitro, son action
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augmente la dégradation de la matrice extracellulaire et diminue la sécrétion de collagéne de type
| par les fibroblastes. Les résultats sur les fonctions respiratoires et le taux de survie sont similaires
a la pirfénidone (Tepede and Yogaratnam, 2017). Cependant, ces traitements n’arrétent pas la
progression de la maladie. L'idée de combiner I'utilisation des deux traitements (pirfénidone et
nintedanib) a donné lieu a I'essai clinique INJOURNEY™ trial. Cependant, d’aprés les premiéres
observations, bien que limitant les effets secondaires, cette stratégie thérapeutique ne semble
pas augmenter I'efficacité du traitement unique (Vancheri et al., 2018).

D’autres essais cliniques ciblent les reflux de liquides gastriques acides par le traitement
d’anti-acides, des inhibiteurs de pompes a protons tel 'omeprazol. In vitro, ces molécules limitent
la prolifération des fibroblastes et réduit également le processus de fibrose induit en réponse a la
bléomycine dans un modeéle murin (Ghebremariam et al., 2015). Cependant, une étude analysant
I'ensemble des essais cliniques révele des résultats tres contradictoires quant a I'efficacité de ces
anti-acides (Tran and Suissa, 2018).

Quel que soit le traitement, bien que la progression de la maladie soit ralentie et la qualité
de vie améliorée, aucune modification histologique n’est avérée. En 2016, Serrano-Mollar et al.
ont réalisé la premiére transplantation de pneumocytes de type Il (Pll) chez 16 patients (Serrano-
Mollar et al., 2016). Les résultats prometteurs révelent une absence de déclin des fonctions
respiratoires 1 an aprés l'intervention. Ces résultats confirment le r6le prépondérant des Pll dans
la pathologie de la FPI.

A I’heure actuelle, la transplantation pulmonaire est le seul traitement curatif proposé a
certains patients de moins de 65 ans (Bennett et al., 2015). Le nombre de patients grandissant, le
taux de mortalité d’environ 30% durant I'attente de greffe et la médiane de survie post-
transplantation de 4,5 ans (Kumar et al., 2018) nécessitent la mise en place de nouvelles cibles

thérapeutiques.
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Table 1. Présentation de modeles de fibrose pulmonaire induite communément utilisés.
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5. Les facteurs de susceptibilité : facteurs environnementaux et génétiques
a) Facteurs environnementaux

Afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la maladie, des études
épidémiologiques se sont intéressées aux facteurs de risques associés au développement, a la
progression et/ou a I’évolution de la FPI. Trés nombreuses sont celles qui soulignent I'importance
de sources potentielles d’agressions de I'épithélium alvéolaire telle I'exposition a la fumée de
cigarette (Antoniou et al., 2008; Baumgartner et al., 1997) pour laquelle le risque de développer
la maladie et son pronostic sont corrélés positivement au nombre de paquet-année (Samara et
al.,, 2011). D’autres facteurs peuvent également étre cités : les reflux de liquide gastrique acide
dont la survenue augmente chez plus de 90% des patients (Raghu et al., 2006), les infections
virales (Moore and Moore, 2015) et bactériennes (Molyneaux et al., 2014) mais également |'ozone

et les particules dont le diametre est inférieur a 2,5 um (Sesé et al., 2018).

b) Prédisposition génétique

Des études génomiques ont désigné de nombreuses variations génétiques comme facteur
de risque majeur dans la survenue de la FPI. L'existence d’une forme familiale de FPI, qui
représente environ 20% des cas (Hodgson, 2002) a poussé a aborder I'aspect génétique de la
maladie. Les principales mutations décrites dans les formes familiales ou sporadiques concernent
des genes impliqués dans la stabilité et lintégrité de [I'épithélium alvéolaire et plus
particulierement dans la fonction des pneumocytes de type Il (PIl) :

- ABCA3 qui code pour la protéine du méme nom régulant le transport des lipides aux

corps lamellaires (Young et al., 2008; Campo et al., 2014),

- SFTPC dont plusieurs mutations ont été rapportées et qui sont responsables de la
modification du domaine BRICHOS en position C-terminale de la protéine SP-C. Ceci
induit un mauvais repliement de cette protéine et son accumulation dans le réticulum
endoplasmique (RE),

- SFTPA1 et SFTPA2 qui code pour une protéine SP-A dont différentes mutations
conduisent a son accumulation dans le RE (Selman et al., 2003; Maitra et al., 2010).

De nombreuses mutations affectant la composition de la télomérase, enzyme impliquée dans la
conservation de la taille des chromosomes, ont été détectées chez les patients. Ces mutations
conduisent a un raccourcissement précoce des télomeéres, favorisant le vieillissement cellulaire.

Ce phénomene est observé dans environ 30% des patients (Cronkhite et al., 2008). De fagon
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intéressante, les cellules ayant les plus grandes modifications de taille des télomeres sont les PlI
localisés a proximité des foyers fibroblastiques (Snetselaar et al., 2017). Les mutations décrites
sont:

- Des mutations des génes TERT et TERC codant pour la sous unité protéique a activité
transcriptase inverse de la télomérase et pour sa sous unité ARN respectivement (Wang and Zhou,
2016),

- Un variant génétique du géne RTEL1, codant pour une hélicase de I’ADN impliquée dans
la fonction, I’élongation et la stabilité des téloméres,

- Un variant génétique portant sur le gene PARN qui code pour une protéine régulant la

maturation de la télomérase.

D’autres mutations moins spécifiques des cellules épithéliales alvéolaires ont par ailleurs été
observées.

Des variations génétiques concernant des genes codant pour des protéines de
I'inflammation tels TLR3 et TOLLIP ont été corrélées a la prolifération accrue des fibroblastes chez
les patients (O’Dwyer et al., 2013). Mais également la présence de variations génétiques de génes
impliqués dans la régulation de la matrice extracellulaire tels MMP1, MMP19, LAMA3 dont les
conséquences cellulaires restent encore a définir (Deng et al., 2018).

Enfin, 'équipe de Whisett a également mis en évidence une augmentation d’expression
de la mucine 5B (MUC5B), une protéine du mucus produit par les cellules des voies aériennes
distales et proximales, dans les régions alvéolaires. Cette observation souligne le phénomeéne de
bronchiolisation dans la FPI, id est la migration progressive de cellules bronchiolaires et le
remplacement des pneumocytes (Xu et al., 2016). En ce sens, un variant commun du promoteur
de MUC5B induisant une surexpression du gene a récemment été mise en évidence dans la FPI

(Helling et al., 2017).

6. La physiopathologie de la fibrose pulmonaire idiopathique

La fibrose est définie comme étant le remplacement d’une matrice extracellulaire (MEC)
riche en élastine par une matrice fibreuse plus rigide, riche en collagéne de type | et en
fibronectine (Jones, 2011). Dans la FPI comme dans de nombreuses maladies telles la cirrhose du
foie, ce processus est excessif et irréversible. Les principaux acteurs de ce dép6t démesuré de MEC
sont les fibroblastes et les myofibroblastes. L’hypothése de la pathogenése de la FPI cible un

défaut de réparation de I'épithélium alvéolaire consécutif a de multiples agressions répétées a
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I'origine d’une dérégulation de la communication entre cellules épithéliales alvéolaires et

fibroblastes (Selman et al., 2001).

a) La dérégulation du dialogue entre pneumocytes de type Il et fibroblastes

Les prédispositions génétiques et les expositions environnementales agressives des PlI
conduisent a une altération du phénotype de ces cellules (Figure 13A). Alors qu’une portion de PlII
meurt par apoptose, d’autres cellules, les Pll hyperplasiques, proliferent de facon excessive et
adoptent un profil sécrétoire modifié. Des Pll peuvent également acquérir des caractéristiques de
cellules mésenchymateuses par le processus de transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) et
ainsi participer a I'accumulation de fibroblastes. L’ensemble de ces changements concourent a la
réparation aberrante et non contrdlée de I’épithélium alvéolaire (Figure 13).

La disparition de PIl normaux conduit a une diminution du taux de PGE2 et a une
modification de la composition du surfactant au sein de I'alvéole (Ginther et al., 1999). Ceci est a
I'origine de la perte de l'effet initialement inhibiteur des PIlI sur I'activation des fibroblastes
(Adamson, 1992). Par ailleurs, les PIl hyperplasiques produisent de nombreux facteurs tels le TGF-
[, le TNF-a, le platelet-derived growth factor (PDGF) et le connective tissue growth factor (CTGF)
gui conduisent a la prolifération des fibroblastes et a leur différentiation en myofibroblastes. Ces
derniers sont des cellules a trés forte capacité de synthése du collagene de type | aux propriétés
contractiles avérées et particulierement résistantes a I'apoptose (Yanai et al., 2015; Romero et al.,
2016). D’autre part, les Pll sécrétent la chimiokine CXCL12 qui permet le recrutement de fibrocytes
sanguins, cellules progénitrices de fibroblastes (Figure 13B). En outre, le TGF-f contréle la
différenciation des fibrocytes en myofibroblastes (Hong et al., 2007) (Figure 13C).

Dans cet environnement de Pll altérés, le profil sécrétoire des fibroblastes est modifié,
avec une augmentation de production de TGF-1, PDGF, et IL-13 molécules impliquées dans leur
propre différenciation en myofibroblastes (Figure 13D). Les myofibroblastes activés produisent
des MMP2 et MMP9 qui dégradent la membrane basale des pneumocytes. Cette modification de
la composition de la matrice extracellulaire (MEC) exacerbe le phénomeéne d’altération du
phénotype des PIl, qui produisent a leur tour des MMP3 et MMP7 mais sont également la cible du
processus de transition épithélio-mésenchymateuse. Ce processus favorise la production de
médiateurs propres aux cellules mésenchymateuses tel le collagéne de type | (Zuo et al., 2002;
Yamashita et al., 2011) (Figure 13C). La sécrétion de ces nombreux médiateurs pro-fibrosants et
la modification progressive de la MEC (Parker et al., 2014) promeuvent la pérennité de

I’environnement fibrosant et sa propagation (Figure 13E).
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Figure 13. Représentation simplifiée des mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans la FPI. A |a suite de micro-
agressions répétées et sur un fond de prédispositions génétiques, (A) le phénotype des Pll est modifié et conduit a la sécrétion
de facteurs pro-fibrosants (B). Alors que certains Pl meurent par apoptose, d’autres subissent une transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM) et participent ainsi a I'accumulation de fibroblastes. Sous I’action des facteurs solubles produits par
les PIl altérées, les fibroblastes proliferent et se différencient en myofibroblastes et produisent a leur tour des facteurs
favorisant I'hyperplasie des Pll (C). Les myofibroblastes produisent du collagéne de type | en excés (D). L’environnement
fibrosant est maintenu et s’expand dans tout I'interstitium (E). Modifié d’aprés la planche gentiment donnée par le Dr Thomas
Gille.

b) L’apoptose et la transition épithélio-mésenchymateuse des pneumocytes de

type Il dans la FPI

Au cours de la FPI, le devenir des Pll semblent étre conditionné a une modification de leur
phénotype. Les deux processus les plus représentés et les plus étudiés sont : I'apoptose et Ia

transition épithélio-mésenchymateuse des PII.
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i L'apoptose : généralités

L’apoptose est le type de mort cellulaire programmeée le plus étudié. C'est un processus
cellulaire complexe qui se produit lors du développement embryonnaire, ou dans le phénomeéne
de renouvellement tissulaire a I’dge adulte. Elle consiste en une succession d’étapes (l’initiation,
I’exécution et la dégradation) étroitement coordonnées et contrdlées. Lors de perturbations
cellulaires prolongées ou trop intenses, nommeées stress, les réponses adaptatives ne sont plus
assurées. Ces stress peuvent étre intracellulaires comme lors d’'un mauvais repliement de
protéines retenues dans le réticulum endoplasmique (RE) ou a la suite de lésions de ’ADN, ou
encore extracellulaires. Les voies de signalisation activées, qu’elles soient intrinséques ou
extrinseques, conduisent a une cascade d’activation de protéases a cystéines particulieres,
nommeées les caspases, qui peuvent étre initiatrices (2, 4, 8, 9 et 10) ou effectrices (3, 6 et 7).
L’activation des caspases effectrices conduit a la fragmentation nucléaire, au réagencement du
cytosquelette et a la formation de corps apoptotiques (Alnemri et al., 1996). Ces derniers seront

phagocytés.

° La voie intrinseque

La voie intrinseque fait intervenir I'interaction complexe de différentes protéines anti-
apoptotiques et pro-apoptotiques présentant des domaines caractéristiques homologues (BH) a
la protéine B-cell ymphoma 2 (BCL-2) (Figure 14A). Une balance entre la stabilisation des facteurs

pro et anti-apoptotiques conditionne la décision de mort ou de survie de la cellule (Figure 14B).

[A]

Pro-apoptotiques

Stabilisation de facteurs

™ NOXA
BAX :| L. BAD
BAK [~ BID
BOK PUMA
Pro-apoptotiques
- BIM

Figure 14. Présentation des facteurs apoptotiques de la voie intrinséque et leurs interactions. Les facteurs anti-
apoptotiques inhibent les facteurs pro-apoptotiques par interaction physique (fleches oranges). Les facteurs BAX, BAK et BOK
jouent un role primordial dans l'initiation de I'apoptose (A). Lors d’un signal apoptotique, I'expression des facteurs anti-
apoptotiques est diminuée et des modifications post-traductionels participent a la stabilisation des facteurs pro-apoptotiques
(fleches bleues). Ceci conduit a la régulation des facteurs BAX, BAK et BOK (B).
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En condition de survie, le facteur pro-apoptotique BAK est majoritairement présent dans
la membrane externe mitochondriale (MOM) ou il est inhibé par la protéine anti-apoptotique BCL-
2 (Willis et al., 2005a). La protéine pro-apoptotique BAX est quant a elle séquestrée dans le cytosol
par la protéine anti-apoptotique BCL-XL. Lors de l'activation de la voie intrinséque suite a une
agression (Figure 15.1), un jeu de modifications post-traductionnelles tels des phosphorylations
ou des clivages par protéolyse, conduit a l'inhibition des interactions des protéines anti-
apoptotiques aux protéines pro-apoptotiques et ainsi a la relocalisation de ces derniéres (Hsu et
al., 1997). BAX est transloqué a la membrane externe mitochondriale ou il s’oligomérise avec BAK
pour former des pores, ce processus est appelé mitochondrial outer membrane permeabilization
(MOMP) (Wei et al., 2001) (Figure 15.2). La perméabilisation de la membrane mitochondriale
conduit a la libération du cytochrome C dans le cytoplasme, jusqu’alors contenu dans I'espace
inter-membranaire de la mitochondrie (Figure 15.3). Le cytochrome C libre se lie a la protéase
apoptotic protease activating factor 1 (APAF1), et a la pro-caspase 9 pour former un complexe
actif, I'apoptosome (Figure 15.4). Ce complexe hydrolyse I'adenosine triphosphate (ATP)

conduisant a I'activation de la caspase 9 qui clive a son tour les pro-caspases effectrices 3, 6 et 7
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Figure 15. Représentation simplifiée de la voie apoptotique intrinséque. En condition basale, les facteurs anti-apoptotiques
inhibent les facteurs pro-apoptotiques (a gauche). Lors d’un stress cellulaire intense (1), I'expression des facteurs anti-
apoptotiques est diminuée et les facteurs pro-apoptotiques subissent des modifications post-traductionnelles favorisant leur
stabilisation. BAK et BAX s’oligomérisent au sein de la membrane externe de la mitochondrie et créent des pores ad instar
BOK (2). Le cytochrome C est libéré et pris en charge par APAF1 ce qui conduit a I'activation de la caspase 9 (3). La caspase 9
clive a son tour les pro-caspases 3, 6 et 7 pour induire I'activation des caspases effectrices (4).

° La voie extrinseque

Cette voie fait intervenir la superfamille des récepteurs du tumor necrosis factor (TNF),

localisés a la membrane plasmique des cellules. Ces récepteurs de mort, FAS (DR2), TNF-R1 (DR1),
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TNF-R2, TRAMP (DR3), TRAILR1 (DR4), TRAILR2 (DR5) et DR6 (Chicheportiche et al., 1997; Peter
and Krammer, 1998; Rubio-Moscardo, 2005; Suleiman et al., 2001) contiennent :
- un domaine CRD extracellulaire riche en cystéine conférant la spécificité du ligand,

- un domaine de mort intracellulaire, le death domain (DD) (Ashkenazi and Dixit, 1998).

La formation du couple ligand/récepteur induit un recrutement de protéines adaptatrices
via leur DD respectifs, FADD et TRADD qui mobilisent a leur tour les pro-caspases 8 et 10 qui
s’activent par clivage auto-protéolytique puis dimérisation (Kischkel et al., 1995; Schleich et al.,
2016). Les caspases 8 et 10 activent alors les caspases effectrices 3, 6 et 7.

La voie extrinséque peut également amplifier I'activation des voies apoptotiques par la régulation
de la voie mitochondriale. En effet, la caspase 8 clive le facteur pro-apoptotique BID conduisant
ainsi a l'oligomérisation de BAX et BAK au sein de la membrane mitochondriale, a la libération du

cytochome C et in fine a I’activation des caspases effectrices (Luo et al., 1998) (Figure 16).
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Figure 16. Représentation simplifiée de la voie apoptotique extrinséque. La liaison d’un ligand aux récepteurs de mort
conduit a la formation du complexe DISC composé inter allia des pro-caspase 8 et 10. Ces pro-caspases, activées par auto-
protéolyse clivent les pro-caspase 3 et 7 conduisant a I'activation des caspases effectrices. Cet effet est amplifié par la
modulation de BID impliqué dans I'oligomérisation de BAK et BAX. S’en suit alors la perméabilisation de la membrane externe
mitochondriale (MOMP), la libération du cytochrome C et I'activation des caspases effectrices. Modifié d’apreés (Ichim and
Tait, 2016).

ii. L'apoptose des pneumocytes de type Il dans la FPI

Le role de I'apoptose des cellules épithéliales alvéolaires (CEAs) en temps qu’événement
initial dans la pathogenese de la FPl a été pour la premiére fois suggéré dans des modeles animaux.
Dans différents modeles murins de fibrose, I'apoptose des CEAs est observée avant les

manifestations des premiers signes de fibrose. En effet, Hagimoto et al. démontrent que
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I'apoptose des CEAs est antérieure a I'apparition de la fibrose dans le modéle murin de bléomycine
ou dans un modeéle murin qui médie le phénoméne de mort cellulaire programmée (Naoki

Hagimoto et al., 1997; N Hagimoto et al., 1997).

Chez les patients atteints de FPI, les ruptures du brin d’ADN, observées lors de I'apoptose
des cellules, ont été mise en évidence dans les pneumocytes de type Il (PIl) (Kuwano et al., 1996)
grace a la technique du terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL).
Plus particulierement, une augmentation considérable du nombre de Pll en apoptose est observée
dans les zones de fibrose des patients (Plataki et al., 2005). Cette apoptose est la résultante de
I’activation des voies extrinseques et intrinséques. L’apoptose des Pll proches des zones de fibrose
est associée a I'expression des récepteurs FAS (Kuwano et al., 1999) et a la signalisation résultant
de leur activation (Maeyama et al., 2001) mais également a I’expression des récepteurs TRAILR1
et TRAILR2. Les ligands de ces récepteurs, FASL et TRAIL, sont produits par les myofibroblastes et
les Pll eux-mémes (Akram et al., 2014; Golan-Gerstl et al., 2007). Par ailleurs, les Pll sains qui
produisent du PGE2 sont protégées de I"apoptose dépendante de la voie FAS/FASL. Le défaut de
sécrétion de PGE2 par les PIl dans la FPI conduit a une sensibilité a I'activation de la voie
extrinseque du récepteur FAS (Maher et al., 2010). Les Pll proches des zones de fibrose expriment
également des marqueurs d’activation de la voie intrinseque. En effet, I'expression des facteurs
pro-apoptotiques BAK et BAX ainsi que I'activation de la caspase 3 clivée est augmentée alors que
I’expression du facteur anti-apoptotique BCL-2 est diminuée (Nakashima, 2005; Plataki et al.,

2005).

L’activation des voies apoptotiques dans les Pll de patients atteints de FPI fait intervenir le
TGF-B. En effet, la présence d’un anticorps bloquant du TGF-f limite I'apoptose des Pll observée
lors d’une culture avec du lavage broncho-alvéolaire de patients atteints de FPI (Hagimoto et al.,
2002). La liaison du TGF-3 a son récepteur participe d’une part a la régulation de la voie FAS/FASL
par un mécanisme encore mal compris (Hagimoto et al., 2002; Santiago et al., 2004; Wheaton et
al., 2017) et conduit d’autre part a une voie de signalisation dépendante des protéines mothers
against decapentaplegic homolog (SMAD) qui régule la transcription de génes pro-apoptotiques

tels BIM ou BAX (Ramesh et al., 2009) (Figure 17).
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Figure 17. Représentation simplifiée des voies apoptotiques induites dans les Pll dans la FPI. L’expression des facteurs pro-
apoptotiques BAK, BAX et BIM est augmentée via I'activation de la voie du TGF-f faisant intervenir les SMAD. La production
de différents ligands des récepteurs de morts par les cellules avoisinantes conduit a I'activation de voies apoptotiques
extrinséques.

Outre son réle dans I'apoptose, le TGF-3 peut également induire la perte du phénotype
épithélial au profit d’'un phénotype mésenchymateux. Cette dualité d’effets pro-apoptotiques ou
pro-TEM est dépendante de la composition de la matrice extracellulaire dans laguelle évolue la
cellule (Leight et al., 2012; Wheaton et al., 2016). In vitro, des Pll exposés au TGF-3 subissent une
apoptose en culture sur une matrice relativement souple, alors qu’une matrice riche en collagéne
de type | induit préférentiellement une TEM, participant ainsi au maintien d’un environnement

pro-fibrosant (Kim et al., 2006).

iii.  Latransition épithélio-mésenchymateuse : généralités

En 1995, dans sa revue bibliographique, Hay propose le terme de transformation épithélio-
mésenchymateuse (TEM) pour définir le processus au cours duquel les cellules
épithéliales perdent leur phénotype pour acquérir des propriétés propres aux cellules
mésenchymateuses. En effet, les cellules épithéliales perdent leur polarité basale-apicale et leurs
protéines d’adhérence. Par ailleurs, leur cytosquelette est réorganisé pour adopter un phénotype
de cellule motile, a la capacité d’invasion de la matrice extracellulaire et résistante a I'apoptose.
Le terme de « transition » sera préféré au terme de « transformation », plus approprié pour décrire
le caractére dynamique, réversible et progressif de ce phénomeéne cellulaire. Cette modification
de comportement est étroitement régulée et fait intervenir des mécanismes moléculaires

complexes (Figure 18).
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Figure 18. Représentation de I'évolution de I'expression des marqueurs épithéliaux et mésenchymateux au cours de la
TEM. Modifié d’apres (Acloque et al., 2009).

La transition d’'un phénotype épithélial vers un phénotype mésenchymateux est un
processus qui peut étre complet, c’est a dire que les cellules n’expriment plus de marqueurs
épithéliaux. Il existe également de nombreux états hybrides possédant I’expression de marqueurs
épithéliaux et mésenchymateux. Les mécanismes controlant ces états sont encore mal connus
mais tres étudiés puisqu’ils conditionnent le devenir d’une cellule et sa participation aux

différentes pathologies faisant intervenir le processus de TEM.

° Les modifications phénotypiques lors de la transition épithélio-mésenchymateuse

La désorganisation des jonctions cellulaires et la migration des cellules représentent deux
étapes majeures observées au cours de la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM).

La premiere phase de la TEM consiste a la déstructuration des jonctions cellulaires par
dégradation ou relocalisation des protéines de jonction. Les jonctions adhérentes sont dérégulées,
principalement par le clivage et la dégradation de la E-cadhérine qui est remplacée par la N-
cadhérine (Shih and Yamada, 2012). Ces nouvelles jonctions adhérentes sont moins résistantes et
facilitent l'interaction préférentiellement avec les cellules mésenchymateuses avoisinantes par
liaison homophile des N-cadhérines (Katsamba et al., 2009). Les jonctions serrées sont également
perturbées. Cet événement est associé a la relocalisation cytoplasmique de ZO1 suite a sa
phosphorylation (Kaihara et al., 2003). Concernant les jonctions communicantes, I'expression des
connexines (Cx) et plus particulierement de la Cx43 est diminuée lors de l'initiation de la TEM (Yu
et al., 2014) permettant de limiter la communication entre les cellules et faciliter leur dissociation

(Meng et al., 2013; Guo et al., 2016; James et al., 2018).
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La migration des cellules est la seconde phase de la TEM. Elle nécessite une modification
morphologique rapide et impligue un changement de l'organisation du cytosquelette mais
également de la composition de la membrane plasmique. La cytokératine est progressivement
remplacée par des filaments de vimentine impliqués dans le recrutement de protéines de motilité
(Mendez et al., 2010), et I'expression de I'actine du muscle lisse, I'alpha smooth muscle actin (o-
SMA) est augmentée. L’a-SMA permet aux cellules de générer des forces de tractions nécessaires
a leur migration (Chen et al., 2007). Par ailleurs, les membranes plasmiques des cellules en cours
de TEM s’enrichissent en cholestérol. Ce phospholipide confere la fluidité aux membranes et

favorise ainsi les propriétés migratoires et invasives des cellules.

° Les facteurs de transcription de la transition épithélio-mésenchymateuse

L’acquisition de propriétés mésenchymateuses par les Pll, et notamment la régulation de
I’expression de génes codant des protéines impliquées dans les jonctions et la motilité cellulaires,
dépend de l'activation de facteurs de transcription bien décrits. Les principaux facteurs de
transcription impliqués dans le processus de TEM sont Snail family transcriptional repressor 1
(SNAIL1), SNAIL2, Zinc finger E-box-binding homeobox 1 (ZEB1), Twist family BHLH transcription
factor 1 (TWIST1) et le facteur serum-response factor (SRF) (Figure 19).

Les facteurs SNAIL1, ZEB1 et TWIST1 régulent I'expression de génes impliqués dans la voie
de synthése du cholestérol (Morandi et al., 2017). SNAIL1, SNAIL2, ZEB1 et TWIST1 inhibent
I’expression de la E-cadhérine (Vesuna et al., 2008) et de ZO1 (lkenouchi, 2003). SNAIL1 inhibe
également I'expression du géne codant la Cx43 (Lim et al., 2009). La diminution d’expression de
ces molécules de jonction conduit a une perte d’adhésion permettant d’enclencher le processus
de migration. TWIST1 et ZEB1 régulent I'expression du géne codant la vimentine (Dou et al., 2014),

et SRF I'expression du géne codant I'a-SMA (Kim et al., 1997).
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Figure 19. Schéma présentant les facteurs de transcription de la TEM et leurs cibles. D’aprés (Lamouille et al., 2014).

Au cours de congreés tenus en 2007 et 2008 en Pologne et aux Etats-Unis respectivement,
il a été convenu de classifier la TEM en 3 types (Kalluri and Weinberg, 2009; Zeisberg and Neilson,
2009). Le type | intervient au cours de 'embryogeneése, le type Il est observé lors du processus de

réparation ou de fibrose et le type Ill correspond au phénoméne de progression tumorale.

° La transition épithélio-mésenchymateuse au cours du processus de réparation et de fibrose

La TEM de type Il est observée lors du processus de réparation épithéliale et au cours du
phénomene de fibrose. Suite a I’'agression épithéliale, les cellules inflammatoires sécrétent au
niveau du site lésionnel des médiateurs favorisant I'inhibition de contact et I'acquisition de
propriétés migratoires des cellules épithéliales. L'objectif est d’assurer la ré-épithélialisation
(Figure 13).

Le phénomeéne de réparation épithéliale est souvent étudié in vivo suite a la réalisation de petites
Iésions sur la peau de souris et in vitro apres la réalisation d’une breche sur un tapis de cellules
épithéliales. A I'aide de ces méthodologies, les modifications morphologiques des cellules
épithéliales de la peau et leur capacité migratoire ont été observées. Il a notamment été décrit
dans les cellules en migration, une diminution d’expression de la E-cadhérine (Kuwahara et al.,
2001) et I'induction de I'expression de la vimentine et de la protéine 1 spécifique des fibroblastes
(FSP1) (Yan et al., 2010). De maniere intéressante, a la suite d’'une agression physique de la
trachée, la ré-épithélialisation des sites Iésionnels nécessite I'expression de la N-cadhérine et

I’acquisition de propriétés migratoires par les cellules épithéliales de la trachée (Kardia et al.,
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2017). Dans ce cas de réparation, la TEM n’est que partielle, les cellules co-expriment des
marqueurs épithéliaux et mésenchymateux. Le facteur de transcription le plus décrit dans ce
processus de TEM est SNAIL2. Son réle a été observé dans un modeéle ex vivo de peau (Arnoux et
al., 2008) et dans un modele de souris déficientes pour le géne Snail2 sur lesquelles sont réalisés

de petites plaies (Hudson et al., 2009) et dont le processus de réparation est fortement perturbé.

Chez des patients atteints de fibrose rénale, hépatique ou pulmonaire, les cellules
épithéliales expriment a la fois des marqueurs épithéliaux associés et des marqueurs
mésenchymateux. Dans différentes études, il a été observé que les cellules épithéliales perdent
totalement I'expression de marqueurs épithéliaux et seraient une source de myofibroblastes.
C’est notamment le cas dans les contextes de fibrose du foie (Zeisberg et al., 2007), du rein (lwano
et al., 2002; Rastaldi et al., 2002) ou encore du poumon (Tanjore et al., 2009). Cette hypothése
est basée sur des études de tracage génétique in vivo permettant de suivre spécifiquement le
devenir des cellules épithéliales dans des modeles de fibrose induite. Cependant, les résultats sont
souvent contradictoires comme dans la fibrose du rein (Humphreys et al., 2010) et la proportion
de cellules épithéliales alvéolaires déterminée comme source de myofibroblastes est relativement
faible (Mederacke et al., 2013). Dans le processus de fibrose, un des enjeux majeurs est de

déterminer si la TEM est compléete ou partielle.

Dans les contextes de fibrose mais également dans la réparation de I’épithélium, les voies
les plus documentées dans cette TEM de type Il sont celles de Wnt (Figure 19) et du TGF-f3 (Figure
20).

L'induction de la voie Wnt, id est la liaison de Wnt sur le récepteur frizzled, conduit a la
stabilisation de la B-caténine. Celle-ci est transloquée dans le noyau ou elle s’associe avec T cell
factor (TCF) pour réguler I'expression des génes codant les facteurs de transcription SNAIL2,
TWIST1 et ZEB1 qui a leur tour induisent I'expression de protéines controlant les modifications

phénotypiques (Figure 20).
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récepteur frizzled est libre, la B-caténine est phosphorylée puis dégradée par le protéasome ou alors elle est intégrée dans
les jonctions serrées. Lors de la fixation de wnt sur son récepteur, le complexe inhibiteur de la B-caténine est désassemblé
induisant la translocation de cette derniére dans le noyau. Son association avec T cell factor (TCF) induit la régulation de
nombreux genes inducteurs de la TEM. Modifié d’aprés (Menezes, 2014, Piersma et al., 2015).

La voie du TGF- augmente d’une part les propriétés migratoires des cellules épithéliales
et d’autre part participe a la production de collagéne de type | (Miettinen et al., 1994, Kaimori et
al., 2007). Le TGF-B1, est un membre de la famille du TGF-f qui est composée de 3 isoformes. Ce
médiateur soluble, dés lors qu’il est produit et sécrété par les cellules, est séquestré dans un
complexe latent inactif. Le mécanisme d’activation du TGF-f1 fait intervenir I'interaction avec des
intégrines exprimées par les cellules épithéliales (Mu et al., 2002; Ludbrook et al., 2003) mais
également un processus de protéolyse réalisé par les métalloprotéase (MMP) (Yu and
Stamenkovic, 2000). Une fois libéré, le TGF-B1 se lie au récepteur thréonine-kinase 2 du TGF-f3
(TBRIN). Ce récepteur se dimérise avec le récepteur 1 (TPRI) qu’il active par phosphorylation

(Wrana et al., 1994).

Deux voies de signalisation du TGF-f sont décrites dans le processus de la TEM : la voie
canonique dépendante des SMAD et la voie non canonique (Figures 21). L'activation du TPRI par
phosphorylation, induit le recrutement des SMAD2 et SMAD3 ainsi que leur phosphorylation.
SMAD?2 et SMAD3 sont pris en charge par SMAD4 permettant leur translocation dans le noyau.
SMADS3 se lie a ’'ADN sur I'élément de réponse de SMAD. SMAD2 et SMAD4 jouent le role de
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régulateur de la transcription de génes codant pour les facteurs de transcription pro-TEM SNAIL1,
SNAIL2 et ZEB1 mais également des genes codant pour des protéines pro-fibrosantes tels le CTGF,
la fibronectine, le collagene de type | et le TGF-B1 (Van Obberghen-Schilling et al., 1988; Arciniegas
et al., 1992) (Figure 21). SMAD3 interagit également avec le facteur SRF induisant I’expression du

géne codant 'a-SMA (Qiu et al., 2003) (Figure 21A).

Le TGF-f peut également induire la TEM par I’activation de voies indépendantes des SMAD
(Figure 21B). C’est le cas des voies des mitogen-activated protein (MAP) kinases qui, par un jeu de
phosphorylations, activent les kinases extracellular signal-regulated kinases (ERK), p38 et c-Jun N-
terminal kinases (JNK). Ces kinases phosphorylent a leur tour des co-facteurs des SMAD favorisant
leur activité transactivatrice (Bhowmick et al., 2001; Davies et al., 2005; Zhou et al., 2017). La voie
de signalisation non canonique du TGF-f3 impliquée dans la TEM lors du processus de fibrose peut
étre amplifiée par I'action de 'EGF et de CTGF qui lors de I’activation de leur récepteur participent

a I'induction de ERK (Song et al., 2007; Buonato et al., 2015; Rayego-Mateos et al., 2018) (Figure
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Figure 21. Représentation des voies de signalisation canonique et non canonique du TGF-§ impliquée dans la TEM.
L’activation des deux dimeéres des récepteurs TBRI et TBRII par la liaison du TGF-f3 induit la voie des SMAD. SMAD2 et SMAD3
phosphorylés sont transloqués dans le noyau pour réguler des génes impliqués dans la TEM et dans la fibrose (A). L’activation
des deux dimeéres des récepteurs par la liaison du TGF-f} induit la voie des MAP kinases (fleches discontinues) et a I'activation
de p38, INK et ERK qui participent a la régulation génique médiée par les SMAD. CTGF et EGF participent a I'amplification de
la réponse au TGF-f en induisant ERK. D’aprés (Menezes, 2014, Piersma et al., 2015) (A) et (Menezes, 2014; Piersma et al.,
2015) (B).
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iv. La TEM des pneumocytes de type Il dans la FPI

Pour Lesur et al., la capacité proliférative et de différenciation des PIl en Pl ne peut
expliquer a elle seule la rapidité du processus de ré-épithélialisation (Adamson and Bowden, 1974;
Evans et al., 1973). Portés par les travaux de Barrandon et al. en 1987 qui montrent que les cellules
épithéliales de la peau, les kératinocytes, migrent en présence de facteurs de croissance
(Barrandon and Green, 1987), les travaux de Lesur et al. mettent en exergue la capacité des Pll a
acquérir des propriétés migratoires et le changement de forme qui apparait lors de ce phénoméne
(Lesur et al., 1996). L’expression par les Pll de marqueurs mésenchymateux, tels 'a-SMA, a été
observée a plusieurs reprises chez les patients atteints de FPI (Willis et al., 2005b; Yamada et al.,
2008; Marmai et al., 2011).

L'implication de la TEM des PIl dans la fibrogénése est trés débattue et deux hypothéses
s’opposent. La premiere hypothése décrit les PlIl comme une source potentielle de
myofibroblastes. Afin de vérifier ce postulat, une lignée de souris transgéniques a été développée
permettant de tracer spécifiquement les PIl, par le suivi de I'expression du promoteur du géne
codant la protéine SP-C. L'exposition de ces souris au TGF-§ (Kim et al., 2006) ou a la bléomycine
(Tanjore et al., 2009; Kim et al., 2009; Rock et al., 2011) induisant une fibrose pulmonaire conduit
a une augmentation de cellules exprimant a la fois la protéine du surfactant SP-C, spécifique des
PIl mais également I'ac—-SMA ou la vimentine. Cependant, selon les travaux, les résultats décrivent
un nombre de cellules en TEM variant de 4 a 30%, suggérant ainsi un réle limité dans la
différenciation en fibroblastes. La seconde hypothése suggére quant a elle, que I'acquisition de
propriétés propres aux cellules mésenchymateuses contribue simplement a I'environnement
fibrosant, favorisant ainsi la pérennité et la propagation de la fibrose. En effet, in vitro la
différenciation des fibroblastes en myofibroblastes est conditionnée par la production de matrice

extracellulaire et plus particulierement le collagéne | et le TGF-f par les Pll (Yao et al., 2018).

° Le TGF- et Wnt : principales voies impliquées dans la TEM des pneumocytes de type Il

Des analyses transcriptomiques révelent que parmi les voies de signalisation induites
chez les patients de FPI, celles du TGF-f3 et de Wnt sont les plus actives (Gangwar et al., 2017;
Vukmirovic et al., 2017) (Figure 22). D’autres travaux observent dans les PIl, une localisation
nucléaire de la 3-caténine (Chilosi et al., 2003; Kénigshoff et al., 2008; Rydell-Térmdnen et al.,
2016), une augmentation de I'expression de la protéine WISP1 (régulée par la voie canonique

de Wnt) mais également I'expression de JNK et p38 (Yoshida et al., 2002) (Figure 22).
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L'implication de voies du TGF-f3 et de Wnt dans la TEM des PIl a été vérifiée dans des
modéles animaux de fibrose induite et in vitro. Alors qu’une exposition au TGF-B1 conduit a
une modification morphologique des PII (Ask et al., 2008) associée a une fibrose, la déficience
du récepteur TPRII spécifiquement dans les Pll limite leur entrée en TEM et ainsi les
dommages induits par la bléomycine (M. Li et al., 2011). In vitro, I'exposition de PIl au TGF-1
induit la voie des SMAD et conduit a la diminution de I'expression de la E-cadhérine en faveur
de marqueurs mésenchymateux tels 'a-SMA et la vimentine mais également de marqueur
pro-fibrosant comme la fibronectine, le CTGF et le collagéne de type | (Kasai et al., 2005).

L’étude de la voie Wnt dans l'induction de la TEM des Pll a été réalisée par I'utilisation
de modele murin transgénique permettant le suivi d’un géne rapporteur dont le promoteur
contient les éléments de réponse au facteur TCF (Figure 20). Les souris transgéniques
exposées a la bléomycine présentent une augmentation de l'activité de la voie Wnt dans
I’épithélium alvéolaire proche de zones de fibrose (Liu et al., 2009). Par ailleurs, I'inhibition
pharmacologique de cette voie limite la fibrose induite par la bléomycine corrélée a I'absence
d’expression de marqueurs mésenchymateux par les pneumocytes (Wang et al., 2014). Le réle
de la voie Wnt dans la TEM est confirmé in vitro. La stimulation des Pll en culture avec WISP1
conduit a leur migration et a la modulation des génes Mmp7 et 9, signes de la mise en place

du processus de TEM (Konigshoff et al., 2008; Rydell-Térméanen et al., 2016).

Dans le processus de TEM des PII, les voies du TGF-§ et de Wnt sont interconnectées.
En effet, I'activation du récepteur frizzled exacerbe la phosphorylation des SMAD et leur

translocation dans le noyau (Xu et al., 2017).
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matrice extracellulaire (D) conduisent a I'activation de génes pro-TEM et pro-fibrosants.

° Le r6le de la matrice extracellulaire dans la TEM des pneumocytes de type |l

Le remodelage de la matrice extracellulaire ainsi que sa composition sont des éléments
clefs dans la modification phénotypique des Pll dans la FPI (Figure 22). En effet dans leurs études
in vitro, Kim et al. et Mamai et al. démontrent que le processus de TEM induit par le TGF-f est
favorisé lorsque les Pll sont cultivés sur une matrice riche en fibronectine et collagéne de type |
(Kim et al., 2006; Marmai et al., 2011). Par ailleurs, I'expression de facteurs de transcription pro-
TEM SNAIL-1 (Jayachandran et al., 2009), ZEB1 (Yao et al., 2018) et TWIST1 (Pozharskaya et al.,
2009) a majoritairement été observée dans les Pll hyperplasiques, a proximité des foyers

fibroblastiques, zone de profond remaniement de la matrice extracellulaire.

Les modifications phénotypiques des PIl induites en réponse a des agressions de
I’épithélium alvéolaire, a des médiateurs pro-fibrosants mais également au remodelage de Ia
matrice extracellulaire, sont associées a un autre événement cellulaire observé chez les patients

atteints de FPI : le stress du réticulum endoplasmique (RE).

lll. Le stress du réticulum endoplasmique dans la FPI : un réle crucial dans la dysfonction des
pneumocytes de type Il

1. Le réticulum endoplasmique : généralités

Observé pour la premiere fois en 1945 en microscopie électronique par le canadien Keith

Robert Porter, le belge Albert Claude et I’'américain Ernest Fullam (Porter, 1945), le réticulum
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endoplasmique (RE) est décrit comme un réseau de tubules et de feuillets dont la lumiére est
délimitée par une membrane lipidique en continuité avec la membrane nucléaire externe (Palade
and Porter, 1954). Deux parties du RE, bien qgu’en continuité, sont distinguables
morphologiquement par la présence ou non de ribosomes, le RE rugueux et le RE lisse
respectivement. Les fonctions du RE sont spécifiquement assurées par I'une et/ou I'autre de ces
structures. La complexité structurelle et fonctionnelle du RE, les multiples interactions qu’il
entretient avec les composants cellulaires, et son implication dans de nombreuses maladies font
du RE l'une des organelles les plus étudiées. En effet, le pourcentage de publications scientifiques
relatant du RE depuis 1990 est en constante augmentation (recherche Pubmed au 28 ao(it 2018)

(Figure 23).
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Figure 23. Pourcentage d’articles par année concernant les organelles. Recherche Pubmed du 28 ao(t 2018.

Pourcentage d'articles par année

a) La biosynthese protéique et son controle

Dans les années 1980, le laboratoire de Giinter Blobel s’intéresse au mécanisme de
biosynthése des protéines et plus particulierement a la place du RE dans ce processus. En 1981,
Walter et al. découvrent une molécule particuliére, la signal recognition particle (SRP), qui permet
I'adressage au RE des peptides nouvellement synthétisés dont le devenir est d’étre sécrétés ou
localisés dans les membranes (Walter and Blobel, G., 1981). Bien que le RE fut dés lors décrit
comme spécifique de la génération de ce type de protéines, de récents travaux redéfinissent la
fonction primordiale de cette organelle dans la synthése protéique et mettent a jour les

mécanismes impliqués.

i La prise en charge des protéines néo-synthétisées

° Les protéines sécrétées et membranaires

Le processus de synthése protéique, appelée traduction, fait intervenir des complexes
ribonucléoprotéiques, les ribosomes, localisés dans le cytosol, sur la membrane du RE et des

mitochondries. La proportion de ribosomes dans chacun de ces compartiments dépend du type
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cellulaire. Dans les cellules sécrétrices, plus de 80% des ribosomes sont associés a la membrane
du RE.

A la sortie du ribosome, la région N-terminale d’une chaine polypeptidique nouvellement
synthétisée et le ribosome qui lui y est associé sont reconnus par le complexe SRP. Cette molécule
est formée de 6 protéines ; SRP9, 14, 19, 59, 68 et 72 et d’un petit ARN, 7SL. Son récepteur SRP
receptor (SR) est un hétérodimeére localisé au sein de la membrane du RE qui facilite I’'encrage du
complexe ribosome/polypeptide et permet I'entrée de la chaine polypeptidique dans le RE via un
canal, le translocon. Ce dernier est un complexe de protéines Sec dont le canal est formé par la
protéine Sec61. De récents travaux de cryomicroscopie électronique et de cristallographie ont mis
en évidence la conformation complexe établie lors de I'interaction ribosome/SRP/SR et décrivent
I'implication de la guanosine triphosphate (GTP) dans le mécanisme de translocation du
polypeptide (Jomaa et al., 2017; Kobayashi et al., 2018). L’ouverture du canal est stabilisée par les
segments hydrophobes de la chaine polypeptidique naissante. En effet, la translocation de cette
derniére fait intervenir les forces de tractions générées par les protéines du translocon, les

protéines chaperonnes et I’'environnement lipidique (Niesen et al., 2018) (Figure 24).

L'étude de délétion de SRP réalisée par Costa et al. a mis en évidence son réle dans le
controle de I'adressage des protéines sécrétées ou membranaires au RE. L’absence de SRP induit
une relocalisation de ces protéines vers la mitochondrie et une dysfonction de cette organelle

(Costa et al., 2018).

° Les protéines cytosoliques

Le RE est également impliqué dans la prise en charge des protéines a destination
cytosolique. En 2012, Reid et Nicchitta proposent qu’un grand nombre ARNm codant des
protéines cytosoliques sont associés aux ribosomes du RE (Reid and Nicchitta, 2012). Basés sur
cette étude, les travaux de Voigt et al. confirment la présence d’ARNm codant des protéines
cytosoliques juxtaposés au RE. lls décrivent une traduction dépendante du RE qui, par un
mécanisme encore inconnu, nécessite I'entrée puis la sortie des chalnes polypeptidiques

néoformées du RE (Voigt et al., 2017).
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ii.  Repliement protéique au sein du RE

Afin d’obtenir sa structure tertiaire et/ou quaternaire, le polypeptide nouvellement formé
par le ribosome va subir une étape de maturation dans le RE. Au cours de ce processus, des
modifications de conformation de la chaine polypeptidique vont s’opérer comprenant le
repliement et la formation de ponts disulfures. Ces événements sont controlés par des protéines
chaperonnes et des oxydoréductases. Si ces protéines ne parviennent pas a octroyer la
conformation optimale au polypeptide, alors ce dernier est pris en charge par un systeme de

dégradation.

° Les protéines chaperonnes

En fonction de son statut de glycosylation, le polypeptide néosynthétisé est pris en charge
par le systéme calnexine/calréticuline (CNX)/(CRT) (Hammond et al., 1994, Hebert et al., 1995) ou
par la glucose-related protein 78 (GRP78). Ces chaperonnes prennent en charge les chaines
naissantes lors de leur translocation a travers la membrane du RE (HaRdenteufel et al., 2018;
Whitley and Nilsson, 1996). Les CNX/CRT reconnaissent les glycosylations alors que GRP78, la plus
représentée des chaperonnes, reconnait les domaines hydrophobes des polypeptides. L'activité
de ces protéines chaperonnes, dépendante de la présence de calcium et d’ATP (Lamb et al., 2006;
Wijeyesakere et al., 2015), induit de fins changements de conformation du polypeptide (Blond-
Elguindi et al., 1993). Ll'interaction des chaperonnes avec des co-chaperonnes et des
oxydoreductases permet la formation de ponts disulfures nécessaires a la conformation mature

du polypeptide (Figure 24).
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Figure 24. Représentation du contréle du repliement des protéines. Les protéines au devenir de sécrétion ou
endomembranaires sont reconnues par le peptide signal (SRP) qui se lie a son récepteur (SR) et envoi le polypeptide néo-
formé au translocon du RE. Présentation de la prise en charge d’une protéine glycosylée par le systéme calnexine/calreticuline
(CNX/CRT) (A). Présentation de la prise en charge d’une protéine non glycosylée par la protéine chaperone GRP78 (B). Les
protéines PDI et ERO-1 assurent la formation de ponts disulfures. Si les protéines n’adoptent pas leur conformation
fonctionnelle, elles sont rétrotransloquées, ubiquitinylées puis dégradées dans le cytosol par le protéasome. Modifié d’aprés
(Q. Wang et al., 2015) .

° La formation des ponts disulfures

Le repliement des protéines est assuré par la formation de ponts disulfures contrélés par
I’enzyme endoplasmic reticulum oxydase 1 (ERO-1) et la protein disulfide isomerase (PDI). La PDI
oxyde les fonctions thiols des protéines non natives et transfere transitoirement les électrons issus
de cette oxydation sur les disulfides (S-S) présents dans leur propre site catalytique. En présence
d’O,, le retour des PDI a un état oxydé actif est médié par ERO-1, au dépend de la production
d’H,0,, une espéce réactive a I'oxygene (ROS). L’état d’oxydoréduction du RE, participe a I’état
d’oxydoréduction de la cellule. Les ROS produits au sein du RE, sont alors rapidement éliminés

pour rétablir I’équilibre d’oxydoréduction cellulaire (Figure 25).
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Figure 25. La production de ROS dans le RE lors de la formation de ponts disulfures. Les protéines au devenir membranaires
ou sécrétées transitent dans le RE ou elles subissent des changements de conformation par la mise en place de ponts
disulfures. Ce processus fait intervenir la protein disulfide isomerase (PDI) et I'endoplasmic reticulum oxydoreductase 1 (ERO-
1). L'H,0, résultant est rapidement éliminé. Modifié d’apreés (Zeeshan et al., 2016).

Al'issu cette prise en charge par les chaperonnes et les oxydoréductases, les protéines qui
ont adopté leur structure tertiaire et ou quaternaire sont ensuite transportées vers I'appareil de
Golgi, ou elles poursuivront leur maturation. Cependant, les chaperonnes peuvent échouer dans
la réalisation du repliement des protéines. C'est notamment le cas lors de mutations ponctuelles
conférant une conformation anormale de la protéine, ou encore suite a une erreur lors de la
transcription ou de la traduction de la protéine. Le processus de dégradation associé au RE,
endoplasmic reticulum-associated protein degradation (ERAD) se met alors en place afin de

corriger Ces erreurs.

iii. Le systeme de dégradation associé au RE

Lors de la non-conformité du repliement des protéines, le systeme complexe de
dégradations ERAD se met en place et fait intervenir :

- des protéines OS9 et XTP3B qui vérifient le repliement des peptides (Hosokawa et al.,
2008),

- une ubiquitine ligase E3 (Jomaa et al., 2017),

- un canal permettant la rétrotranslocation des protéines ciblées.
Les protéines mal repliées sont identifiées et séquestrées par la chaperonne GRP78 et la protéine
ER degradation-enhancing a-mannosidase-like protein (EDEM). Le complexe
chaperonne/protéine ainsi formé permet la prise en charge de la protéine mal repliée par 0S9 et
XTP3B qui s’assure de son mauvais repliement (Christianson et al., 2012; Hosokawa et al., 2008).
S’en suit une reconnaissance entre OS9/XTP3B et la protéine SEL1 luminale du rétrotranslocon et
un adressage du complexe a la protéine transmembranaire HRD1. Lors du passage du complexe

dans le retrotranslocon, HRD1 polyubiquitinyle la protéine mal repliée et I'adresse ainsi au
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protéasome (Christianson et al., 2012). Cette machinerie depuis la prise en charge de la protéine
mal repliée jusqu’a sa dégradation va permettre de limiter 'accumulation de protéines dans le RE

et les effets délétéres associés (Hwang et al., 2017) (Figure 24).

b) Le stockage du calcium et la régulation de son flux

Le calcium est un messager secondaire impliqué dans la régulation de la transcription de
genes ainsi que la traduction, la migration, la prolifération et la sécrétion de protéines. A I'état
basal, la concentration calcique intracellulaire est maintenue a une concentration de I'ordre de
10”7 M. De nombreux signaux, qu’ils soient mécaniques ou chimiques, induisent des flux calciques
intercellulaires rapides par les jonctions communicantes (Toyofuku et al., 1998), mais également
au sein de la cellule depuis le milieu extracellulaire ou entre les compartiments cellulaires. Au sein
de la membrane plasmique, plusieurs types de canaux calciques permettent I'entrée de calcium
(Figure 26). Chaque stimulus induit une réponse calcique avec des acteurs, une amplitude et une

fréquence qui lui est propre.
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Figure 26. Présentation des principaux canaux impliqués dans la régulation des flux calciques du RE. La membrane
plasmique comporte de nombreux canaux calciques tels les sodium-calcium exchanger (NCX), voltage-dependent calcium
channel (VDCC), plasma membrane calcium ATPase (PMCA), receptor operated channels (ROC) et transient receptor potential
channel (TRPC), dont I'expression varie selon les types cellulaires. Au sein de la membrane du RE, les flux calciques vers le
cytosol sont dépendants des ryanodine receptor (RyR), inositol 1,4,5-trisphosphate receptor (IP3R) et dans une moindre
mesure du translocon alors que la pompe sarco/endoplasmic reticulum calcium ATPase (SERCA) permet la réplétion du RE
depuis le calcium du milieu extracellulaire. Modifié d’aprés (Goérlach et al., 2015).

Le RE est la principale réserve de calcium intracellulaire, avec une concentration luminale
de 10* M. Il permet de conserver un gradient de concentration calcique important pour la mise
en place de réponses rapides. Les flux calciques émanant de cette organelle s’effectuent
principalement vers le cytosol mais également vers la mitochondrie. Lorsque la concentration
calcique du RE dépasse un seuil, le calcium peut diffuser depuis la lumiere du RE vers le cytosol

par le translocon (Coppenolle et al., 2004, Ong et al., 2007) ou encore par la protéine
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transmembrane and coiled-coil domains 1 (Wang et al., 2016). La réplétion de calcium du RE
depuis le cytosol est possible grace a la pompe sarcoendoplasmic reticulum Ca’*-ATPase (SERCA)
et le calcium du milieu extracellulaire transite jusque dans le RE par les protéines stromal
interaction molecule (STIM) . A I'inverse, la libération de calcium depuis le RE vers le cytosol fait
intervenir le ryanodine receptor (RYR), I'inositol 1,4,5-triphosphate (IP3)-receptor (IP3R) et dans

une moindre mesure, le canal du translocon.

L’activité des canaux du RE est régulée par l'interaction des protéines résidentes du RE
comme les chaperonnes. En effet, I'IPsR est maintenu inactif par son interaction avec ERp44 et
s’ouvre lors d’une interaction avec GRP78 (Higo et al., 2010). Les pompes SERCA sont régulées par
I'interaction avec la calnexine et la calréticuline (Li and Camacho, 2004). Ces régulations sont
dépendantes des changements de conformation des chaperonnes, de leur activité et de I'état
oxydatif dans le RE qui en découle. L’IPsR est aussi activé par I'IP; produit suite a I'activation de
certains récepteurs de la membrane plasmique tels les récepteurs a activité tyrosine kinase et les

récepteurs purinergiques.

Lors d’une déplétion calcique du RE, le processus de réplétion, se met en place afin de
rétablir 'homéostasie calcique du RE. Les protéines STIM du RE transloquent au niveau des
jonctions entre la membrane du RE et la membrane plasmique pour former des punctae (Liou et
al., 2005; Wu et al., 2006) et s’oligomerisent (Liou et al., 2007). STIM oligomérisé, interagit avec le
canal calcique ORAI de la membrane plasmique, ce qui conduit a son activation et a I’entrée de

calcium dans la lumiére du RE (Figure 27).
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Figure 27. Présentation simplifiée du processus de réplétion du RE. La libération du calcium du RE vers le cytosol est
observée lors d’un signal intracellulaire ou extracellulaire conduisant a I'activation des récepteurs a I'lP3 (IP3R) ou les
récepteurs a la ryanodine (RYR) (1). La déplétion conduit a une dissociation calcique du STIM engendrant des modifications
de conformation. Les STIM s’oligomérisent et sont transloqués aux jonctions entre la membrane plasmique et le RE ou ils
forment des punctae. S’en suit une interaction avec le canal ORAI a l'origine de son ouverture et a un influx du calcium
directement dans le RE (2). Modifié d’apres (Feske et al., 2012) .

Les modulations calciques du RE peuvent perturber la fonction de la mitochondrie. En
effet, le RE et la mitochondrie posseédent des contacts étroits appelés mitochondria-associated
membrane (MAM) de 10 nm (Csordas et al., 2010). Ces MAM sont riches en IP3R et RYR sur la
membrane du RE ainsi qu’en voltage-dependent anion channel (VDAC) et en mitochondrial
calcium uniport (MCU) sur la membrane externe de la mitochondrie. Lors du relargage du calcium
par le RE via les RYR et les IP3R, la mitochondrie le capture dans le microenvironnement confiné
gue sont les MAM, par les VDAC et le MCU (Figure 28). L’influx calcique mitochondrial participe a

la régulation des enzymes du cycle de Krebs, mais également a I'apoptose.
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Figure 28. Présentation simplifiée des flux calciques au sein des espaces entres le RE et la mitochondrie (MAMs). Le
récepteur a I'IP3R du RE interagit avec le voltage-depend activated chanel (VDAC) de la mitochondrie grace a la protéine
GRP75, facilitant le flux calcique du RE vers la mitochondrie. Modifié d’aprés (Marchi et al., 2018).
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2. Lestress duRE
a) Lessenseurs

Le stress du RE est défini comme toute perturbation de I’équilibre calcique, oxydatif et
lipidique conduisant a I'accumulation de protéines mal repliées. Au sein de sa membrane, le RE
possédent des senseurs dont I'activation induit différentes voies de signalisation nécessaires au
rétablissement de 'homéostasie du RE. Cette réponse est 'unfolded protein response (UPR)
(Walter and Ron, 2011). Ces senseurs transmembranaires sont l'inositol-requiring enzyme 1
(IRE1), PRKR-like ER kinase (PERK) et I’activating transcription factor 6a. (ATF6a).

En condition basale, une fraction des protéines chaperonnes GRP78 interagit avec la partie
luminale de ces 3 protéines (Bertolotti et al., 2000; Chen et al., 2002) et inhibe leur activation.
L'interaction et I'inhibition de IRE1 et PERK semblent étre dépendantes du domaine ATPase de
GRP78 (Carrara et al., 2015b), alors que le mécanisme d’inhibition d’ATF6a semble étre lié au
masquage de séquences signal induisant sa rétention dans le RE sous sa forme inactive (Shen et
al.,, 2002). 'interaction entre GRP78 et IRE1 nécessite la présence de la co-chaperonne ERdj4
(Amin-Wetzel et al., 2017) (Figure 29).

Lors d’un stress du RE, les complexes, GRP78/PERK, GRP78/ATF6a et GRP78/IRE1 sont
rompus conduisant a l'activation des 3 protéines transmembranaires. Ceci se traduit par
I’activation des voies de signalisation situées en aval, selon des cinétiques différentes. L'induction
de ces voies a pour finalité le controle de la réponse antioxydante, le désengorgement du RE, ou

alors le maintien de ’'UPR.
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Figure 29. Présentation simplifiée du processus de la régulation des senseurs du RE. Les protéines transmembranaires
ATF60., PERK et IRE1 sont inhibées par leur interaction avec la chaperonne GRP78 (rond orange) ou la co-chaperonne ERdj4
(packman vert). Lors de I'accumulation de protéines mal repliées, les chaperonnes se dissocient des senseurs qui sont alors
activés par autophophorylation pour PERK et IRE1 ou pas translocation dans I'appareil de Golgi pour ATF6c.. Modifié d’aprés
(Walter and Ron 2011).
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b) Les voies de 'UPR
i La voie PERK : régulation de la synthese protéique de novo et action antioxydante

PERK est une protéine a activité sérine/thréonine kinase. La dissociation entre GRP78 et
PERK induit un changement conformationel, sa tétramérisarion et I'autophosphorylation de son
domaine kinase (Carrara et al., 2015a; K. Ma et al., 2002; Su et al., 2008). L'oxydation de la protein
disuldide isomease (PDI), qui régule la formation des ponts disulfures, participe a I'activation de
PERK (Kranz et al., 2017). Une fois activée, PERK conduit a I'activation de 2 facteurs de
transcription : ATF4 et nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (NRF2) (Figure 29A). PERK
phosphoryle la sérine 51 du facteur de traduction elF2a conduisant a la répression de la formation
du complexe d’initiation de la traduction et in fine a la réduction de la production de protéines
nouvellement synthétisées (Marciniak et al., 2006). Paradoxalement, la phosphorylation de elF2a
conduit également a la traduction de certains ARNm. Un mécanisme récemment proposé, met en
évidence la régulation spécifigue d’ARNm possédant plusieurs cadres de lecture, codant
notamment pour 'activating factor transcription 4 (ATF4) (Young et al., 2016a), GRP78 (Starck et
al., 2016) et |la protéine C/EBP homologous protein (CHOP) (Young et al., 2016b) (Figure 30A).

ATF4 est un facteur de transcription de 60 kDa a domaine bZIP, de |la famille des CREB/ATF
qui peut s’homodimériser ou interagir avec des protéines de la famille C/EBP composée de 6
membres ; C/EBP «a,f,y,0,eet T(= CHOP). Le processus d’homodimérisation et
d’hétérodimérisation conditionne la reconnaissance des génes cibles assurant ainsi une large
variabilité de réponses (Podust et al., 2001). ATF4 a été décrit dans la régulation de génes dont les
promoteurs possédent I'élément de réponse CCAAT/enhancer binding protein -ATF (CARE) qui, en
contexte de privation nutritive est appelé amino acid response element (AARE) avec pour
séquence consensus 5’-ATTGCATCA-3’ (Bruhat et al., 2002). ATF4 régule I'expression des génes
mitochondriaux mais également la biosynthése du glutathion, un puissant antioxydant (Huggins
et al., 2016) et la régulation du géne codant ERO-1. ATF4 induit également I'expression des génes

codant GRP78 (Luo et al., 2003) et CHOP (Averous et al., 2004; Fawcett et al., 1999).

Les travaux de Cullinan et al. décrivent également une autre cible post-traductionnelle
majeure de PERK, la protéine régulatrice antioxydante NRF2. En condition basale, NRF2 est
séquestrée dans le cytosol puis ubiquitinylée par la ligase E3 Kelch ECH-associating protein 1
(KEAP1) et enfin dégradée par le systéme du protéasome ubiquitine dépendant (/toh et al.,

1999; McMahon et al., 2003). L’activation de PERK va permettre la phosphorylation de KEAP1,
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et son inhibition. NRF2 est ainsi stabilisée puis transloquée dans le noyau (Cullinan et al., 2003).
Ce facteur de transcription a domaine bZIP régule I’expression de génes dont le promoteur
posséde I'antioxidant response element (ARE) a la séquence consensus 5’- A/GTGACTCAGCA-
3’. NRF2 régule des systemes antioxydants ainsi que la transcription du géne codant ATF4
(Miyamoto et al., 2011).
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Figure 30. Présentation des voies d’activation de 'UPR. L’activation de PERK conduit a des voies de signalisation régulant
I’état oxydatif de la cellule (A). L’activation de ATF6a induit la synthése de chaperonnes afin de limiter 'engorgement du
RE(B). L’activation de IRE1 conduit a I'activation du systéeme de dégradation des protéines associé au RE (ERAD) (C). D’apres
(Walter and Ron 2011).

ii. La voie ATF6a. : désengorgement du RE

ATF60. est une glycoprotéine transmembranaire de 90 kDa dont la région N-terminale
cytosolique possede une activité de facteur de transcription a domaine bZIP. ATF6a. peut étre
retenue dans le RE via GRP78 ou la calréticuline (Hong et al., 2004). Sa dissociation de GRP78 en
condition de stress conduit au démasquage de deux séquences signal spécifiques de I'appareil de
Golgi, GLS1 et GLS2 et a sa translocation dans cette organelle (Shen et al., 2002). Dans I'appareil
de Golgi, deux protéases conduisent a son activation : la site 1 protease (S1P) et la site 2 protease
(S2P) (Ye et al., 2000). S1P clive la région C-terminale luminale et dans un second temps S2P clive
la région transmembranaire. La nouvelle protéine ATF6N de 50 kDa qui est alors fonctionnelle,
transloque dans le noyau ou elle active ses génes cibles (Chen et al., 2002). ATF6N reconnait
I’élément de réponse endoplasmic reticulum stress element (ERSE) avec pour séquence consensus
5’-CCAATNyCCAGC-3'.

Afin d’assurer un espace assez large pour I'accumulation du RE, la membrane du RE

s’expend grace a 'augmentation de lipides d’environ 18% en son sein (Bakunts et al., 2017). ATF6N
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est impliqué dans la biogenese lipidique et plus particulierement dans celle du cholestérol via son
role de co-régulateur sur le facteur de transcription sterol regulatory element-binding proteins
(SREBP) (Zeng et al., 2004) (Figure 30B).

L’activation d’ATF60. permet également la régulation de génes contrélant 'ERAD. En effet,
les génes possédant les séquences ERSE codent pour les chaperonnes GRP78 et GRP94 (Wooden
et al., 1991; Yoshida et al., 1998, Wang et al., 2000) et la protéine du systéeme ERAD SEL1L

(Horimoto et al., 2013), favorisant ainsi le désencombrement des protéines mal repliées du RE.

iii. La voie IRE1 : conservation de 'UPR

IRE1 est une protéine serine/thréonine kinase qui posséde en région cytosolique N-
terminale une activité endoribonucléase. Cette voie est tardivement activée (Yamamoto et al.,
2007; Yoshida et al., 2003). L’autophosphorylation des régions cytoplasmique d’IRE1 conduit a
I'activation de son domaine ARNase permettant ainsi I'épissage d’ARNm codant des protéines
sécrétées (Hollien and Weissman, 2006). Sa localisation a proximité du translocon (Plumb et al.,
2015) permet a IRE1 d’accéder facilement aux ARNm et de favoriser son action
d’endoribonucléase. Parmi ses cibles, IRE1 clive 'ARNm de X-box binding protein 1(XBP1)
conduisant a son épissage c’est a dire le retrait d’'un intron de 26 paires de base. Cette modification
post-traductionnelle permet la traduction d’un facteur de transcription XBP1 épissé (XBP1s),
pourvu d’une activité transactivatrice et résistant a la dégradation, ce qui le différencie de sa
forme native. XBP1s reconnait la séquence ERSE tout comme ATF6N (Misiewicz et al., 2013). |l
régule la transcription de son propre géne, de genes codant les co-chaperonnes ERdj4, des PDI
(Lee et al., 2003), des protéines de 'ERAD comme HDR1 (Yamamoto et al., 2008) (Lee et al., 2003)
mais également des enzymes impliquées dans la synthése des phospholipides (Sriburi et al., 2004)

(Figure 30C).

3. Le stress du RE dans la dysfonction des Pll dans la FPI

Chez les patients atteints de FPI de forme familiale ou sporadique (Lawson et al., 2004,
2008; Maitra et al., 2010), des PIl hyperplasiques ou présentant I'activation des voies
apoptotiques (Korfei et al., 2008a), expriment les facteurs des voies de 'UPR. Ceci suggeére un lien

entre I'induction d’un stress du RE et la dysfonction des PII.
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a) Le stress du RE dans I'apoptose

La régulation de I'apoptose par le stress du RE fait intervenir 4 voies distinctes : une voie
activatrice de la caspase 4 chez I’homme (= caspase 12 chez le murin) sur la membrane du RE, une
voie dépendante du calcium, une voie dépendante du senseur IRE1, et une voie impliquant le
facteur CHOP. Ces voies sont responsables de I'activation de caspases initiatrices, de la régulation
transcriptionnelle et post-traductionnelle des genes de la famille BCL-2 et fait intervenir la

signalisation calcique vers la mitochondrie (Figure 31).
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Figure 31. Représentation simplifiée de I'induction de I'apoptose par les voies de I’'UPR. 4 types de voies apoptotiques sont
observées en réponse a un stress du RE. La protéine transmembranaire IRE1 induit I'activation des kinases c-jun N-terminal
kinases (JNK) qui régulent la stabilisation de protéines apoptotiques. La déplétion du calcium depuis le RE vers le cytosol
conduit également a I'activation de voies apoptotiques. La calpaine peut, lors d’une dérégulation de la concentration calcique
intracellulaire, activer la caspase initiatrice 4/12 (humain/murin). Enfin, la protéine C/EBP homologous protein (CHOP)
participe a la régulation d’expression de facteurs pro et anti-apoptotiques et par ailleurs module également la production de
d’espéces réactives a I’'O, (ROS). D’aprés (Malhi and Kaufman 2011).

La caspase 4 est localisée spécifiquement dans la membrane du RE (Hitomi et al., 2004).
Elle peut étre activée par le clivage de la caspase 7. Par un mécanisme encore inconnu, la caspase
7 est recrutée dans le RE et interagit avec GRP78 et la caspase 4 (Rao et al., 2002). Un mécanisme
dépendant du calcium médie la dimérisation de la caspase 4 et son auto-protéolyse (Karki et al.,
2007). Son activation conduit au clivage des caspases effectrices 3 et 9 et a 'apoptose cellulaire
(Kamada et al., 1997; Yamamuro et al., 2011).

Une diminution de la concentration calcique du RE est impliqguée dans le controle de

I'apoptose. La libération du calcium du RE vers le cytosol ou la mitochondrie va conduire a
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I'induction des voies de signalisations apoptotiques. La libération du calcium dans le cytoplasme
conduit a I'activation de la calpaine, une protéase a cystéine dont I'activité dépend du calcium.
Son activation conduit au clivage des protéines de la famille BCL-2 ; BCL-2 (Gil-Parrado et al.,
2002), BCL-xL (Karki et al., 2007), BAX (Wood et al., 1998) et BID (Oh et al., 2004) et a I’activation
des caspases effectrices. De plus, la capture du calcium intracellulaire par I'unitransporteur de
calcium situé sur la membrane externe mitochondriale va favoriser la formation de pore par
BAX. Ceci induit la libération de cytochrome C dans le cytosol, déclenchant la réponse
apoptotique (D. Zhang et al., 2008).

Le senseur IRE1 joue un role primordial dans I'induction de I'apoptose. Le recrutement
de la protéine TRAF2 cytosolique conduit a une cascade d’activation de kinase par I'apoptosis
signal-regulating kinase 1 (ASK1)et in fine a I’activation de la MAP kinase JNK (Urano et al., 2000).
IJNK active par phosphorylation la protéine pro-apoptotique BAK et régule I'inhibition de la

transcription du facteur anti-apoptotique BCL-2.

L’activation des voies de 'UPR IRE1, ATF6a et PERK conduit a I'expression de la protéine
CHOP. Son expression est observée dans de nombreux types cellulaires exposés a différents
inducteurs du stress du RE (Puthalakath et al., 2007) et est impliqué dans l'induction de

|’apoptose.

i Le r6le de CHOP dans I'apoptose

° Description générale de CHOP

CHOP, aussi connu sous le nom de C/EBPC, growth arrest and DNA damage-inducible
gene 153 (GADD153) ou encore DNA damage induced transcript 3 (DDIT3), est un facteur de
transcription bZIP de 29 kDa. Il est exprimé de fagon ubiquitaire dans les cellules mais son
expression est faible dans les cellules en conditions de non stress (Ron and Habener, 1992). Dans
ce contexte, CHOP est localisé préférentiellement dans le cytosol ol il est majoritairement
dégradé par le protéasome (Ohoka et al., 2007). Une modification de I'environnement de la
cellule, telle une privation en glucose conduisant a un stress du RE, favorise la translocation de
CHOP dans le noyau (Wang and Ron, 1996). L’activité de CHOP sur la régulation de génes cibles
nécessite son hétérodimérisation avec des protéines de la famille des C/EBP. Cet hétérodimeére
reconnait la séquence consensus TGCAAT(A/C)CCC qui difféere de la séquence commune des C/EBP

(Ubeda et al., 1996). L'interaction avec les protéines C/EBP permet a CHOP d’une part, d’inhiber
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I'activité transactivatrice de ces derniéres et d’autres part d’activer ses propres génes cibles
impliqués dans la réponse au stress cellulaire et plus particulierement lors d’un stress du RE (Wang

etal., 1996).

° La régulation de CHOP

Les nombreuses séquences régulatrices présentes dans le promoteur de CHOP font de
cette protéine un élément central dans la réponse médiée lors de I'activation des voies de ’'UPR
(Fusakio et al., 2016) (Figure 32). La composition de ce promoteur a largement été décrit
notamment par Bruhat et al.. Dans leurs travaux d’études d’activité de promoteur en condition
d’apport restreint en acides aminés, ils mettent en évidence des séquences régulatrices des
protéines C/EBP, la séquence AARE (Bruhat et al., 2000). Les travaux de Ma et al. ont complété la
description des séquences régulatrices du promoteur de CHOP. Un stress du RE conduit a
I’expression du gene de CHOP via la régulation de son promoteur par ATF4 mais également par le
facteur ATF6N qui interagit avec la séquence ERSE (Ma et al., 2002). Enfin, I’élément de réponse
du complexe AP-1 a la séquence consensus 5-TGAG/CTCA-3’(Rauscher et al., 1988) a été mis en
évidence dans le promoteur de CHOP de cellules soumises a un stress oxydant (Guyton et al.,
1996). Le promoteur de CHOP contient d’autres séquences régulatrices, telles I'élément de
réponse a la specificity protein 1 (SP1), protéine impliquée dans la réparation de ’ADN (Torabi et
al., 2018), I'élément de réponse a I'lL-6 ou encore des éléments de réponse aux facteurs

inductibles a I’hypoxie (HIF) (Yoo et al., 2014).

ATF4 AP-1 XBP1s
ATFEN
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ERSE : CCAATN,CCAGC

Figure 32. Régulation du promoteur de CHOP par les facteurs de I'UPR. De nombreuses séquences régulatrices sont
présentes dans le promoteur de CHOP. Parmi celles-ci I'acid amino response element (AARE) site de liaison du facteur ATF4,
de I'élément de réponse a I’activator protein 1 (AP-1) et 'endoplasmic reticulum stress element (ERSE), site de liaison de
ATF6N et XBP1s.

Le facteur de transcription CHOP est la cible de modifications post-traductionnelles qui
modulent son activité transactivatrice. L'induction d’un stress du RE par privation en glucose ou
suite a I'exposition a la tunicamycine, un inhibiteur d’'une enzyme impliquée dans la premiere

étape de la biosynthése glycoprotéique, induit la phosphorylation de deux sérines de CHOP par la
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protéine kinase p38 (Wang and Ron, 1996). Ces phosphorylations ne modulent pas la dimérisation

de CHOP avec les protéines C/EBP mais potentialisent son activité transactivatrice.

° Le r6le de CHOP dans l'induction de I'apoptose

Le role de CHOP dans l'induction de I'apoptose est communément admis. Dans des
modeles murins soumis a un stress du RE, quel que soit le type cellulaire étudié, I'induction de
I'apoptose est limitée par une sous expression de CHOP (Marciniak et al., 2004; Puthalakath et al.,
2007). Les souris knockdown (KO) pour le géne CHOP présentent une apoptose cellulaire moindre
du fait de I'absence d’expression de la protéine pro-apoptotique BIM, régulée par CHOP (Tsutsumi
etal.,, 2004; Puthalakath et al., 2007). Par ailleurs, la surexpression de CHOP in vitro dans différents
types cellulaires conduit a la dérégulation de I'expression du gene codant la protéine anti-
apoptotique BCL-2 (Matsumoto et al., 1996; McCullough et al., 2001). Lors de I'induction d’un
stress du RE, CHOP participe également a I'expression des récepteurs de mort tels TRAIL induisant
ainsi une exacerbation de I'apoptose induite par les voies intrinséques (Yamaguchi and Wang,

2004).

En plus de moduler I'expression de protéines apoptotiques, CHOP peut initier les voies de
signalisation apoptotiques en régulant la production d’H,0, ou la régulation de la signalisation
calcique. L'induction d’un stress du RE conduit a I’expression du géne codant CHAC1 impliqué dans
la dégradation du glutathion (Kumar et al., 2012). L’axe ATF4/CHOP est le seul axe de I'UPR a avoir
été mis en évidence dans le contrble de I'expression de CHAC1 dont le role pro-apoptotique a
récemment été observé (Mungrue et al., 2009). CHOP participe également a I’expression du géne
codant I'oxydoréductase ERO-1, qui lors du repliement des protéines participe a la production
d’H,0, (Marciniak et al., 2004). Les travaux de Li et al. réveélent par des études menées in vivo et
in vitro que CHOP régule I'expression de ERO-1. Ce facteur participe a son tour a I'activation des
récepteurs a I'lP3 localisés a la membrane du RE et ainsi a la libération du calcium vers le cytosol
(Li et al., 2009), nécessaire a I'induction de I'apoptose (Tombal et al., 2002). Lors de I'induction
des voies de I'UPR, la traduction est arrétée. CHOP participe a la reprise de la synthese des
protéines conduisant, dans ce contexte de stress, a une augmentation d’espéces réactives a 'O,
(ROS) et in fine a 'apoptose. En effet, son interaction avec ATF4, conduit a I'expression du géne
codant la protéine growth arrest DNA damage 34 (GADD34) (Ma and Hendershot, 2003). GADD34
assure l'activation de la protéine phosphatase 1, qui déphosphoryle elF2a (Brush et al., 2003;

Novoa et al., 2003). La reprise de la traduction est ainsi effective et conduit a augmenter
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I'accumulation de protéines au sein du RE, a I'activité accrue de ERO-1, a la production d’H,0, et

in fine a I'apoptose (Figure 33).
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Figure 33. Présentation des différentes cibles apoptotiques de CHOP. CHOP participe a la modulation de voies pro-oxydantes
et de la signalisation calcique (vert). CHOP participe également a la régulation de protéines anti et pro-apoptotiques de la
voie intrinséque (orange) et de la voie extrinseque (bleu). D’apreés (Lei et al., 2017).

ii. Role du stress du RE dans I'apoptose des pneumocytes de type Il dans la FPI

En 2008, Korfei et al. observe I'activité de la caspase 3 dans les Pll hyperplasiques des
patients atteints de FPI sporadique exprimant les marqueurs du stress du RE, ATF6N, ATF4, CHOP
(Korfei et al., 2008a).

L'implication du stress du RE dans I'apoptose des Pll a été observée in vivo dans différents
modeles de fibrose induite. L’exposition de souris a la tunicamycine, un inducteur des voies de
I'UPR, exacerbe la fibrose induite par la bléomycine (Lawson et al., 2011). Cet effet amplificateur
du stress du RE dans le développement de la fibrose induite par la bléomycine est également
observé dans un modeéle de souris exprimant le mutant BRICHOS (Lawson et al., 2011; Burman et
al., 2018). De maniére intéressante, la tauroursodeoxycholic acid (TUDCA) qui limite I'expression
de GRP78 et de CHOP, prévient I'apoptose des pneumocytes ainsi que la fibrose des souris
exposées a la bléomycine (Tanaka et al., 2015). Par ailleurs, des souris déficientes pour le géne
codant la protéine CHOP prévient également I'apoptose des pneumocytes induite par la

bléomycine (Tanaka et al., 2015; Yao et al., 2016).

L'implication de mutations du domaine BRICHOS de la protéine SP-C dans I'apoptose des

Pll a été vérifié in vitro. La mutation BRICHOS L188Q conduit a 'augmentation de I'expression de
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GRP78 ainsi que l'activation des voies de I'UPR rapportée par l'expression de XBP1 épissé
(Mulugeta et al., 2005). Elle est a I'origine de I'activation de la caspases 3 ainsi qu’a la libération
cytosolique du cytochrome C et donc a 'apoptose des Pll (Mulugeta et al., 2007). Ces résultats
sont confirmés par les travaux de Lawson et al. utilisant une démarche scientifique similaire. Par
la technique du TUNEL, les auteurs mettent en lien les |ésions de I’ADN dans les Pll exprimant le
mutant L188Q (Lawson et al., 2008). Par ailleurs, I'utilisation du 4-phenlyburytate (4-PBA), un
inhibiteur chimique d’histone désacétylase dont le mécanisme d’inhibition du stress du RE a été
rapporté a plusieurs reprises, limite I'effet du mutant BRICHOS sur I'apoptose de Pll (Nguyen and

Uhal, 2016).

b) Le stress du RE dans la TEM

Quelques études se sont intéressées au réle du stress du RE dans la régulation de la TEM.
C’est le cas dans le processus d’embryogenése (Suzuki et al., 2010), le processus métastatique
(Feng et al., 2014; Shen et al., 2015; Zeindl-Eberhart et al., 2014), et dans le processus de fibrose
dans lequel le stress du RE semble étre initiateur (Pang et al., 2016). Dans le processus
métastatique, les voies de 'UPR semblent avoir un lien dans le maintien de la TEM, alors qu’elles
sont impliquées dans l'initiation de la TEM du processus de fibrose.

Le stress du RE est impliqué dans I'activation et la voie de signalisation du facteur pro-TEM,
le TGF-f. Dans un contexte de production de ROS mitochondriaux induite par I'angiotensine sur
des cellules mésangiales, le stress du RE engendre la sécrétion du TGF-1 (T. N. Wang et al., 2015).
Par ailleurs, I'exposition de cellules mésothéliales a la thapsigargine, inducteur d’un stress du RE,
conduit a la translocation de SMAD2 et SMAD3 ainsi qu’a I’expression du gene codant SNAIL1. Ceci
favorise la dérégulation des jonctions serrées par la diminution d’expression de ZO1 et permet
également 'acquisition du marqueur mésenchymateux, I'a-SMA (Shin et al., 2015).

Actuellement, peu de travaux ont étudié la modulation de genes pro-TEM par le stress du
RE. Cependant, une étude rapporte un réle important du facteur XBP1, qui module I'activité du
promoteur des génes Snaill, Twist 1 et Zeb1 (Chen et al., 2014; Li et al., 2015; Cuevas et al., 2017).
Le facteur ATF4, quant a lui, est impliqué dans la migration de cellules cancéreuses, par un
mécanisme qui pourrait faire intervenir la sécrétion d’acides aminés (Chen et al., 2017).
L'implication du facteur ATF6a dans la TEM a été observé dans une seule étude (Tang et al., 2015).
L'inhibition de ATF6o par stratégie siRNA prévient I'effet d’un environnement oxydant sur

I’expression de la vimentine.
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De plus, I'acquisition d’'un phénotype de cellule migratoire est dépendant de la modulation
calcique. En effet, I’établissement du front de migration de la cellule fait intervenir une déplétion
calcique du RE vers le cytosol (Okeke et al., 2016). Cet événement fait intervenir les RYR (Matyash
et al., 2002), les IP3R (Okeke et al., 2016) ainsi que la fuite du calcium par le translocon (Linxweiler
etal.,, 2013). Par ailleurs, de récentes études rapportent que le calcium est nécessaire a I'induction
de la TEM en réponse au TGF-. La calréticuline, chaperonne localisée dans le RE, pourrait réguler
I'activation des SMAD2 et SMAD3 lors de variations calciques. Ceci favorise I'expression des genes
impligués dans la TEM tels SNAIL1 conduisant a I'extinction de marqueur épithélial la E-cadhérine

(Y.Wuetal.,, 2017).

i Role du stress du RE dans la TEM des pneumocytes de type Il dans la FPI

Le principal médiateur impliqué dans la TEM des PIl dans la FPI est le TGF-f3, produit en
exces par les fibroblastes et les myofibroblastes (Figure 13) (Kasai et al., 2005).

En 2010, dans les lignées de CEAs de différentes especes, Tanjore et al. mettent en
évidence un lien entre la surexpression du mutant BRICHOS de SP-C, I’activation des voies de I’'UPR
et la diminution de marqueurs épithéliaux au profit de I'expression de marqueurs
mésenchymateux (Tanjore et al., 2011). Les auteurs identifient I'implication du facteur de
transcription ZEB1 dans l'induction de I'expression de marqueurs mésenchymateux par les
pneumocytes. Cette étude met également en exergue les voies de signalisation du TGF-f3, plus
particulierement la voie des SMAD et JNK. Des résultats similaires sont présentés la méme année
par I’équipe de Zea Borok (Zhong et al., 2011). In vitro, le traitement des PIl avec I'inhibiteur du

stress du RE, le 4-PBA limite I'induction de la TEM induite par le TGF-B1 (Lee et al., 2017).

Bien que l'expression de marqueurs des voies de I'UPR soit observée dans les PIl
présentant des variations géniques, il en est de méme pour les cellules exposées a des polluants
ainsi qu’a des molécules pro-fibrosantes. Ceci suggere lI'importance du microenvironnement des

Pll dans I'induction d’un stress du RE et son réle clef dans la pathogenése de la FPI.

IV. L’hypoxie alvéolaire : un réle dans la pathogenése de la FPI ?

1. Définition et I’hypoxie alvéolaire dans la FPI

L’hypoxie est définie comme une diminution de la biodisponibilité de I’O, aux tissus et aux

cellules. Ce phénomeéne peut affecter I'organisme entier, un tissu ou un groupe restreint de
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cellules. Quelques exemples de situations au cours desquelles I'organisme est en hypoxie peuvent
étre cités :
- laltitude ; au sommet du Kilimandjaro, qui culmine a 5585 m, la pression partielle en
0, est fortement réduite, la fraction d’O, disponible n’est plus de 20,9% mais de 10,5%,
- certaines maladies induisant une insuffisance respiratoire ou une insuffisance
cardiaque limitent I'apport d’O, aux tissus.
Des mécanismes d’adaptation au niveau de I'organisme entier se mettent alors rapidement en
place. En altitude, des chémorécepteurs localisés au niveau des carotides et de I'aorte sont activés

par la diminution de PO, et conduisent a une hyperventilation de I'individu.

Dans la FPI, plusieurs études de transcriptomiques ont déterminé une signature de
I’hypoxie dans le poumon des patients (Kusko et al., 2016; Tzouvelekis et al., 2007). L’activation
des voies hypoxiques a également été observée dans Pll des patients atteints de FPI. En effet,
Tzouvelekis et al. ont mis en évidence I'expression du facteur inductible a I'hypoxie, le hypoxia-
inducible factor 1 (HIF-1) dans les poumons de patients atteints de FPI (Tzouvelekis et al., 2007).
Par ailleurs, dans le modele murin de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine, le facteur HIF-
1 est présent dans les Pll proches des zones de fibrose (Tzouvelekis et al., 2007). De plus,
I'utilisation du pimonidazole, une sonde fluorescente dont I’expression est corrélée négativement
a la PO, (Raleigh et al., 1999), révéle des zones hypoxiques dans les lésions fibrotiques chez

I'animal (Weng et al., 2014).

Des hypotheses sur I'origine de I’hypoxie alvéolaire proposent qu’elle pourrait étre liée a
une ventilation perturbée dans les alvéoles profondément remaniées par la fibrose. Elle pourrait
également étre observée lors des phases d’exacerbation aigue, définies comme des périodes de
détérioration soudaine des parametres respiratoires des patients (Collard et al., 2007). Par
ailleurs, des données obtenues dans les domaines de physique et de biochimie pourraient
également expliquer la présence d’une hypoxie localisée dans le contexte de FPI (Figure 34). En
effet, chez les patients atteints de FPI, I'altération du surfactant (Aberg et al., 2010; Olmeda et al.,
2010), ainsi que la perturbation du métabolisme du cholestérol (Angles et al., 2017) résultant a
des modifications de composition de la membrane plasmique des cellules (Xu et al., 2016)
pourraient conduire a une diffusion moindre de 'O, au sein des PIl. Par ailleurs, le remodelage
profond de la MEC pourrait également moduler la diffusion et la consommation d’O, par ces

cellules (Colom et al., 2014).
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Figure 34. Présentation des mécanismes pouvant expliquer la présence d’une hypoxie des PIl dans la FPI. Contexte sain (A).
Dans la FPI, des éléments intrinséques et extrinseques aux PIl (étoiles rouges), conduisent a une modification de la
composition du surfactant et de la membrane plasmique (B). La diffusion réduite de I'O, résultant de ces modifications
pourrait étre a I'origine d’une hypoxie locale des CEAs.

2. Les facteurs inductibles a I’'hypoxie

La famille des hypoxia-inducible factors (HIF), principaux médiateurs de la réponse a
I’hypoxie, a été décrite dans les années 1990. En 1992, Semenza et Wang qui s’intéressaient a la
régulation du géne de I'érythropoiétine en hypoxie (Semenza and Wang, 1992) découvrent le
facteur HIF-1. Les facteurs HIF-2 et HIF-3 sont évoqués respectivement en 1996 et 1998 par deux
groupes distincts de chercheurs (Hirose et al., 1996; Takahata et al., 1998). HIF-3 est trés peu
étudié et les rares travaux rapportent souvent un effet inhibiteur sur la capacité transactivatrice
de HIF-1 et HIF-2 (Hara et al., 2001). Ces facteurs de transcription contrdlent I‘expression de plus
de 100 génes impliqués dans I'adaptation a I'hypoxie et médient différents processus tels Ia
prolifération cellulaire, 'angiogenése ou encore le métabolisme glycolytique. Si cette régulation
peut étre redondante entre les facteurs, HIF-1, HIF-2 et HIF-3 ciblent chacun des genes spécifiques

selon le type cellulaire étudié (Hu et al., 2003; Zhang et al., 2014).
Les HIFs sont formés d’une sous unités 3, I'aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator

(ARNT), constitutivement exprimée et commune aux trois membres, et d’'une sous unité a

soumise a régulation (Figure 35).
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Figure 35. Présentation des facteurs de transcription HIFs et de leurs domaines. Period-ARNT-single-minded (PAS), basic
helix loop helix (bHLH), oxygen-dependent-degradation domain (ODDD), N-ter and C- ter transcriptional activation domain
(N-TAD and C-TAD) (NLS). D’aprés (Zimna and Kurpisz, 2015).

L’interaction entre les sous unités a et 3 est réalisée au niveau des deux domaines period-
ARNT-single-minded (PAS) sur chacun des monomeres (Huang et al., 1993; Yang et al., 2005).

Les protéines HIF-1a et HIF-2a. possédent deux signaux de localisation nucléaire (NLS) en
région N et C-terminales alors que HIF-3a et HIF-f n’en possedent qu’un seul en région N-
terminale. Le domaine PAS masque les séquences NLS, bloquant ainsi la reconnaissance et la
liaison aux importines impliguées dans la translocation au noyau, engendrant ainsi une
localisation cytoplasmique (Depping et al., 2008). Une fois dans le noyau, la liaison a la molécule
d’ADN est réalisée par le domaine basic helix-loop-helix (0HLH) de chaque sous unité qui reconnait
la séquence consensus hypoxia response element (HRE) ; « G/ACGTG » (Semenza et al., 1996).

HIF-1o et HIF-20, possedent deux domaines de transactivation en position N-terminale
(NAD) et C-terminale (CAD), HIF-3a ne posséde qu’une région NAD. La région NAD est
responsable de la spécificité des génes ciblés par ces facteurs de transcription (Hu et al., 2007),
avec une homologie de séquence de 81% entre HIF-1a et HIF-2a. Elle est d’un peu moins de 60%
entre HIF-3a et les deux autres facteurs. CAD et NAD permettent le recrutement de co-activateurs
de transcription communs aux HIFs comme la CRE binding protein (CBP) et E1A binding protein
p300 (p300) qui jouent de concert (CBP/p300) (Kasper et al., 2005). |ls permettent aussi le
recrutement de co-activateurs impliqués dans la régulation de génes spécifiques (Pawlus et al.,
2014) de HIF-1o. tels TIP60, CDK8 et STAT3 (Perez-Perri et al., 2016) ou spécifiques de HIF-2a tels
USF-2 (Pawlus et al., 2012).
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a) Larégulation de HIF-a.

La stabilisation et la dégradation des sous unités HIF-o. dépendent de la régulation de leur
domaine oxygen-dependent-degradation (ODDD), sensible indirectement a 'O, (Huang et al.,
1998). En effet en présence d’O,, les prolyl hydroxylases (PHDs) modifient ces domaines

conduisant a la dégradation de HIF.

i.  Régulation de HIF-a par les PHDs

La famille des prolyl hydroxylases (PHD) regroupe les enzymes PHD1, 2 et 3 encodées par
3 génes (EGLN2, EGLN1 et EGLN3 respectivement). L’expression de ces protéines est ubiquitaire.
Elles ont pour co-substrats I’O, ainsi que le 2-oxoglutarate et leur activité dépend de nombreux
co-facteurs. L'ion ferreur (Fe2+) et la vitamine C favorisent leur activité enzymatique alors que I'ion

ferrique (Fe*") et le succinate, I'inhibent (Pan et al., 2007).

En condition normoxique, les sous unités HIF-o. sont hydroxylées par les PHD,
ubiquitinylées par la protéine von Hippel-Lindau (pVHL) et dégradées par le complexe du
protéasome (Jiang et al., 1996). La premiére étape induisant la dégradation est I’hydroxylation
médiée par les PHDs des prolines en position 402 et 564 pour HIF-1qa, en position 405 et 531 pour
HIF-2a. et en position 492 pour HIF-3a localisées dans leur ODDD. Des travaux menés sur la
spécificité des PHDs pour I'hydroxylation des HIF-a ont révélé que HIF-1o. est hydroxylé
préférentiellement par la PHD2 alors que la régulation de HIF-2a. est dépendante de PHD3 (Berra,
2003; Appelhoff et al., 2004). La localisation subcellulaire des PHDs est régulée par I’hypoxie. PHD1
et 3 sont localisées dans le noyau en normoxie et deviennent cytoplasmiques lors de la diminution
du taux d’O,. PHD2 est cytoplasmique quelle que soit la condition, suggérant un mécanisme de

réponse immédiate (Figure 36).
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Figure 36. Présentation de la régulation des facteurs HIFs en hypoxie. En normoxie HIF-a est hydroxylé par les prolyl
hydroxylase (PHD) conduisant a son ubiquitination (Ub) et a sa dégradation par le protéasome. Un second systéme permet
d’inhiber I'activité transactivatrice des HIF-1a. Le factor inhibiting HIF (FIH) hydroxyle HIF-o. dans sa région transactivatrice
limitant I'interaction avec les co-facteurs. En hypoxie, les substrats de ces deux enzymes sont rares, ce qui conduit a leur

inactivation. FIH est la cible d’un ajout d’une protéine small ubiquitin related modifier (Su) induisant sa dégradation par le
protéasome. Modifié d’aprés (Rapisarda and Melillo, 2012).

Dans un second temps, la protéine VHL se fixe a la sous-unité a hydroxylée puis s’associe
au complexe ubiquitine ligase E3 formé de Culin 2, Ring box 1, Elongin B et de Elongin (Huang et
al., 2002) qui poly-ubiquitine HIF-a.. Cette sous unité est alors prise en charge par le protéasome
afin d’étre dégradée (Salceda and Caro, 1997).

En hypoxie, les PHDs sont inactivées par I'absence de leur co-substrat I’O,, les HIF-a. non
hydroxylés sont ainsi stabilisés, transloqués dans le noyau ou ils forment un dimére avec la sous
unité B, et interagissent avec les cofacteurs afin de transcrire leurs génes cibles (Chilov et al.,
1999). De fagon intéressante, I’étude des promoteurs des génes codant la PHD2 (Metzen et al.,
2005) et la PHD3 (Pescador et al., 2005) a révélé la présence de HRE, supposant un rétrocontrole

par HIF-o de leur propre régulation.

ii.  Régulation de HIF-a. par FIH

Le factor-inhibiting HIF (FIH), régule également I'activité de HIF. L’activité de FIH, ad instar

les PHDs, est dépendante de I'O,, du 2-oxoglutarate et du Fe’*. FIH hydroxyle le résidu asparagine
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en position 803 et 851 de HIF-1a et HIF-2a respectivement (Mahon, 2001). Ceci conduit a
I'inhibition du recrutement de co-facteurs tels CBP/p300 (Lando, 2002) et a l'arrét de la
transcription de genes cibles. Si de nombreuses études montrent une localisation prédominante
de FIH dans le cytoplasme, son activité semble intervenir dans le noyau des cellules (Hyseni et al.,
2011; Hirose et al., 2014) et sa translocation dépend de son interaction avec HIF-a (Liang et al.,
2015). Une récente étude menée sur le placenta révele gu’une hypoxie sévere induit I'ajout de la
protéine small ubiquitin related modifier (SUMO) sur FIH conduisant a sa dégradation par le

protéasome (Sallais et al., 2017) et in fine a la stabilisation de HIF-1o. (Figure 36).

iii.  Régulation du profil d’expression de HIF-1 ou HIF-2

Au début des années 2000, des études in vitro dont I'une sur les cellules épithéliales alvéolaires
humaines révelent que I'activité de HIF-1 est plus précoce que celle de HIF-2 (Uchida et al., 2004;
Bracken et al., 2006). Aprés une hypoxie prolongée, I'extinction de I'expression de HIF-1a au
profit de HIF-2o est observée, ce processus est appelé « switch ».

Les travaux explorant ce phénomene sont nombreux et ont décrit le role d’une ubiquitine
ligase E3, hypoxia-associated factor (HAF), dans la régulation spécifique de HIF-1a. et HIF-2a.. HAF
interagit sur la séquence protéique d’acides aminés 298-400 de HIF-1a conduisant a sa poly-
ubiquitination et in fine a sa dégradation par le protéasome (Koh et al., 2008). A contrario, son
interaction avec HIF-2a augmente sa capacité transactivatrice. En hypoxie, cette interaction
dépend de I'ajout de la protéine SUMO sur HAF (Koh et al., 2015). HAF favorise ainsi le switch
entre le profil d’expression de génes spécifiques de HIF-1a. et celui de HIF-2a (Koh et al., 2011).

En hypoxie, le processus post-traductionnel de SUMOylation affecte également les
protéines HIF-1a et HF-2a. Cependant, selon le type cellulaire, elle peut étre associée a la
stabilisation et a 'augmentation de I'activité des HIFs (Bae et al., 2004; Carbia-Nagashima et al.,
2007; Chan et al., 2011) ou bien conduire a leur dégradation par le protéasome (Berta et al., 2007;
Cheng et al., 2007; van Hagen et al., 2010).

iv.  Régulation de HIF-a par la voie non canonique

Les facteurs HIF-a. sont également régulés indépendamment de la PO, (Figure 38). C’est le

cas de stress extracellulaires tels un environnement inflammatoire dans un contexte infectieux
(Guo et al., 2017) ou lors de contraintes mécaniques (Milkiewicz et al., 2007). HIF-o. est également

régulé lors d’un stress intracellulaire comme lors d’'une accumulation de protéines dans le RE
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dépendamment du type cellulaire étudié. Les voies de signalisation induites lors de ces différents
stress conduisent a I’activation de kinases qui phosphorylent différents sites au niveau de I’'ODDD
ou des domaines NAD et CAD des sous-unités HIF-a. (Dimova et al., 2009). Ces phosphorylations
régulent la localisation nucléaire et augmentent la capacité transactivatrice des HIF-a. (Kietzmann

et al., 2016) (Figure 37).
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Figure 37. Présentation des différents contextes de stabilisation de HIF-a non hypoxiques. Différents stimuli peuvent
conduire a des voies de signalisation induisant la phosphorylation des sous-unités HIF-a.. La stabilisation, la relocalisation
nucléaire et I'activation transactivatrice des HIFs sont des événements résultants de I'effet des kinases (bulles vertes). AMP-
activated kinase (AMPK); ataxia and teleangiectasia mutated(ATM); casein kinase 1 (CK1); cyclin-dependent kinase 1 (CDK1);
extracellular regulated kinase (ERK ); glycogensynthase kinase-3f (GSK3f); protein kinase A (PKA); protein kinase B or Akt
kinase (PKB/Akt); p38 mitogen activated protein kinase (p38); polo-like kinase-3 (Plk3). Modifié d’aprés (Kietzmann et al.,
2016).

La production d’espéces réactives a 'O, ou reactive oxygen species (ROS) peut également
réguler la stabilisation de HIF-1a. Les ROS définissent I'anion superoxyde (0,"), le radical
hydroxyle (OH") et le peroxyde d’hydrogéne (H,0,). Une production de ROS non contrdlée conduit
a des dommages cellulaires et a I'instabilité génique qui surviennent suite a I'oxydation des acides
nucléiques, des protéines et des lipides. Le site de production majeur des ROS est la mitochondrie,
au sein de la chaine respiratoire mitochondriale (Figure 38). L’exposition a I’"hypoxie conduit a une
accumulation d’électrons a l'origine d’une production de ROS mitochondriaux en partie

responsable de la régulation de HIF. En effet, dans les cellules p0O, ne possédant pas d’ADN
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mitochondrial, I'exposition a I’"hypoxie n’induit pas d’expression des HIF-a (Chandel et al., 2000).
Cette régulation fait intervenir d’une part la diminution de I'activité des PHD2 (Niecknig et al.,
2012; Hagen, 2003) et d’autres part la phosphorylation de HIF-1a suite a I’activation de différentes
kinases (Jung et al., 2008), tels la MAP kinases ERK (Abe and Berk, 1999). Ces kinases participent a
la synthese de HIF-1ca, a sa stabilisation et a I'augmentation de son activité transactivatrice

(Lamberti et al., 2017; Du et al., 2011; Kasuno et al., 2004) (Figure 38).

Cytoplasme Membrane

externe

4444 r,mwz 14844444848444444
22 .g“ wwn ? wwm&‘

,,,,,,,,,,,,,
\\\\\\\
£ X
o}

Espace intermembranaire

"3, mitochondrie

Figure 38. Production de ROS par la chaine respiratoire mitochondriale. Les modifications de conformation des centres
réactionnels d’oxydo-réduction des complexes | et lll conduisent a I'accumulation d’électrons et a la production d’espéces
réactives a I'O,. D’apres (Li et al., 2013).

b) L’hypoxie et HIF-1 : r6le dans la dysfonction des pneumocytes de type Il
i L’hypoxie et HIF-1 sur la production de ROS

Lors d’une exposition a I’hypoxie, I'élévation de la concentration de ROS ne prend que
guelques minutes (Hernansanz-Agustin et al., 2014) subodorant un mécanisme de production
rapide par la chaine respiratoire mitochondriale. L’'utilisation de différents inhibiteurs des
complexes |, Il et lll de la chaine mitochondriale a permis de mettre en évidence le role de chacune
de ces entités dans la production de ROS en réponse a I’"hypoxie (Chandel et al., 2000; Wang et
al., 2007). En hypoxie, l'inactivation progressive des complexes mitochondriaux serait la
conséquence de discrétes modifications de la conformation des sous unités (Hernansanz-Agustin
et al., 2017; Onukwufor et al., 2014). L’accumulation des électrons, résultante de la diminution
d’activité de la chaine mitochondriale, conduit a la formation accrue de ROS.

De nombreuses études décrivent HIF-1 comme un facteur de transcription aux propriétés
antioxydantes (Rojas et al., 2018). HIF-1 limite la production de ROS en régulant des génes
impliqués dans I'expression d’une sous-unité du complexe Ill de la mitochondrie afin d’optimiser
la respiration mitochondriale (Fukuda et al., 2007). De plus HIF-1 régule le géne codant

BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3 (BNIP3) limitant la surproduction de
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ROS via la mitophagie (H. Zhang et al., 2008; Chourasia et al., 2015; Sakellariou et al., 2016). HIF-
1 controle également I'expression de genes impliqués dans le métabolisme glycolytique
permettant de limiter 'utilisation de la chaine respiratoire et la production de ROS associée (J. Kim
et al., 2006). Enfin, HIF-1 favorise I'expression transcriptionnelle de génes antioxydants codant
pour les enzymes glutathion peroxydase GPX3 et 8 (Bierl et al., 2004; Bosello-Travain et al., 2015)
mais également pour la superoxyde dismutase SOD1 (Tuller et al., 2009).

Cependant, il est a noter que certaines études décrivent a contrario un réle de HIF-1 dans
le maintien de la réponse oxydante, en favorisant la transcription de genes codant des protéines
pro-oxydantes telles la xanthine oxydase ou encore la NADPH oxydase 4 (NOX4) (Hoidal et al.,
1997; Diebold et al., 2010).

ii.  L'hypoxie, HIF-1 et apoptose des pneumocytes de type Il

En 2005, Krick et al. montrent pour la premiere fois que I'exposition de Pll primaires de rat
a une hypoxie induit I'apoptose. Ces travaux mettent en évidence in vitro le flip-flop des
phospholipides membranaires, une diminution de 1,8% du nombre de cellules a 24h d’hypoxie, et
I’activation du facteur pro-apoptotique BNIP3 (Krick et al., 2005). L’induction de BNIP3 conduit a
la séquestration des facteurs anti-apoptotiques BCL-2 et BCL-XL et in fine a 'apoptose (Ray et al.,
2000). Au laboratoire, nous avons démontré que I'inhibition de HIF-1 parle YC-1 (Chun et al., 2001;
Li et al., 2008), limite I'effet de I'hypoxie sur I'expression du facteur pro-apoptotique Bnip3 et
restaure I'expression du facteur anti-apoptotique Bc/2 dans les Pll (Bernard et al., 2018a).

De facon intéressante, une résistance des Pll a 'apoptose est observée apres 24h de
culture en hypoxie (Krick et al., 2005). Cet effet pourrait étre la résultante de I'acquisition d’un

phénotype mésenchymateux.

iii. L’hypoxie, HIF-1 et la TEM des pneumocytes de type Il

En 2009, Zhou et al. montrent in vitro, qu’une exposition des Pll a I’'hypoxie pendant 4 jours
induit une perte d’expression du marqueur épithélial, la E-cadhérine, au profit de celle des
marqueurs mésenchymateux tels 'a-SMA et la vimentine (Zhou et al., 2009). L'implication du
facteur HIF-1a. dans le phénomeéne de TEM a été mise en évidence par la diminution des
marqueurs mésenchymateux suite au contrdle de la production et/ou de la sécrétion de TGF-f1.
Les résultats du laboratoire complétent ces données et montrent une expression des facteurs de

transcription SNAIL1 et TWIST1 dans des Pll exposés a une hypoxie chronique (Uzunhan et al.,
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2016). Les promoteurs des génes encodant ces facteurs de transcription possédent des éléments

HRE et sont régulés par HIF-1a. (Luo et al., 2011; M.-H. Yang et al., 2008).

¢) L’hypoxie : inducteur d’un stress du RE

Dans de nombreux organes, I’"hypoxie induit I'activation des voies de I'UPR. La culture de
fibroblastes en hypoxie révele pour la premiére fois une augmentation d’expression des transcrits
et des protéines chaperonnes (Koong et al., 1994). Une étude in vivo menée en 2010 a corrélé la
faible PO, au sein des tumeurs a I’activité de XBP1 épissé (Spiotto et al., 2010). De méme, le facteur
de 'UPR ATF4, est préférentiellement localisé dans les zones hypoxigues de tumeurs de souris (Bi
et al., 2005).

Les cinétiques d’activation des voies de I’'UPR en hypoxie different selon le type cellulaire.
Dans un modeéle de carcinome hépatique, dans lequel une hypoxie a été rapportée (Xiong et al.,
2017), des études évaluent durant 25 semaines, I'activation des voies de 'UPR. Dans ce modéle,
I'activité de IRE1 est précocement observée alors que I'expression des acteurs des voies de 'UPR
PERK et ATF60. est plus tardive. Par ailleurs, I'expression génique de CHOP est antérieure a
I’expression des voies de 'UPR, supposant un mécanisme de régulation dépendant de I’hypoxie
mais indépendant des acteurs de I'UPR (Vandewynckel et al., 2014). Dans d’autres types
cellulaires, tels les cellules endothéliales, Yang et al. réveélent une augmentation de I'activité de
PERK dans des cellules endothéliales exposées a 4h d’hypoxie et une augmentation d’expression
de CHOP 2h plus tard (Yang et al., 2014a). Dans des cellules du pancréas, I"hypoxie induit
également les voies PERK et IRE1 dés 4h d’hypoxie (Zheng et al., 2012).

Il est a noter que le TGF-f3, dont I’expression et la sécrétion sont augmentées en hypoxie
(Falanga et al., 1991; Hung et al., 2013) notamment dans les Pll (Uzunhan et al., 2016), conduit a
I'induction d’un stress du RE. Les voies de signalisation rapportées sont peu décrites, mais
semblent faire intervenir les SMAD, qui contrblent I'expression d’ATF4 (Gonzdlez-Gonzdlez et al.,

2018).

En hypoxie, la signalisation calcique est étroitement associée a la production de ROS. Dans
les Pll placés en hypoxie, I'augmentation de concentration cytosolique est dépendante d’'une
libération de calcium du RE consécutive a une production de ROS mitochondriaux (Gusarova et
al., 2011). Des études réalisées dans la levure confirment que la production de ROS

mitochondriaux augmente I'état oxydatif du RE (Leadsham et al., 2013). La proximité de la
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mitochondrie et du RE permet le passage des ROS mitochondriaux et plus particulierement I'H,0,
par diffusion. Cette augmentation permet de proposer 2 mécanismes directs ou indirects de
I’hypoxie dépendant de I'activation des récepteurs calciques présents a la membrane du RE. De
maniere directe, les ROS générés par la mitochondrie induiraient une S-gluthationylation des
résidus cystéines des récepteurs a la ryanodine (RYR) et des récepteurs a I'lP; (IP3R) (Bdnsdghi et
al., 2014; Donoso et al., 2011), et de maniére indirecte, les ROS produits dans le RE par ERO-1 et
NOX4, activeraient IP3R (Li et al., 2009) et RYR (Sun et al., 2011). En hypoxie, I'oxydation du canal
calcigue impliqué dans la réplétion du RE (SERCA) participe également a I'activation d’un stress du
RE (Pei et al., 2003; Dremina et al., 2007). La déplétion calcique du RE par les RYR et les IP3R, ainsi
gue linactivation des SERCA limitant la réplétion du RE en calcium, diminue I'activité des
chaperonnes. Il en résulte donc une accumulation accrue de protéines au sein du RE et I'induction

des voies de 'UPR.

Par ailleurs, la conformation mature des protéines dépend de la capacité des PDI a former
des ponts disulfures (Figure 25). L’activité de cette enzyme dépend de I'oxydoréductase ERO-1
dont la fonction dépend de I’O,. Une diminution de la PO, cellulaire conduit alors a 'inactivité
d’ERO-1, a la non régénération de I'état actif des PDI, a la diminution de la formation des ponts
disulfures et ainsi a I'accumulation de protéines non conformes au sein du RE résultant a

|’activation des voies de I’'UPR.

La caractérisation des mécanismes régulés par I’activation des voies hypoxiques d’une
part et des voies de I’'UPR d’autre part associée a leur description dans les cellules épithéliales
alvéolaires altérées de patients atteints de FPI, suggére une interconnexion de ces voies dans la

modulation de la dysfonction de ces cellules.
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HYPOTHESE ET OBJECTIFS GENERAUX DU TRAVAIL DE THESE

Bien que la présence d’une hypoxie alvéolaire et I'induction d’un stress du RE ont été
rapportées a de nombreuses reprises dans les pneumocytes de type Il (PIl) de patients atteints
de FPI de forme sporadique, aucune relation n’a été établie entre ces voies et la dysfonction
des CEAs. Ainsi, nous proposons I’hypothese générale selon laquelle I’état hypoxique des PII
induit I'activation des voies de 'UPR conduisant aux modifications phénotypiques de ces

cellules.

Ces travaux ont pour but de documenter I'implication de I'hypoxie et de HIF-1 dans la
pathogénese de la FPI en ciblant plus particulierement son réle dans I'induction d’un stress du
RE. Deux parties sont présentées dans ce mémoire, correspondant a la soumission de deux

articles originaux :

La premiére partie concerne le réle du stress du RE sur I'apoptose des PIl soumises a
I’hypoxie et la mise en évidence des mécanismes moléculaires impliqués.

La seconde partie expose I'implication du stress du RE sur la perte du phénotype
épithélial des PIll soumis a I'hypoxie et la mise en évidence de son réle central dans la

régulation des voies hypoxiques.

La réalisation de ce travail a fait intervenir des études in vitro, in vivo et ex vivo :

- In vitro, nous avons étudié les mécanismes moléculaires impliqués dans la
dysfonction des cellules alvéolaires exposées a I’hypoxie, avec un modele de
cultures primaires de cellules épithéliales alvéolaires (CEAs) de rat, ou, pour des
raisons techniques, des lignées de CEAs humaines.

- Invivo, nous avons exposé des rats a une hypoxie hypobare afin de confirmer les
résultats in vitro. Nous avons confirmé les faits marquants de notre travail sur un
modele murin traité a la bléomycine pour induire une fibrose pulmonaire.

- Ex vivo, nous avons testé notre hypothése dans des biopsies de patients atteints

de FPI.
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MATERIELS ET METHODES

1. Modele de rat exposé a une hypoxie aigue

Des rats Sprague-Dawley males de 4 semaines d’environ 150 g, fournis par le structure
d’élevage Janvier (Le Genest St Isle, France), sont stabulés, dans le respect des directives
européennes concernant la protection des animaux, au sein de I'animalerie de 'UFR SMBH de
Paris 13 (agrément #C9300801). En accord avec le comité d’éthique local (C2EA-06 APAFIS #7846),
les rats (n= 6-8) sont placés dans un caisson en polyméthacrylate de méthyle permettant de
maintenir, grace a une pompe a vide, une pression de 380 mmHg simulant une altitude de 5475
m soit une FiO, de 10,5% durant 16 h, 24 h, 48 h ou 72 h sans restriction de nourriture ni d’eau.
Les rats « contrdles » (n=6) sont logés dans la méme piece que la chambre hypobare. A I'issue du
protocole d’exposition, les animaux sont anesthésiés au pentobarbital par voie intra-péritonéale
(60 mg/kg avec un volume de 100 ml/100 g), puis une dose létale est administrée avant
exsanguination par section de I'artere abdominale.

Apreés trachéotomie et thoracotomie, une dérivation bronchique est réalisée. Par voie trachéale,
du paraformaldéhyde (PFA) a 4% est instillé a une pression de 20 cm d’H,0 pour fixer le poumon
gauche sans en altérer les structures internes qui sera utilisé pour des analyses
immunohistologiques. Les lobes du poumon droit sont conservés dans de I'azote et seront utilisés

pour des techniques de western blot et d’analyse de transcrits.

2. Prélevement humain

Les services de pneumologie et d’anatomopathologie de I’'H6pital Avicenne collectent et
traitent les biopsies pulmonaires de patients selon les protocoles acceptés par le comité d’éthique
local (CLEA-2017-040). Le diagnostic des patients atteints de FPI a été établi selon les directives du
conseil composé de I’American Thoracic Society (ATS), 'European Respiratory Society (ERS), la
Japanese Respiratory Society (JRS), et la Latin American Thoracic Society (ALAT) (n=3) (Table 2).
Des biopsies de zones a distance des lésions de patients atteints d’adénocarcinome sont utilisées
comme « contrdle » (n=3). Les échantillons fournis étaient conservés en bloc de paraffine et selon

la loi francaise, leur utilisation n’est pas soumise a I'obligation de consentement.
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Patient Patient FPI | Patient FPI Control 1 Control 2 Control 3
FPI 1 2 3
68 57 59 70 72 56

m Femme Homme Homme Homme Femme Homme

Statut de

*
MU 10 10 30 32 60 60
(CELTTE S
année)
ST CVFS8%  CVF73% | CVF 68%
fonction FEV1 96% FEV1 98% FEV1 71%

pulmonaire DLCO 40% @ DLCO 72% | DLCO 48%

Parenchyme Parenchyme Parenchyme
PIC PIC PIC éloigné de I’ éloigné de I’ éloigné de I’
adénocarcinome @ adénocarcinome adénocarcinome

Profil
histologique

Table 2. Données cliniques des patients. Tout les patients étaient fumeurs. CVF: Capacité vitale forcée; DLCO: Diffusion
capacity of the Lung for Carbon monoxide; FEV1: Forced Expiratory Volume in one second; PIC: Pneumopathie interstitielle
commune.

3. Immunohistochimie

a) Préparation des coupes

Le lobe gauche des rats est déshydraté dans des bains successifs d’éthanol croissant (50%,
70%, 90%), dans du xyléne puis inclus en paraffine. Des coupes sériées des blocs de paraffine de
biopsie de patients ou des poumons de rats sont réalisés avec une épaisseur de 5 um puis

déposées sur des lames SuperFrost Plus™.

b) Protocole d'immunohistochimie suivie d’'une révélation dans le visible

Aprés une étape de déparaffinage dans un bain de xylene puis d’hydratation avec des bains
successifs d’éthanol de 100% a 50%, les coupes sont placées dans une solution de citrate a pH6
puis chauffées a 95°C pour démasquer les sites antigéniques. Les peroxydases endogénes sont
inhibées par une solution de H,0; (3%) pendant 10 min puis les sites aspécifiques sont saturés
avec une solution de sérum de cheval et de bovin serum albumin (BSA) a 2%. Les lames sont
ensuite incubées avec I'anticorps primaire approprié sur la nuit a 4°C dans une chambre humide
(Table 3). Une étape de lavage au PBS-Tween 0,1% (PBS-T) précede I'incubation d’une heure a
température ambiante avec I'anticorps secondaire adéquat. De nouveaux lavages sont réalisés
puis les lames sont placées successivement dans :

- une solution de tris-acétate a pH 6 durant 5 min
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- une solution de 3,3'diaminobenzidine (DAB) filtrée (1,6 g de NaCl, 2 g de nickel, 96 mg de
DAB pour 200 ml de tampon) supplémentée avec H,0, a 3,75% durant 4 min

- une solution tris salinea pH 7,4

- une solution de cobalt durant 4 min

- del'eau distillée

- une solution de rouge nile pendant 2 min.
Aprés un rapide lavage dans de I'eau distillée, le montage des lames est effectué aprés des bains
successifs d’éthanol croissant (50%, 70%, 90%) puis de xyléne. La fixation de la coupe entre lame

et lamelle est réalisée a I'aide d’un milieu de montage.

c) Protocole d’'immunohistochimie suivie d’une révélation en fluorescence

Aprés déparaffinage selon le protocole exposé précédemment, les lames des coupes de
poumon de rats sont incubées avec une solution de blocage des sites aspécifiques d’albumine de
sérum bovin a 5% durant 45 min a température ambiante. Les lames sont ensuite incubées avec
les anticorps primaires appropriés sur la nuit a 4°C dans une chambre humide (Table 3). Le
lendemain, les lames sont lavées au PBS-T puis incubées 1 h avec une solution d’anticorps

secondaires conjugués aux fluorochromes AlexaFluor™ 488 et 568 (Invitrogen).

Type
Anticorps
d’échantillon Utilisation Dilution Fournisseur/Référence
(anti-)
traité
CHOP uv 1:100 Novus, NB600-1335
Humain HIF-1a uv 1:250 Novus, NB100-479
HIF-2c. uv 1:250 Novus, NB 100-132
CHOP uv 1:250 Santa Cruz Biotechnology, sc-575
Rat HIF-1a uv 1:400 Novus, NB100-479
o-SMA IF 1:500 Sigma Aldrich, A2547
TTF-1 IF 1:500 Seven hills, WRAB-1231

Table 3. Liste des anticorps utilisés pour I’étude protéique in vivo par immunohistochimie chez ’humain et le rat. UV :
révélation dans le visible. IF : révélation par fluorescence

Apres lavage, les lames sont incubées avec une solution de 4',6-diamidino-2-phénylindole (DAPI)
a une concentration de 300 nM durant 8 min, puis scellés sous lamelle a I'aide de la solution

Immun-Mount (Thermo Scientific). La prise d’image est réalisée avec un microscope a
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épifluorescence Axio Observer D1 (Zeiss) connecté a une caméra Retiga 2000R CCD reliée au

logiciel Image-proexpress 6.0 (Qlmaging).

4. Etude des lésions d’ADN

L’étude des lésions de I’ADN est effectuée sur les coupes de poumons de rat a I'aide du kit
In Situ Cell Death Detection (Roche). Aprés déparaffinage selon le protocole exposé
précédemment, les échantillons sont perméabilisés avec une solution de 20 ug/ml de protéinase
K diluée dans du Tris-HCl a pH 8 pendant 30 min a température ambiante. Apres lavages au PBS,
les lames sont incubées 1 h a 37°C a I'abris de la lumiére avec la solution TUNEL composée : de
polymeéres de nucléotides marqué au fluorophore la fluorescéine (Aex 488-Aem 520), et de
I'enzyme désoxynucléotidyl transférase terminale qui catalyse la réaction de polymérisation des
nucléotides sur les brins 3’ libres de I'ADN, résultant de |ésions. Apres lavage, les lames sont
incubées 8 min avec une solution de DAPI puis scellés sous lamelle a I'aide de la solution Immun-
Mount (Thermo Scientific). Les images sont réalisées avec le microscope Axio Observer D1 puis
traitées a I'aide du logiciel Imagel (U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA).
L'analyse du taux de cellules apoptotiques dans les poumons de rat est effectuée sur 5 champs
par coupes dans lesquels le nombre de cellules positives lors d’une excitation a A488 est rapporté

au nombre de noyaux total observé.

5. Culture cellulaire
a) Pneumocytes de type Il primaires de rat
i Isolement des CEAs

Les CEAs sont isolées a partir de poumon de rat selon un protocole respectueux des
directives européennes concernant la protection des animaux et validé par le comité d’éthique
local (C2EA-06 APAFIS #8150). Les animaux sont anesthésiés au pentobarbital par voie intra-
péritonéal (60 mg/kg avec un volume de 100 ml/100 g), puis sont injectés en intra-péritonéal avec
une solution d’héparine (2000U/ml, Panpharma). Une trachéotomie est réalisée afin d’insérer une
canule au sein de la trachée. Une dose létale est administrée avant exsanguination par section de
I'artére abdominale. Les poumons sont perfusés avec une solution de conservation (NaCl 5 mM,
KCl 1 M, HEPES 1 M, tampon phosphate 0,2 M, EGTA, glucose). Pour ce faire, la canule trachéale

est connectée a une seringue de 10 ml d’une part et une canule reliée a une seringue de 50 ml
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contenant la solution de conservation est insérée dans le ventricule droit du cceur d’autre part. La
solution de conservation est injectée en intra-cardiaque a débit constant de 300 ml/min et un
volume d’air de 8 ml est insufflé dans les poumons jusqu’a ce que les poumons adoptent une
couleur blanche. Le bloc cceur/poumon est prélevé puis rincé avec seconde solution (NaCl 5 mM,
KCl 1 M, HEPES 1 M, tampon phosphate 0,2 M, MgSQ,, CaCl,) puis de nouveau avec la solution de
conservation. Les poumons sont ensuite perfusés avec 15 ml d’une solution d’élastase (4 U/ml)
(Worthington) afin de digérer les composants de la matrice du poumon. Les poumons sont ensuite
dissociés mécaniquement dans une solution de DNAse (1 mg/ml) (Roche diagnostic). L’homogénat
pulmonaire est filtré a travers une bande de gaze puis deux filtres aux pores d’un diamétre de
100 um et 30 um. Aprés centrifugation, les CEAs sont purifiées par adhérence différentielle
pendant 45 min sur une boite de Petri du fabricant Greiner, sur laquelle les CEAs n’adhérent pas.
Le surnageant est centrifugé puis les cellules sont mises en culture dans du Dulbecco’s modified
Eagle medium (DMEM) supplémenté avec 25 mM de D-glucose, 10 mM d’hepes, 23,8 mM de
NaHCOs, 2 mM de L-glutamine, 10 % de sérum de veau feetal (SVF), 50 U/ml de pénicilline, 50
pg/ml de streptomycine, 10 pg/ml de gentamycine et 10 pg/ml d’amphotéricine B (Thermo
Scientific) et placée dans un incubateur humide a 37°C avec 5 % de CO,. Les CEAs sont cultivées
dans ces conditions pendant 3 jours, temps nécessaire a I'acquisition de la caractéristique de
production de surfactant. A I'issue des 3 jours, 95 % des CEAs présentent les caractéristiques de
Pll, id est produisent des corps lamellaires visibles par le marquage de la phosphorine 3R,
expriment la protéine SP-C et forment une monochouche avec la présence de jonctions serrées

mise en évidence par la localisation de ZO1 (Uzunhan et al., 2016).

ii. Exposition a I’"hypoxie et traitements

Les cellules sont ensemencées au jour 0 a une densité de O,44x106 ceIIuIes/cm2 en fond de
plague ou a une densité de 1x10° cellules/cm? sur filtre aux pores de 0,4 um de diametre
(Corning™ Transwell™, Thermo Scientific). Au jour 3, le milieu de culture est retiré, les cellules sont
lavées au PBS et les traitements (Table 4) dilués dans le milieu de culture des CEAs sont ajoutés.
Les cellules sont placées dans une chambre en polyméthacrylate de méthyle possédant deux
valves. L'une d’elle est connectée a une bouteille de milieux crystal (Air Liquide) contenant 95%
d’azote et 5% de CO,, la seconde est reliée a un oxymetre. A 1,5% d’0,, les valves sont fermées et
la chambre est placée dans un incubateur a 37°C. Les cellules contréles sont placées dans un

incubateur humide a 37°C avec 5 % de CO..

88



Traitements Fonction [finale] Disposition Référence

4-PBA Inhibiteurs des voies de 100 mM aucune Sigma Aldrich
Salubrinal "UPR 10 uM aucune Santa Cruz
Inducteur des voies de
Thapsigargine 20 uM aucune Sigma Aldrich
I'UPR
YC-1 Inhibiteur de HIF-1a 10 uM aucune Sigma Aldrich

6 h de prétraitement,
BAPTA-AM Chélateur de calcium 1uM retrait du milieu puis Sigma Aldrich

ajout de milieu frais

Table 4. Liste des traitements chimiques utilisés pour les différentes études. 4-phenylbutyrate (4-PBA) : inhibiteur des voies
de I'UPR, salubrinal : inhibiteur de la voie d’activation d’ATF4, YC-1 : inhibiteur de HIF-1a., (BAPTA-AM) : chélateur de calcium.

b) A549

La lignée de cellules alvéolaire humaines, les A549, fournis par le laboratoire ATCC,
posséde une efficacité de transfection 5 fois supérieure aux CEAs de rat, leur utilisation permet
ainsi de contourner la difficulté rencontrée dans les cellules primaires, d’étudier I'effet d’'une sous
expression de genes. Les A549 sont ensemencées au jour 0 a une densité de 25 000 cellules/cm?’
dans du DMEM supplémenté avec 25 mM de D-glucose, 10 mM d’hepes, 23,8 mM de NaHCO3;, 2
mM de L-glutamine, 10 % de SVF, 50 U/ml de pénicilline, 50 ug/ml de streptomycine, 10 ug/ml de
gentamycine et 10 pg/ml d’amphotéricine B (Thermo Scientific) et placée dans un incubateur
humide a 37°C avec 5 % de CO,. Au jour 2, les cellules sont incubées avec les siRNA de CHOP, HIF-
Iaou le scramble puis placées au jour 3 dans une chambre en polyméthacrylate de méthyle et le

taux d’O; est fixé a 0,5%.

6. Transfection
a) Présentation des plasmides

L’activité transactivatrice des différents éléments de réponse des facteurs HIF-a, des facteurs de
I'UPR ATF4, ATF6N et XBP1s, du facteur antioxydant NRF2 ou I’activité du promoteur de Chop sont
guantifiées par I'expression du géne rapporteur de la luciférase de Photinus pyralis cloné en aval
des séquences des éléments de réponse ou du promoteur de Chop. Un contréle minimisant la
variabilité expérimentale est réalisé par co-transfection d’un plasmide possédant les séquences
codant pour la luciférase de Renilla Reniformis. Les plasmides utilisés sont répertoriés dans la table

5.
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Plasmide Fonction Fournisseur/Référence

pGL4-HRE Elément de réponse de HIF-a. Promega, #9PIE400

Généreusement donné par

pGL3-AARE Elément de réponse d’ATF4
Mr le Pr Pierre Fafournoux
pGL4-ERSE Elément de réponse d’ATF6N/XBP1s Promega, #9PIE366
pGL4-ARE Elément de réponse de NRF2 Promega, #9PIE364
Généreusement donné par
pGL3-pCHOP Promoteur de Chop

Mr le Pr Pierre Fafournoux

Contréle de transfection : permet la normalisation de
la réponse luciférase des différents éléments de
pRL-SV40 Promega, #E2231
réponse ou du promoteur de Chop a la luciférase de

Renilla Reniformis

Table 5. Liste des plasmides utilisés pour les études d’activité transactivatrice et de promoteur.

La surexpression des plasmides (Table 6) contenant les séquences des génes codant les protéines
de fusion CHOP-GFP, HIF-la-hémagglutinine (HA) ou un mutant de HIF-1la (HIF-1aA-HA)
incapable de transactiver. Le plasmide vide pCDNA3 est utilisé comme contrdle de transfection
des plasmides HIF-1a et HIF-1aA et le plasmide codant la GFP est utilisé comme contréle de

transfection du plasmide CHOP.

Plasmide ‘ Fonction ‘ Fournisseur/Référence
pGL3-CHOP-GFP Surexpression de la protéine de fusion CHOP-GFP Addgene, #21898
pGL3-GFP Contréle : surexpresion de la protéine GFP Clontech, #632370
pcDNA3-HIF-1a-HA Surexpression de la protéine de fusion HIF-1a-HA Addgene #18949
pcDNA3-HIF- Surexpression d’une protéine HIF-1a. n’ayant pas la
Addgene #52215
laA-HA capacité de fixer 'ADN
pCDNA3 Contréle de transfection de HIF-1a et HIF-10A Invitrogen

Table 6. Liste des plasmides utilisés pour les études de surexpression de protéines.

b) Amplification des plasmides

Les plasmides sont transformés puis amplifiés dans des bactéries compétentes Escherichia coli
DH5q..
Les bactéries sont décongelées sur glace puis 100 ng de plasmide y sont ajoutés. La transformation

bactérienne est réalisée par choc thermique. Aprés 30 min sur glace, le mélange ADN/bactérie est
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placé 30 secondes a 42°C, 2 min sur glace, supplémenté avec un milieu favorisant I'efficacité de la
transformation (SOC) puis placé dans une étuve a 37°C pendant 1 h. Les bactéries sont ensuite
ensemencées sur des boites de Petri contenant du milieu lysogeny broth (LB) agar supplémenté
en antibiotique ; ampicilline ou kanamycine (100 ug/ml et 50 ug/ml respectivement) selon le géne
de résistance présent dans les différents plasmides.

Une des colonies bactériennes est repiquée et mise en culture a 37°C pendant 24 h sous agitation
dans du LB liquide supplémenté en antibiotique adéquat. La culture est centrifugée a 4000 rpm
pendant 15 min. L’extraction plasmidique est réalisée a I'aide du kit QlAfilter (Qiagen) et la
guantité d’ADN est évaluée par dosage au spectrophotométre Biospec-Nano a 260 nm (Life

Science, Shimadzu).

i.  Transfection par électroporation des pneumocytes de type Il

Afin d’étudier I'activité transactivatrice d’ATF4, ATF6N et HIF-a ainsi que I'activité du
promoteur de CHOP, les Pll sont transfectés par électroporation avec le systtme NEON™
(Invitrogen). Ce systéme permet d’appliquer un champ électrique dont la fréquence, 'amplitude
et la durée sont contrélés. Au jour 1 aprés isolement, les Pll de rat sont décollés par traitement a
la trypsine, centrifugés 8 min a 800 rpm et le culot est repris dans un tampon de resuspension
(fournis avec le kit) dans lequel sont préalablement dilués les plasmides d’intérét. L’ensemble est
rapidement récupéré a l'aide d’une pipette qui est ensuite connectée dans la cuve
d’électroporation. Notre protocole d’optimisation permettant d’obtenir une efficacité de
transfection de 20% résulte des conditions suivantes : 44.10" cellules pour 0,5 ug d’ADN et
concernant le systeme NEON™ 2 pulses de 20 ms a 1400 mV. Les cellules transfectées sont mises
en culture dans du DMEM supplémenté avec 25 mM de D-glucose, 10 mM d’hepes, 23,8 mM de
NaHCOs, 2 mM de L-glutamine, sans sérum ni antibiotique. Au jour 2 post-transfection, les cellules

sont exposées ou non a 1,5% d’0O, et aux différents traitements et placées a 37°C.

ii.  Analyse de 'activité des luciférases

Les activités des enzymes luciférase de Photinus pyralis des plasmides d’intérét et de
Renilla Reniformis du plasmide servant de controle de transfection sont évaluées a I'aide du kit
Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega). A lissue des différents traitements, les
cellules sont lysées et I’homogénat cellulaire est réparti sur une plague blanche de 96 puits. Le

substrat de la luciférase de Photinus pyralis est ajouté et aprés une bréve agitation, la
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luminescence résultant de I'activité de cette luciférase est mesurée a l'aide du lecteur de
luminescence Clarity™ (BioTek). Le substrat de la luciférase de Renilla Reniformis est ensuite
ajouté et la luminescence est quantifiée. Les résultats sont exprimés par la luminescence de

Photinus pyralis rapportée a celle de Renilla Reniformis.

c) Stratégie siRNA
i Hybridation des séquences

Les séquences sens et antisens des siRNA sont fournies par Invitrogen (Table 7). Une
solution de stock de chacun des brins sens et antisens est reprise dans de I'’eau pour une
concentration finale de 100 mM. Afin d’obtenir le siRNA fonctionnel, une étape d’hybridation
des deux brins est réalisée. Pour ce faire, 30 ul de chacun des brins sont ajoutés a 15 ul du
tampon d’hybridation (annealing solution) mis a disposition par le fournisseur. L’échantillon
est incubé 2 min a 95°C puis laissé 1 h a température ambiante et stocké a -20°C. La
concentration finale est de 100 mM. La vérification de I’hybridation est effectuée par

migration sur gel d’agarose a 3% durant 30 min a 75V.

Cible Séquence sens (5’-3’) ‘ Séquence anti-sens (5’-3’)
CHOP #1 AAGAACAGCAGAGGUCACAA UUGUGACCUCUGCUGGUUCUU
CHOP #2 GCCUGGUAUGAGGACCUGC GCAGGUCCUCAUACCAGGC

HIF-1o CUGAUGACCAGCAACUUGA UCAAGUUGCUGGUCAUCAG

Table 7. Liste des siRNA utilisés pour les études de sous expression de CHOP et HIF-1a.

ii.  Transfection par liposome

Au jour 2 apres ensemencement sur des boites de Petri p60, les A549 sont transfectées
avec les siRNA par la technique de lipofection selon le protocole de la Lipofectamine 2000
(Invitrogen). 1 ul de siRNA est dilué dans 75 ul de milieu OptiMEM. A cette solution sont ajoutés
15 ul de Lipofectamine et 60 ul d’OptiMEM. Cette solution de siRNA et Lipofectamine 2000 est
vigoureusement mélangée et placée 5 min a température ambiante. Les cellules préalablement
lavées au PBS sont recouvertes de 850 ul de DMEM sans antibiotique ni SVF puis incubées avec la
solution de siRNA. Aprés 4 heures, du milieu DMEM supplémenté avec antibiotique et 5% de SVF
est ajouté. Un contrdle de transfection est réalisé a I'aide d’une séquence aléatoire (scrambled)

fournie par Invitrogen déja hybridée.
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7. Analyse de I'expression de protéines par western blotting
a) Extraction et dosage protéique

L’étude de I'expression des protéines dans le poumon de rats exposés a I’"hypoxie est
effectuée a partir d’'une biopsie de 30 mg du poumon droit conservé a -80°C. La biopsie est
lavée au PBS puis broyée dans un tampon composé de 20 mM de Tris base, 150 mM de NaCl,
1% de Triton X100, 1% de SDS, 0,5% de déoxycholate et 0.01% d’un cocktail d’inhibiteurs de
protéases (Thermo Scientific) a I’aide d’'un homogénéiser Ultra-Turrax® (IKA) durant 3 minutes
a4°C.

L'étude de I'expression des protéines dans les pneumocytes de type Il de rat ou
humains, est effectuée a partir de cellules cultivées sur des plaques 6 puits exposées a
I’hypoxie avec ou sans traitement. Les cellules sont lavées au PBS froid puis décollées a I'aide
d’un grattoir dans un tampon de lyse contenant 62.5 mM de Tris-HCI (pH 6.8), 10% de glycerol,
2% de SDS and 0.01% d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases.

Les homogénats cellulaires obtenus in vivo et in vitro sont soumis a 3 cycles répétés de
sonication et de congélation dans I'azote liquide puis centrifugés a 13000 g pendant 30 min a 4°C
afin d’extraire les protéines. La quantité de protéines est évaluée par dosage colorimétrique basée
sur la méthode de réaction de I'acide bicichonigue (BCA) avec les ions cuivre oxydés a I'aide du kit

Pierce™ BCA (Thermo Scientific).

b) Western blotting

Afin d’évaluer I'expression de protéines ciblées dans les différentes conditions, 30 ug de
protéines totales sont prélevées et diluées dans le tampon de Laemmli contenant 60 mM de Tris-
Cl a pH 6.8, 2% de SDS, 10% de glycerol, 5% de B-mercaptoethanol et 0,01% de bleue de
bromophénol. Aprés dénaturation a 95°C pendant 6 min, les échantillons sont déposés sur gel
d’acrylamide de 7,5% a 12%. La migration électrophorétique est réalisée a 90 V pendant 30 min
puis 120 V pendant 1 h. Le transfert des protéines est effectué sur membrane de nitrocellulose a
90 V pendant 1 h 30 dans un tampon de transfert classique supplémenté de 20% d’éthanol. Apres
saturation des sites aspécifiques dans une solution de lait a 5%, la membrane est incubée avec les
anticorps primaires sous agitation a 4°C toute une nuit (Table 8). Aprés plusieurs lavages au TBS-
T, lamembrane est incubée 1 h a température ambiante avec les anticorps secondaires conjugués

a la peroxydase de raifort (HRP) (Dako). A la suite de plusieurs lavages, la membrane est incubée
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5 min avec une solution contenant le substrat de la HRP, Pierce™ ECL Western Blotting Substrate
(Thermofisher).

La quantification du signal luminescent résultant de la réaction de 'HRP avec son substrat
et la prise d’'images sont réalisées a I'aide du systéme d’imagerie ChemiDoc™ MP (Bio-Rad)
connecté au logiciel Image Lab™ (Bio-Rad). L’analyse des données reposent sur la quantification

des pixels a I'aide du logiciel Image Lab™. La 3-actin est utilisée comme protéine de ménage.

Anticorps (anti-) ‘ Dilution Fournisseur/Référence
ATF4 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, sc-200
ATF6-a. 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, sc-22799
XBP-1 1:1000 Sigma Aldrich, A37152
HIF-1a 1:1000 Novus, NB100-479
CHOP 1:1000 Novus, NB600-1335
Caspase 12 1:1000 Abnova, PAB8617
o-SMA 1:500 Sigma Aldrich, A2547
Vimentine 1:1000 Sigma Aldrich,V6389
B-actine 1:500 Sigma Aldrich, A2103

Table 8. Liste des anticorps utilisés pour I’étude protéique des pneumocytes de type Il murins et humains.

8. Analyse de I'expression de génes par RT-qPCR
a) Extraction d’ARN

L'étude de I'expression des transcrits dans le poumon de rats exposés a I’hypoxie est
effectuée a partir d’une biopsie de 30 mg du poumon droit conservé a -80°C. L’extraction des ARN
est réalisée a I'aide du kit Genelet (Thermofisher). Brievement, la biopsie est lavée au PBS, puis
broyée dans le tampon de lyse fournis dans le kit. L’élimination des enzymes dégradant I’ARN est
effectuée a I'aide d’une solution de protéinase K fournie. L’'homogénat est centrifugé a 13000 rpm
pendant 5 min puis traité selon les directives du protocole décrit par le fournisseur.

La concentration d’ARN extraits est évaluée par dosage au spectrophotomeétre Biospec-Nano a
260 nm (Life Science, Shimadzu).

L’étude de I'expression des transcrits dans les pneumocytes de type Il de rat ou humains
est effectuée a partir de cellules cultivées sur des plaques 12 puits exposées a I’hypoxie avec ou
sans traitement. Les cellules sont lavées au PBS froid, puis lysées dans le réactif TRIzol™
(Thermofisher) sous vive agitation durant 5 min. Le lysat est récupéré, complété avec 3 volumes

de chloroforme puis centrifugé 15 min a 12000 g. Les acides nucléiques présents dans la phase

94



aqueuse sont précipités a I'isopropanol. Aprés une nouvelle centrifugation de 10 min a 12 000g et
I’élimination du surnageant, un volume de 500 ul d’éthanol a 75% est ajouté. Les ARN sont repris
dans 20 ul d’eau exempte de nucléase puis leur concentration est évaluée.

b) Rétro-transcription

La réaction de rétro-transcription ayant pour but d’obtenir des ADN complémentaires
(ADNC) est réalisée a partir de 0,5 ug d’ARN totaux préalablement dosés. Cette étape est effectuée
a I'aide du kit de synthéese d’ADNc Maxima™ (Thermofiser). Brievement, 4 ul du mélange fournis
de désoxy-ribonucléotides, d’amorce aléatoires d’hexameéres, d’oligo désoxy thymine tri-
phosphate, 0,8 ul d’enzyme transcriptase inverse est ajouté a I’ARN ainsi qu’un volume d’eau
exempte de nucléase pour un volume final de 20 ul. Placés dans un cycleur thermique Techne Tc-
512 (Thermofisher), les échantillons sont soumis au programme suivant : 5 minutes a 25°C, 30

minutes a 42°C, 5 minutes a 85°C puis conservés a -20°C.

c) PCR quantitative en temps réel

L'études des transcrits est réalisée par l'utilisation de la technologie SYBR green I.
Brievement, 0,3 ul des mélanges d’amorces sens et anti sens de nos transcrits ciblés a une
concentration de 10 uM sont mis en solution avec 5 ul de Absolute qPCR SybrGreen Rox
(Thermofisher), 0,7 ul d’eau exempte de nucléase et de 4 ul d’ADNc préalablement dilué au 20°™e,
Les échantillons sont placés dans un cycleur thermique StepOnePlus™ Real-time PCR System
(Thermofisher), et soumis au programme suivant : 15 min a 95°C, puis 40 cycles selon les étapes
15 secondes a 95° C, 1 minute a 60° C. L’analyse des résultats est réalisée a 'aide du logiciel

AACt

StepOnePlus™ selon la méthode 2" ™. L’expression relative des différents transcrits (Table 9) est

en effet calculé comme suit et utilise la B-actine comme géne de ménage :

AACt = ACt (ARNm d’intérét échantillon — B-actine échantillon) — ACt (ARNm d’intérét contréle — B-actine contréle)
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Espéce

Séquence sens (5’-3') Séquence anti sens (5’-3')
étudiée
Tgf-p1 TGAGTGGCTGTCTTTTGACG TGGGACTGATCCCATTGATT
Ctgf CCTAGCTGCCTACCGACTGG CTTAGAACAGGCGCTCCACT
Zeb1 CCGTAAGTTCAAGTGCACCG GTGGGACTGCCACTGTGGAT
o Twist1 CTACGCCTTCTCCGTCTGGA CAATGACATCTAGGTCTCCGGC
Xbp1 GCTGAGGAGGAAACTGAAAAACA AGAGGTGCACGTAGTCTGAG
Chop TGTTGAAGATGAGCGGGTGG TGGACCGGTTTCTGCTTTCA
Bim TTACACGAGGAGGGCGTTTG CCAGACCAGACGGAAGATGA
[-actin ACCGTGAAAAGATGACCCAGA CACAGCCTGGATGGCTACGT
HIF-1a AGAGTCAAGCCCAGAGTCAC TGGGACTGTTAGGCTCAGGT
CHOP TTCTCTGGCTTGGCTGACTG CTGCGTATGTGGGATTGAGG
rumain CHAC1 CCTGAAGTACCTGAATGTGCGAGA GCAGCAAGTATTCAAGGTTGTGGC
[-ACTIN AGAGCTACGAGCTGCCTGAC AAAGCCATGCCAATCTCATC

Table 9. Liste des séquences des génes étudiés dans les pneumocytes de type Il murins et humains.

9. Immunocytofluorescence

La localisation de HIF-1a et CHOP est observée dans des Pll de rats cultivés sur lamelle
ronde de 14 mm placée en fond de plaque et exposées a 6 h d’hypoxie et I'expression de a-SMA
et TTF1 est évaluée dans des Pll de rats cultivés sur filtre et exposés 6 jours a I’hypoxie avec ou
sans traitement chimique. Apreés traitement, les cellules sont fixées 10 min avec du PFA 4% puis
les membranes sont perméabilisées avec une solution de Triton X100 a 0,1% durant 10 min sous
agitation. Les Pll sont ensuite incubés 30 min avec une solution de blocage des sites aspécifiques
a 2% de BSA puis 1 h avec les anticorps primaires (Table 10). Apres lavage au PBS-T, les cellules
sont incubées 1 h avec une solution d’anticorps secondaires conjugués aux fluorochromes

AlexaFluor™ 488 et 568 (Invitrogen) diluée au 1 :200.

Anticorps (anti-) Dilution Fournisseur/Référence
CHOP 1:100 Novus, NB600-1335
HIF-1a 1:100 Novus, NB100-479

201 1:200 Sigma Aldrich, AB2272
o-SMA 1:500 Sigma Aldrich, A2547
TTF1 1:200 Invitrogen, 180221

Table 10. Liste des anticorps utilisés pour I’étude protéique des pneumocytes de type Il de rat.
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Apres lavage, les lames sont incubées avec une solution de 4',6-diamidino-2-phénylindole (DAPI)
a une concentration de 300 nM durant 8 min, puis scellés sous lamelle a I'aide de la solution

Immun-Mount (Thermo Scientific).

10. Etude de l'activité des caspases effectrices 3 et 7

L’activité des caspases dans les poumons de rat ou les Pll en culture est évaluée a I'aide du
kit Caspase-Glo® 3/7 (Promega). 40 ug d’extraits protéiques sont déposés dans des puits de plaque
blanche de 96 puits. Une solution composée de luciférine modifiée contenant un domaine de
clivage pour les caspases 3 et de luciférase est ajouté a volume égal dans chacun des puits. La
plaque est ensuite placée dans un lecteur de luminescence Clarity™ (BioTek) et la lecture est
renouvelée toutes les 30 min pendant 2 h. Les résultats obtenus pour chaque condition sont

normalisés a leur condition contréle.

11. Analyses statistiques

Les données brutes sont soumises au test de normalité Shapiro-Wilk. Les échantillons
suivant une distribution selon une loi normale sont confrontés a un test paramétrique, et les
échantillons non distribués selon une loi normale sont confrontés a un test non paramétrique.
Dans le cas d’une comparaison entre deux conditions, le test de Student est appliqué comme test
paramétrique et le test de Mann-Whitney comme test non paramétrique. Dans le cas d’une
comparaison entre trois ou quatre conditions, une analyse de variance est appliquée comme test
paramétrique et le test de Kruskall-Wallis comme test non paramétrique. Lorsque P<0,05 alors la
différence entre les conditions est considérée comme significative. * : P<0,05, ** : P<0,01 et *** :

P<0,001 représentent une différence significative a la condition controle.
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RESULTATS

I. Réle de I’hypoxie et de HIF-1 sur le stress du RE et I'apoptose des pneumocytes de type Il

1. Objectifs de I'étude

L’expression de HIF-1 dans les pneumocytes de types Il (Pll) hyperplasiques des patients
atteints de FPI (Tzouvelekis et al., 2007) mais également de modeéles murins de fibrose pulmonaire
induite a la bléomycine (Weng et al., 2014), a permis de faire émerger le concept de la présence
d’une hypoxie alvéolaire localisée dans la fibrose pulmonaire. Par ailleurs, un stress du RE, observé
par I'expression des marqueurs des voies de 'UPR et du facteur CHOP, est induit dans les
pneumocytes situés dans les zones du poumon profondément remaniées (Lawson et al., 2008,
2011). De facon intéressante, in vitro, I’environnement hypoxique des PIl et notamment HIF-1
(Krick et al., 2005) d’une part, ou I'induction d’un stress du RE et notamment CHOP d’autre part
(Kamp et al., 2013) régulent des mécanismes moléculaires impliqués dans I'apoptose cellulaire.
Dans des travaux menés sur différents types cellulaires, la stabilisation de HIF-1 lors d’une hypoxie
gazeuse (Zheng et al., 2012; Yang et al., 2014a) ou chimique (Lopez-Herndndez et al., 2015)
engendre un stress du RE et I'expression des voies apoptotiques. Des études révelent que
I'utilisation d’inhibiteurs des voies de I'UPR tels le 4-PBA, prévient I'effet de I'hypoxie sur

I’apoptose des cellules (Qi et al., 2004; Zhu et al., 2014).

Cette étude a été menée afin de répondre a trois objectifs :
* caractériser I'effet de I'hypoxie sur les voies de I'UPR dans les PlII,
* évaluer le role des voies de I’'UPR dans I'apoptose de cellules en hypoxie,

e étudier la relation entre HIF-1 et les voies de I’'UPR.
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: Endoplasmic Reticwlum (ER) stress of alveolarepithelialcells (AECs) is recognized as a key event of cell
. dysfunction in pulmonary fibrosis (PF). However, the mechanisms leading to AECs ER stress and ensuing
: unfolded protein response (UPR) pathways in idiopathic PF (IPF) remain unclear. We hypothesized that
: alveolar hypaxic microenvironment would generate ER stress and AECs apoptosis through the hypoxia-
: indudble factor-1cx (HIF-1cx). Combining e x vivo, in vivo and in vitro expeniments, we investigated the

: effects of hypoxia on the UPR pathways and ER stress-mediated apoptosis, and consecutively the

. mechanisms linking hypoxia, HIF-1cx, UPR and apoptosis. HIF-1cx and the pro-apoptotic ER stress

: marker C/EBP homologous protein (CHOP) were co-expressed in hyperplastic AECs from bleomydn-

: treated mice and IPF lungs, notin controls. Hypoxic exposure of rat lungs or primary rat AECs induced
* HIF-1c, CHOP and apoptosis markers expression. In primary AECs, hypoxia activated UPR pathways.

. Pharmacological ER stress inhibitors and pharmacological inhibition or silencing of HIF-1a both

: prevented hypoxia-induced upregulation of CHOP and apoptosis. Interestingly, overexpression

* of HIF-1cx in normaxic AECS increased UPR pathways transcription factors activities, and CHOP

. expression. These results indicate that hypoxia and HIF-1cx can trigger ER stress and CHOP-mediated

: apoptosis in AECs, suggesting their potential contribution to the development of IPF.

¢ Idiopathic pulmanary fibrosis (IPF), the most common and severe form of interstitial lung diseases, is puholog
. ically characterized by a pattern of usual interstitial pneumonia (UIP) associating fibrotic r

. to honeycombing and abnarmal characteristics of the alveolar epithelial cells (AECs)'. IPF is thought to be tbc
. coasequence of repetitive micro-injuries of the alveolar epithelium, followed by inefficient repair and uncon-
. trolled activation and proliferation of (myo) fibeol . Alveolar type 11 (ATTI) cells, instead of proliferating to
: recover the denuded basal membrane, undergo apoptosis or a tranformation through epithelial- mesenchymal
: transition (EMT)". In addition, some AECs turn into hyperplastic cells with sbnormal activation and production

of pro-fibrotic factors®.
i Interestingly, endoplasmic reticulum (ER) stress tmrk:rs h.u‘ebeen evidenced in AECs fmm patients with
: IPE, suggesting a potential role for ER stress in the p is of the disease®”. To compensate cell damage and

: disturbed folding of proteins in the ER, the Unfoldcd Protein Respanse (UPR) npnlmg is induced. The three
: branches of UPR, ATN spliced X-box binding protein 1 (XBP1s) and ATF6a transcription factors are activated
. toinhibit protein translation, activate ER chaperone transcription and ER Activation Degradation (ERADY. If
i ER dysfunction is severe or prolonged, the UPR activation can result in fbrotic remodelling through induction of

: *Univarsita Paris 13, Sorbonns Pariz Cits, Laboratoire "Hypoxie & Poumon’ (EA 2363), F-33017, Bobigny, France.
. JAPHP, Hopital Avicanna, F-33017, Bobigny, France. institut National de la Recherche Agronomigua (INRA), UMR-
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. Champanella, France. ‘Sorbonne Universits, Faculte de Madecine, 75013, Paris, France. Comraspondence and
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Figure 1. Coexpression of CHOP and HIF- 1 in alveohr epithelial cells of bleomycin-induced lung fibrosis
in mice. CHOP (A-C) and HIF- 1 (D-F) are co-expressed (serial sections) in hyperplastic alveolar epithelial
cells (AECs) in and close to areas of pulmonary remodelling (arrow). No abelling was observed with isotypic
controls (G-1). Sections were counterstained with Nuclear Fast Red. BC are higher magnifications of A; EF of
D and HI of G; Original magnificatior: objective X200 (A,D,G), x 400 (BE,H) and x 1000 (CE1). Scale bars
represent S0pum.

EMT or activation of pro-apoptotic pathways* " in part via the induction of the pro-apopitotic transcription factor
(/EBP homologouas protein (CHOP)'' and regulation of its es Bcl2, Bim and Chac- 1'%,

While in some familial forms of pulmonary fibrosis the in - of ER stress could likely be related to the
accumulation of misfolded mutated surfactant proteins within the ER'*', the trigger(s) of ER stress induc-
tion in sporadic IPF is (are) still unknown. Considering the fact that hypaxia may promote ER stress in various
argans'™*, and that the expression of the ia-inducible factor Lo (HIF-1cx) has been previ reported in
AECs from IPF lungs', ew?bypotbenud WMhmwm-lumﬁbm:m
inducing prolonged ER stress and subsequent apoptosis of AECs in sparadic IPE.

Therefare, the objectives of the present study were: (1) to determine whether HIF- la and CHOP proteins were
co-expressed by AECs in lung tissue from IPF patients; (2) to evaluate whether micro-environmental
could activate the UPR pathways in rat AECs; (3) to decipher the molecular mechanisms linking hypoxia,
HIF- 1, ER stress and apoptosis in these cells. Our results show that HIF- 1 and CHOP proteins were both
detected in c AECs observed in IPF patients’ ] and in -induced
Sbmmmummﬁumntapoudw bmmumtlm’rmypmmdxd M
preventad by treatment with ER stress inhibitors salubrinal (SLB) and 4, phmyibutym(l-m)lndbyaiop
silencing. Finally, l*ﬂF-lumvnlvmmtheregnhhondthctnnmpuomlapaalyofATF!udATﬁal
XBP1sca their responsive elements, and CHOP expression was shown. Taken together, these results sug-

gest that hypoxia of the alveolar milieu and expression of HIF- o could promote UPR pathways, CHOP

wﬂwm%ﬁa&:mﬁmb@ﬂdﬁmﬂﬁmﬂymm
sis.

Results

HIF-1cx and CHOP are expressed in alveolar epithelial cells from bleomycin-treated mice and
in human IPF lung biopsies. Immunostainings on serial sections of mouse lungs analyzed 21 days after
bleomycdin intratracheal instillation showed that both HIF-1 o and CHOP were expressed in AECs in and dlose to
characteristic areas of alveolar and interstitial remodeling (Fig. 1 A-F). No labelling was observed in the lung of
control mice (data not shown). Analysis of lung biopsies from 3 IPF patients showed a characteristic UIP pattern
G,I-K). Expression patterns !ﬂPlaandCHOPmMedbylmmummmgdmdmﬁ:udlbue
biopsies and of control lung samples. HIF- 1o and CHOP were co-expressed in hyperplastic AECs located in
fibrotic areas displaying a typical UIP pattern (Fig. 2A-C.E-G,I-K). More precisely, at higher magnification, 2
supranuclear localization of both HIF- ludeHOPmd;uvedmthuecdls(Supplmhl IABEF). A
more diffuse cytoplasmic distribution was also observed in reactive AECs in less fibrotic regions

Fig. 1C,G). No sgnificant labelling was observed for HIF-2a in fibrotic areas (Fig. 11-K). Nomminingfa
CHOP, HIF-1cxor HIF-2ce was observed in alveolar or bronchiolar epithelial cells of normal control lung samples
(Fig. 2D,H 1 and Supplemental Fig. 1D,H) or in the preserved lung remote from pathological area.

»
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Figure 2. Co-expression of CHOP and HIF- 1w in alveolar epithelial cells of patients with IPE CHOP and
HIF-lox are in ic alveolar epithelial cells (arrow) in the UIP areas from 3 patients with
M(&)MMMMMW%OP(A and HIF-1c (E-G) in the same epithelial cdr;:::smal
sections of IPF lungs presenting a fibrotic pattern; no labelling for HIF-2 was observed (I-K). No labelkng foe
CHOP (D), HIF-1cx (H) or HIF-2cx (L) was detected in normal control lung, Sections were counterstained with
Nuclear Fast Red. Original magnification: objective X400. Scale bars represent 100jmm.

Hypoxia induces CHOP and apoptosis in ratlung. Immunchistochemistry experiments on rat lung
tissues revealed that exposure of rats to hypoxia (equivalent to 8% FIO,) for 24 h induced HIP-1« stabilization

and CHOP in expression specifically in the alveolar epithelium (Fig. 3A). The effect ia on i

s el b TUINEL i oo B P T, the o PN ciaed bk s it o

of rats exposed to hypoxia for 72 h, but not in normonic rat lungs (58 + 9 positive cells per field v5 0 in hypoxic

and normandic conditions, respectively). Mareover, there was a significant activation of effector caspase 3 (Fig. 3C)

(,u?dﬂlee;?msimiﬂiepm-apopmﬁcﬁmmm(&3D)inhqhmdmapo¢d‘8hlohwcm’:
< 0.05

Hypoxia induces CHOP and apoptosis in primary rat alveolar epithelial cells. Primary rat AECs
were exposed to 21% O; or 1.5% O; for 4h to 24 h. HIF- 1 protein was detected by western blotting in 3
cells after 4 h of exposure and its expression level increased progressively (Pig. 4A). No si
detected in normoxic AECx Similarly, a 2-fold overexpression of CHOP protein was observed in AECs after 2
4h-hypoxic exposure (P« 0.001) (Fig. 4B). Immunostaining of HIF- 1a and CHOP in AECs exposed to hypoxia
for 6h revealed that these transcription factors were both localized in the nucleus (Fig. 4C). At 24h of hypoxia,
caspase 3 activity was significantly increased (P 0.001) (Fig. 4D). Bim mRNA expression levels was markedly
upregulated after 24 b of hypoxia (7.56 + 3.51-fold change as compared with normaxic condition, P+ 0.05)
(Fig. 4E).

ER stressisinvolved in hypoxia-induced a poptosis of alveolar e pithelial cells through CHOP

ion.  ER stress is involved in hypoxia-induced apoptosis of alveolar epithefial cells.  As shown in Fig. 4,
ATF4 protein level (expressed as the ATF4/3-actin ratio) and ATFSo/ATFG ratio increased in a time-dependent
manner under hypaxic condition. As compared to normoxic condition, a 6 h-hypoxic induced a 8-fold
increase in ATF4 and a 5-fold increase in ATF6a/ATF6 ratio (P« 0.05) (Fig. 5A,B). The XBP! spliced form/
full-length protein (XBPIs/XBP1) ratio was significantly increased after 16 h hypaxia exposure (2-fold change as
compared with normoxic condition, P« 0.05) (Fig. 5C). Contral experiments showed that these proteins were
also induced by tunicamycin (Supplemental data 2). A significant increase in the capacity of both ATF4 and
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Fi 3. Hypoxia induces HIF- 1o, CHOP and apoptosis in rat] xposed to ia. Lungs of rats
nmwdm normouxia (Nx) (21% of O,) or exposed to hypoxia (Hx (8% FiQ,-like) during 24h, 48h or

72h were used for immunchistochemistry, TUNEL assay, apoptosis enzymatic assay and RT- qPCR analysis.
Paraffin-embedded rat lung serial sections were immunostained for HIF- 1a or CHOP and counterstained with
nuclear fast red Original magnification: X400 (A). Rat lung sections have been TUNEL-labeled (green) (shown
by arrow) and DAPI-stained (blue). Original magnification: X200, scale bars represent 100pum (B). The activity
of effectar caspase 3 was evaluated by enzymatic assay in rat lung homogenates (C). Bim mRNA expression
levels were evaluated in rat lung bomogenates by RT-gPCR (D). n = 6-8 rats per group. Data were submitted to
a Kruskal-Wallis one-way analysis of variance followed by a Dunn's multiple comparison tests with * P < 0,05
representing a significant difference 2s compared with normasxic conditian.
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Figure 4. Hypoxia induces HIF- 1o, CHOP and apoptosis in alvealar epithelial cells exposed to hypoxia.
Primary rat AECs were exposad to normaxia (Nx) (21% of O,) or hypoxia (Hx) (1.5% of O,) for increasing
times (4-24h). Protein levels of HIF-1ax (A) and CHOP (B) were evaluated by western blotting and were
normalized to the corresponding [3-actin signal. Rat AECs were exposed o 6 h-hypoxia and immunolabeled for
HIF- 1o (red) and CHOP (green). DAPI was used to stained nucleus (blus) (C). The activity of effector caspase 3
was evaluated by enzymatic assay (D). Expression of the pro-apoptotic marker Bim was evaluated by RT-gPCR
(E). n= atleast 5 independent AECs cultures. Data were submitted to a Kruskal-Wallis one-way analysis of
variance followed by a Dunn's multiple comparison tests. * P« 0.05, ¢ P+ 0.01 and *** P« 0.001 represent a
sgnificant difference as compared with normaxic condition.
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Figure 5. ER stress is involved in ia-induced alveolar epi cells Primary rat AECs were
phoedmna’mm(N:)(Zl%o(OJorapmedtohypm }{x)(ls%ofo,)iammgnmu(d-uh)
Protein levels of ATF4 (A), ATF60/ATFS ratio (B) and XBPIs/XBPI ratio (C) were evaluated by western
Quantification has been doneon at Jeast 5 t the densi
o3 e et aserke sy eete, o s oo
codmgforlln&ruer:ponuxn'nyofATFd(themmwdxupomedmem:MRE)(D)otATmh
(the endophsmic reticulum response element: ERSE) (E) and exposed to hypaxia for 6 h. Primary rat AECs
were placed in normaxia or exposed to hypoxia for 24h in the presence or absence of ER stress modulators
salubrinal (SLB, 100 pM) or 4-phenylbutyrate (4-PBA, lmmMTTheacﬁﬂydd'mcapnsechnhahd
by enzymatic assay (F), and expression of the pro apoptotic marker Bim was evaluated by RT-gPCR(G).
n= nkmSmdewdmapmmDmmmbmmdwawWahm-mamlyﬁsoﬁm:
followed by a Dunn’s multiple comparison tests, except for AARE and ERSE data submitted to a Mann-
Whitney analysis. P+ 0.05, and * * P+ 0.01: significantly different from control value in normoxic cells.
*P < 0.05: sgnificantly different from the value in untreated hypoxic cells. ns: non-significant difference between
normaxic condition and hypoxic condition.

ATF6J/XBP- 15 to transactivate their respective consensus responsive elements (AARE and ERSE) upstream the
luciferase gene was shown after a 6 h-exposure to hypaxia, as compared with narmoxic condition (P« 0.05)
(Fig. 5D.E). Towﬂmhtbempbcmd'hypmamdnudﬂmmmw AECs were treated with salu-
brinal (SLB) or 4-phenylbutyrate (4-PBA), two ER stress inhibitors™', before exposure to hypoxia. SLB and
4-PBA had no effect on caspase 3 activity in normaxic cells. As shown in Fig. 5F, the increase in caspase 3 activity
in response to a 24k hypoxic exposure was fully prevented by SLB and 4-PBA treatment. Both SLB and 4-PBA
blunted the hypoxia-induced increase in Bim expression (P 0.05) (Fig, 5G).

SCENTHCREPORTS| (2018 817939 | DOK10.2038/241553-018-36053-2

o

105



www.nature.com/scientificreports/

Relative Chop mRNA B
Relative Chop mRNA
=

*®

5 #
0
2h 4h &h 8h 16h 24h 2P
™ Hx M Hx
Cc D
:
% 16 . £
T
10
g §
=
2 5
i
&

Nx Hx sor s siCHOP
Nx Hx

E F
% + GFP + CHOP
- CHOP | — iMn
§ (e e NN
£ — | 694D8
]
&

GFP | — | 5008

G H

>

',ii 2 . % 3

@ .

- z 2

: P

J =2

i ol € ol

& “GFP  +CHOP “GFP  «CHOP

Figure 6. CHOP is involved in hypaxia-induced alveolar epithelial cells mdmmeM

was evaluated by RT-qPCR in primary rat AECs placed in normaxia (Nx) (21% of !ohypm
(Hx) (1.5% of O,) for increasing times (4-24h) (A) Chop mRNA expression was RT-gPCR in

rat AECs treated with 100pM salubrinal (SLB) or 100mM 4-phenybutyrate (4-PBA) and exposed

6h tohypuxn(lj%dog) (B). A549 cells were transfected with CHOPnRNAorsamﬂ:led(xr)siRNA.Zdh

after transfection, A459 cells were placed for 24 h in hypoxia (0.5% of ;). CHOP s was validated by
evaluation of CHOP expression by RT-gPCR (C) and western blotting (D). Expression of the targeted CHOP
pro-apoptotic marker CHAC- ! was evaluated by RT-gPCR in transfected A549 (E). AS49 cells were transfected
with an empty GFP vector (+GFP) or 2 plasmid coding for CHOP-GFP protein fusion (+CHOP). Transection
efficiency was evaluated by western blotting (F). Activity of effector caspase 3 (G) and BIM mRNA expression
(H)wemhntd:ﬁerl;{hcqomewhypm(O.S%ofo,) n = at least 5 independent experiments. Data
were submitted o a Kruskal Wallis one-way analysis of variance followed by 2 Dunn's multiple comparisan
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tests, except for caspase 3 xtmymdBleRNAcxptunnndﬂust:dmahhnn analysis.
4P 005, P 001 and ***P< 0.001: significantly different from normoxic control nhe(A.B from value in
normaxic cells transfected with scrambled si- RNA (C-E) or from GFP-transfected cells value (GH). P < 0.05
sgnificantly different from value in untreated hypoxic cells (B) or from value in hypoxic cells transfected with
scrambled siRNA (C-E).

CHOP contributes to hypoxia-induced apoptosis of alveolar epithelial cells.  As shown in Fig. 6A, Chop mRNA
transcripts markedly increased under hypoxic condition with a peak corresponding to a 9-fold increase at 6h of
exposare, as compared with normaxic condition (P« 0.001). Interestingly, treatment of hypoxic AECs with SLB
and 4-PBA prevented Chop mRNA upregulation (Fig. 6B) (P« 0.05). 'Ihnknangd'CHOPmlhmachmd
in A549. After verifying the efficiency of CHOP silencing on the mRNA and protein expression under
condition (Fig. 6C,D), muedmn%nonhmmdmdmhndm@@nhangm
blunted the hypaxia-induced increase in mRNA transcript levels of CHACI, 2 CHOP-regulated pro-apoptotic
gene (Fig. 6E). In a complementary experiment, CHOP was averexpressed in A549 cells by transfection of 2
CHOP-GFP protein expressing (Fig. 6F). Comdhsbmmademhtbehdbmcﬂmﬁspae
qunpﬁmem&mmmmnw the value ohserved in
cells transfected with the GFP empty vectar used as coatrol (P« 0.05) (Fig. 6G). The same effect was observed for
BIM mRNA (P« 0.05) (Fig. 6H).

HIF-1cx upregulates UPR pathways and CHOP in alveolar epithelial cells. We then documented
the implication of HIF- 1w in the induction of apoptosis and UPR pathways regulation. First, we verified the
efficiency of HIF-1«x pharmacological inhibitor YC-1 an the transcriptional activity of HIF- 1 (Supplemental
data 3A). Second, we canfirmed the capacity of A549 cells transfected with a plasmid coding for HIF-1a to trans-
activate 2 minimal promoter containing HRE specific consensus upstream the luciferase gene (Supplemental
data 3B). In Fig. 7A, we show that the increase in caspase 3 activity observed in hypaxic condition was com-
p]:h&yabohshedbyYC-l Interestingly, a significant increase in caspase 3 activity was observed in A549 cells
overexpressing HIF-la, as compared to control condition, i.e. cells transfected with an pcDNA 3.1 empty

?P < 0.05) (Fig. 78). No significant change was observed with HIF-1aA, 2 HIF-1a mutant unable to
transactivate™.

In rat cells YC-1 treatment com abolished the increase of the luciferase
uuvnymohmedita&mmwd ATFCGAIWXBPI:%mWWWgMRE
or ERSE specific consensus respectively (Fig. 7C E). Moreover, the co-transfection of A549 cells with a plasmid
encodmgﬂll’-lummhnmwnhlheAﬁ‘mmdmmoﬂheAmplsmdunm
apstream the luciferase gene resulted in a more than 2-fold increase in the luciferase activity compared to control
condition (P« 0.05) (Fig. 7D,F). No significant change was observed with themxﬁwmmmﬂll’-lnA

Incubation o‘pnma.ry rat AECs with YC-1 significantly blunted hypoxia-induced upregulation of Chop
mRNA expression (P« 0.05) (Fig. 7G). Conversely, transfection of normoxic AS49 with H[F—lumducedan
8-fold increase in Chop mRNA expression as compared with cantrol (Fig. 7H). No 5 change was
observed with the inactive mutant HIF- 1A, After we verified the effidency of HIF-Ia silencing in AS49 cells
exposed to hypoxia for 24 h (Supplemental data 4), we demonstrated that HIF- I a sRNA significantly reduced
CHOPmRNA levels (P < 0.05) (Fig. 71), as well as CHOP protein levels (P« 0.05) (Fig. 77) in respoase to hypoxia.

Discussion

Expression of ER stress markers has been evidenced in hyperplastic AECs from pulmonary biopsies of sporadic
IPF patients’, but the trigger(s) for epithelial ER stress in this context is (are) not clearly identified. Considering
lheﬁcuhnﬂll-'-luptmuspenﬁulxmu«lmAFL:fmlPFlungsorblmyon -treated mouse
lungs'***, we hypothesized that localized hypoxia and/or HIF- la may play a rale in this process. The
aim of the present study was therefore to investigate the potential involvement of hypoxia and/or HIF- 1o in the
modulation of ER stress and the subsequent pro-fibrotic features of AECs in the context of pulmonary fibrosis™”.
Our results provide evidence that 2 hypoxic microenvironment and the stabilization of HIF-1a induce ER stress
in AECs, the expression of CHOP, a pro-apoptotic factor currently used as a marker of ER stress in IPF7, and

subsequent apoptosis.
In the present study, mlpsoﬂ:.mgwulmdblmmyun induced pulmonary fibrosis in mice as well
_uUlPuasi_.n]uqhopaesunderh&m‘orlPF i evidenced the co-expression of HIF-1ce and CHOP

AECs covering the remodeled ymal air spaces. HIF-1o and CHOP were not detected in
&pmdhguwﬁmmhpdmammmdmwmmumm-
ment with two previous studies showing that the expression of HIF-1a is mainly restricted to AECs located
within fibrotic areas in IPF lungs” . Because HIF-1a protein is typically stabilized in case of axygen depriva-
tion, the expression of HIF- I observed in IPF lung could likely be due to localized alveolar hypaxia in remod-
eled parenchymal airspaces with compromised ventilation. In Ene with this hypothesis, Burman et al. recently

that localized sens fibrosis and could contribute to CHOP
TR tangr gt i b PRI mepeation il et o B s ki Sl CTIOP
remained unclear™. Alveolar hypoxia may also certainly be encountered during acute exacerbations of IPE. To
dnbendouhawledae.tbepramudhahed:hdnhypmbnmbea&uﬂbmmhmu
1PE, probably due 1o technical imitations. By contrast, experimentally, Weng et al. as Barman et al. demoastrated
!bepmofloahudbypona(mhuwnhqlwm lox expression) in fibrotic lung tissues from mice
treated with bleomycin using the hypoxyprobe staining technigue™***. However, it cannot be excluded that

(b8
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Figure 7. HIF-1a is involved in ER-stress induced CHOP-dependen in alveolar epithelial cells.
lemqmmmmmmm:mndam'tm:‘;F ltunhiauxYC-l (10puM)
and exposed to normoxia (Nx) (21% of O,) ar hypoxia (Hx) (1.5% of O,) for 24 h (A). A549 cells were
transfected with either an empty pcDNA3.1 vector or a plasmid encoding HIF- 1o or a mutated HIF- 1o (HIF-
1ceA) unable to transactivate. Caspase 3 activity was m d 48 h after transfection (B). ATF4 (C) or ATF6c/
XBP1s (E) relative transcriptional activities were evaluated in primary rat AECs treated or not with YC-1 and
exposed to normonda or hypoxda for 6 h. In A459 cells co-transfected with either an empty pcDNA3.1 vector
or 2 plasmid encoding HIF-1cx or 2 mutated HIF- 1o, ATF4 (D) or ATF6c/XEP1s (F) relative transcriptional
activities were measured 48h after trandfection. CHOP mRNA expression was evaluated by RT-gPCR in
primary rat AECs treated or not with YC-1 and exposed to normoxia or hypaoxia for 6 b (G). CHOP mRNA
expression was evaluated by RT-gPCR in A459 cells transfected with either an empty pcDNA3.I vectoror a
plasmid encoding HIF- 1 or mutated HIF- 1A 48h post-transfection (H). A549 cells were transfected with
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HIF-lx siRNA or scrambled (scr) SRNA, and exposed to hypoxia (0.5% of O,) for 24 h. CHOP expression
was evaluated by RT-gPCR (I) and western blotting (J). n = at least 5 experiments. Data were submitted to

a Kruskal-Walks ane- of variance followed by a Dunn's multiple comparison tests. *P< 0.05,
ss4ps 0001 mﬁcﬂyﬂl nnrmancco:lyﬂuhe(A.Cﬂ.%k) from value in normaxic
scrambled -transfected cells (I-]) or from value in normoxic pcDNA3.1-transfected cells (B,D,F.H). *P< 0.05,
sgnificantly different from value in untreated hypoxic cells (A C.EG), in hypaxic cells transfected with
scrambled siRNA (1-]), or in hypoxic cells trandfected with pcDNA3.1 (B.D,FH).

HIF-1o expression in IPF might be due in some cases to non-hypaxic triggers, as previoudy described in
other pathological
Whatever the cause of HIF- Iax stabilization in IPF lung, our immunostaining data suggest a link between
HIF-lox expression and ER stress, inasmuch as HIF- 1o-positive AECs appear to co-express the ER- stress marker
CHOP Supporting this hypothesis, we also observed in AECs from rats exposed to hypoxia the expression of both
transcription factors, HIE- 1o and CHOP, as well as the induction of apoptosis as assessed by TUNEL and caspase
3 activation assays, and the expression of the pro-apoptotic marker Bim. In vitro experiments confirmed the in
mumthomdmymMsbhmmamdepmdmlmdmofm lorand
CHOP expression, and both transcription factars were in the nucleus. Also, hypoxia induced caspase 3
activation and an increase in mRNA transcripts levels encoding Bim, as described in vivo. Next, our data strongly
saggest that hypoxia-induced apoptosis was, at least in part, related to the induction of the UPR pathways. The
three branches of the UPR pathways, ATF4, ATF6x and XBP-15, were clearly activated in primary rat AECs asa
result of exposure to hypoxia. Indesd, treatment of AECs with 4-phenylbutyrate (4-PBA), a FDA-approved drug
for the treatment of urea cycle disorder used as a chemical chaperone improving protein misfolding”™ , markedly
pmhd&ehnmm&aodmxmmeSmtymdBmupmw other studies have
dmud&u&qmmmtbeﬁkmuwaﬁnmrmhng&m environment in var-
ious situations, ie against hypoxia-induced pulmonary hypertension, hypoxia-i cardiovascular damage™
and more interestingly, EMT during bleomycin-induced fibrosis™. Salubrinal (SLB), considered as a selective
mochlamroﬁheATdedhmydungRmmedumdapopbm’ hd!hemee&nu(-mhghhg}n
ing the involvement of the UPR/ATF4 pathway in the induction of apoptosis in hypoxic AEC
Omdnadmprmd:ewdexethulhemmmpumfaﬂaCﬁOPplmamna!mkmhypm induced
apoptosis of AECs CHOP, a target of ATF4 and ATFS UPR pathways, is considered as oae of the most important
mediators of ER stress-induced apoptosis™. One well-accepted mechanism proposed for the pro-apoptotic role of
CHOP is that it can interact with transcri| the of the Bd2
i gty e, o A a2 o e a3 e
thepm apoptotic factor Chac- I, the overexpression of which strongly induces apoptosis'!. Here, we observed
dmtheupquhndeHOPmdnodbyhyymamAKammxfcdlyHumdbyﬁeuxdERmmhb-
itors, 4-PBA and SLB. In AEC sed to normonia, overexpresson of CHOP induced caspase 3 activity and
BIM expression. In AECs bbypana.CHOPpenlmungdurlyddeHAC! mRNA levels.
Although these findings strongly suggest a major role of CHOP in hypoxia-induced apoptosis, we cannot exclude
the involvement of additional totic as INK/AP-1 which transcri ac is known to
pmmmmmm mnglw o
Finally, we investigated the specific rale of HIF- 11 in hypoxia-induced ER stress and CHOP-mediated apop-
tosis in AECs, and whether HIF- 1 would be able per se to induce ER stress and CHOP-mediated apoptosis,
dently of 2 context. sis has been addressed in AECs and 2
e s bty el e e e e g ooy ey
tion of the Bcl-2 family member Bnip3, apro-apopmu:hrp!dHlF-lo.mhypancmm Our data confirm
the major role of HIF signaling pathway in hypaxia-induced apoptosis, as over-expression of HIF- 1o was zhle to
induce caspase 3 activity and Bim in normoxic AECs, whereas its pharmacological inhibition by YC-1 abolished
the increase in caspase 3 activity in hypoxic AECs. We also provide evidence that HIF- 1« in addition to its effect
on Brip3, can also induce apoptosis in AECs through the induction of UPR pathways and the up-regulation
of CHOP. Our results show that overexpression of HIF-1o increased ATF4 and ATF6/XBP1s transcriptional
activities in normaxic AECs, as well as the levels of Chop mRNA ts. Also,
bt of IE o 2 pose ABCscouap oty belibed the yonis e s st i ATP4 s ARG
XBPIs transcriptional activities. Finally, pbmxdopcdmhbmmofﬁlF-lamHlF-lopenlmmgbuh
markedly reduced the hypoxia-induced increase in Chop mRNA levels. It is well- known that CHOP is
activated by the three of the UPR !'_Therefoce, the of CHOP induced
mmm;thﬂykmm&mmdummdmdAﬂdmmlF&ﬂmhmw
activities. In a recently published study conducted oa HIF1/2 /- bleomycin-treated mice exposed to hypoxia, no
modification of CHOP expression was observed, and the authors proposed that the regulation of CHOP expres-
sion is independent of HIF™, However, as the effects of HIF deletion and/or hypoxic exposure on either ATF4
or ATF6/XBP1s expression were not documented in this latter study the question on the critical role of HIF-1
mCHOPrquhnmmmedapen.hnnmthyihnCHOPcouldalsobeldnenurgo‘HlF-lu.m
mnd:umalyuoﬁbeCHOPpmmourmkdthepcemceofnlan):peaﬁc Response Elements
sequences (— 89/—93 pb, — 330/ —334 pb and — 336/~ 340 pb upstream the lnnscnpbmmnmesequaxe)" It
ummmglonohﬂmtbemuhhqdecbofﬂll‘ lox on UPR pathways and CHOP expression we observed

in AECs are relitively cell-specific and not necessarily reproduced in other cell types. For instance, in [i-pancreatic

effect of aand the activation of the UPR to

md:pmdm%—ln?‘ Dylznmmmn.mbcmahma in emberyoaic fibroblasts "9“-1' i ofiliplﬁ:dm
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Age o G] E] 70

Gender Cw—rs Male Male Male

Semcking datus® (Pack Year) | 10 0 0 2

P [ FVCTN FVCa% s
DICO% | DLCOTI% | DLOD AR

Hisology e N | Gt ek ! | remote from kurg

Table 1. Patient clinical data. All patients were ever-smokers. Abbreviations FVC, Forced Vital Capacity;
DLCO, Diffusion capacity of the Lung for Carbon monoxide; FEVI, PudetpunbryVohnnemmezomd.

shown to exacerbate lipoapoptosis and to dramatically induce CHOP expression, as a consequence of the loss of
MKlowumm&eGiOPpmda"ThsedmmmmmngmeMsmm
or an inhibitor role for HIF- 1o on CHOP regulation highlight the cell type specificity of this
In conclusion, the present study demoastrates that hypoxia and HIF-1x per se induce UPR pathways and
CHOP-mediated apoptosis in AECs. Our results suggest that the localized alveolar hypaxia or at least the stabik-
zation of HIF- 1o in AECs could trigger ER stress and related cell damages, thus coatributing to the development
targeting the HIF/UPR/CHOP could esent 2 new tic
nmwlnmuhemmtd'pum fibrosis. 2w P e

;ﬂaheridsandullleﬂ'nods

tatement. ts and methods were in accordance with relevant and r
ulations. Methods fom and handling hnmwm were approved by the loalmmmg
(CLEA-2017-040). The requirement for signed informed consent was waived according to the French legislation.
Model of rat exposad to acute hypoxia and AECs isolation experiments were approved by the ethical committee
(C2EA-06, C9300801, APAFIS #7846 and 09300801, APAFIS #8150 respectively) and done in accordance with
the European Communities Council for animal

Human lung tissue samples. Formalin-fixed and paraffiin embedded tissue samples were obtained from
pulmonary biopsies of 3 IPF patients and normal lung areas in non IPF patients considered as controls (details

in Table 1).
Animal models. Bleamycin-induced lung in mice. A single intra-tracheal injection of bleom:
(3,5 Ulg body weight in 1004 saline) was an 8- weeh-oldn?n:lcCSHUﬂaplmdydumbzrn

Experiments were approved by our ethical committee (C2EA-06, C9300801 APAFIS £1258).

Model of rat exposed to acute hypoxia.  4-week old male Sprague-Dawley rats (n= 6-8 per group) were exposed
for 16, 24, 48 or 72 h to hypobaric hypaxia in 2 Plexighs chamber maintained at a pressure of 328 mmHg (simu-
lating 2 8% FIO,).

Rat alveolar epithelial cell lsolatton and culture. AECs were isolated from 4-week old male
Sprague- Duwkyrnsm toa eviously described™. Isolated cells consisted of 92% of AT1I cells,
and cell vizbility was 95%™. MmDMEMmmngZSmMD ghacose, 10mM Hepes, 23.8mM
NaHCO,, 2mM L-glutamine, l“‘oenlbounesam (FBS), 50 U/ml penicillin, 50 pg/m] streptomycin, 10 pg/
ml gentamycin, 10pg/ml amphotericin B (Thermo Scientific) and placed at 37°C with 5% CO, in 2 humidified
incubator. The human alveolar epithelial A549 cell line (ATCC) was used for gene silencing experiments.

Hypoxic exposure and drug treatments of alveolar epithelial cells.  Three days after isolation, pri-
rat AECs were exposed to 1.5% O; (equivalent to a 45 mmHg oxygen tension in cell medium). 100puM
(Sanhan)alOOdeMm&(l-M(ﬁmﬁmuﬂwmumpﬂhﬂplow

of YCI (Sigma) was used to inhibit HIF-1o expression. A549 cells were exposed to 0.5% O, to obtain the same

pattern as primary cells regarding UPR and apoptotic response to hypoxia™ 4.

Transient transfection of alveolar epithelial cells and luciferase assays. For each transcription
factor, a plasmid coding for a firefly luciferase gene dnwmrmnhndmrepmmcﬁuspeuﬁcrupmwek-
mm&m:epmhsbemco-wwdnpkaVﬁphmd( RL-SV40
expressed renilla reniformis luciferase (RL) downstreamn the SV40 promoter and was :ormalm.- Iadf-
erase respanse to the efficiency of the transfection. Primary rat AECs were transfected with plasmids containing
the hypoxia respanse element (HRE) for the specific binding of HIF, the amino acid respanse element (AARE) for
ATF4 or the endoplasmic reticulum stress response element (ERSE) for the binding of both ATF6x and XBP1s,
all cloned upstream the luciferase reparter gene. The plasmid encoding HIF- 1o (#181949, Addgene) was used to
decipher the role of HIF- 1o in UPR pathways and CHOP induction. The plasmid encoding CHOP-GFP (£21898,
Addgene) was used to decipher the role of CHOP in the induction of apoptosis. The empty plasmids pcDNA 3.1
(Invitrogen) ar GFP (#632370, Clontech) were used as control.
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ATT‘ hmhm.ludma-.m lll s-&h&wh&n) .

5 Fused peotain including readacs 31-310 of haman d
ATFta (palydomal rabbst) ATFe, ctvith e 11000 »c- 22799 (Santa Craz Bictechnology)

XEP| (polyclonal rabsbet) N-ter bursas XAP], crom- resct with ussan, mowe, it | 171000 AITI52 (Sigrmam Aldrich)
Fal h‘lhmﬂl(i-’.m--lnd-i‘h-:n.

CHOP (mowme monodonal) e 1710007 NBa0- 1335 (Novaa)
. Fuoed peota rendacy S30-325 of moume
HIF o (rabsbit polyclonal) | 3 :..,a_'.ﬁf" o et 1000 | NEB 100479 (Novea)

B-ACTIN (eablsit polyciomal) | Symthetic actin N-tex cooom react with mecae, bumes, | 1sgop | 42903 (Sigren Adrich)

r|

Chep TOTTGAAGATCAGOCOGTOG TOGACOGGTTTCTGCTTTCA

Kare TTACACGAGGACCGOGTTTG CCACACCAGACGGAAGATGA
Adctin ACOGTGAAMGATGAOCCAGA CACAGCCTGOATGGCTACGT
Human

CHOP TTCTCTOOCTTOGCTGACTG CTGCGTATGTOGCATTGAGG
CHACY CCTGAAGTACCTGAATGTOOGAGA GCAGCAAGTATTCAANGGTTGTOGC
SACTIN | AGAGCTACGAGCTGOCTGAC AANCCCATGOCAATCTCATC

Table 3. Primers used for Real- Time Polymerase Chain Reaction.

r|

HIF ax (rabbit plyclemal) | e B g e ol vt |V | NB100-079 (Nt
FIIF 2o (rabbit polyclonal) | G Term of rovae/hamman HIF- 2 prose= U0 | N 190 132 (Neoves)
CHOP (merane rcmscloral) | o lergth mome CHOP, o react with busman, |4y | Nge)- 1335 (Norwas)
Rt

HIF bax {rabbit pedyclonal) | Fiaes Protein indluding rexidacs $30-805 of mowe | gy | N3 100475 (Nowus)
(HOP (mibbit polyciorad) | Fal lergeh rowme CHOP s |

Table 4. Antibodies used for immunchistochemistry and immunofluorescence experiments.

AECs were transiently transfected with the NEON™ transfection system (Life Technologies) allowing a
25-30% transfection efficiency as previously described"’. The efficiency of transfection was controlled by western
blot evaluating the expression of the transfected genes.

Gene silencing in A543 cell line.  As transfection efficiency in primary rat AECs is low (less that 30% of
cells expressing the transgene), we used A549 for gene silencing experiments. A549 cells were transfected with
CHOP siRNA sequences Y AAGAACAGCAGAGGUCACAA-1tY, ¥GCCUGGUAUGAGGACCUGC-1tY or
with HIF- I siRNA sequence 5 CUGAUGACCAGCAACUUGA- 3’ using Lipofectamine® 2000 according to
the manufacturer’s instructions { ThermoFisher). Transfection eficiency reached 80%.

Westemn blot analyses. Total proteins from rat primary AECs and A549 cells exposed to normaxia or
hypaxia were extracted as previously described™ and probed with the appropriate antibodies (Table 2). Protein
ratios or expression levels were normalized to the correspanding expression level of anti-J actin, used as a loading
coatrol

RNA extraction and reverse transcriptase-polymerase chain reaction.  Total RNA was extracted
from rat AECs and A549 cells exposed to normoxia or hypoxia. Primers were designed to have 2 25-30 cycle
threshold values (Table 3).

Apoptotic pathways activation assay. Caspase-Glo 3/7% assay (Promega) was used in lung homoge-
nates, rat primary AECs exposed to hypoxia and in A549 cells transfected with plasmid coding for GFP or

CHOP-GFP protein (#21898 Addgene) to evaluate apoptosis. Briefly, 50pl of reagent containing a proluminescent
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anmad&duSpgd’celhmaTbedmdtbemhnmbythemBmtwﬁmh
nmphhbana aminoluciferin, which is consumed by the luciferase, generating 2 “glow-type” luminescent

sgnal that is proportional to caspase 3 activity.

Lung |mnuwh5mdmn|suy and cell lmmqmofluou'escence Sections of paraffin-embedded
treated mice and rat lung samples as lung bé from IPF and controls were incubated overnight at

4°C with anti-CHOP, anti-HIF- 1o, or anti-HIF-20 ies or with corresponding isotypes (Table 4). AECs

Mébmmm(lﬂq)mw&m 1o and CHOP. After fixation with 4%

and cell membrane permeabilization with Triton X100, cells were incubated overnight with
anti-CHOP and anti-HIF-1a antibodies (see Table 4). Next day, after three washes, AECs were incubated with
Alexafluor™ secondary antibodies solution. Nucleus was labelled with DAPL

Statistical analyses. Results were presented as means + SD. To evaluate differences between groups, all raw
data were submitted to a Mann-Whitney and Kruskal-Wallis One-way analysis of variance followed by a Dunn’s
multiple comparison tests in PRISM software (version 6, GraphPad). Graphics were performed by PRISM soft-
ware. A Pvalue < 005 was considered significant.
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2. Résumé des résultats

La technigue d’'immunohistochimie réalisée sur des biopsies de patients atteints de FPI a
mis en évidence une co-localisation apparente dans les PIl hyperplasiques du facteur de
transcription induit par I’"hypoxie, HIF-1, et du marqueur d’un stress du RE, CHOP. Ces résultats
sont également observés dans un modele murin de fibrose pulmonaire induite a la bléomycine.
Dans le poumon de rats exposés a 24h d’hypoxie hypobare, |I"’expression de HIF-1o. et CHOP est
spécifique des PII. Dans le modeéle in vivo de rat soumis a 48h d’hypoxie, I'expression du gene anti-
apoptotique Bcl-2 est réprimée alors que celle du géne pro-apoptotiques Bim est activée. A 72h
d’hypoxie, on observe I'apparition de lésions a I’ADN révélées par la technique du TUNEL.

Ces résultats in vivo ont été retrouvés in vitro dans des cultures primaires Pll de rat exposés
a une hypoxie de 1,5% d’0,. Le microenvironnement hypoxique auquel ont été exposés les PII
conduit a une stabilisation du facteur HIF-1a et dés 4h d’exposition ainsi qu’a une augmentation
de I'expression des facteurs ATF4, ATF6N et CHOP alors que la forme épissée de XBP-1 n’est
exprimée qu’apres 16h d’hypoxie. La localisation de HIF-1o. et CHOP est nucléaire. Les activités
transactivatrices d’ATF4 et d’ATF6N sur leur élément de réponse respectif (AARE et ERSE) sont
également augmentées a 6h d’hypoxie, traduisant I'activation des voies de I'UPR consécutives a
I'induction d’un stress du RE. L’expression de la forme épissée de XBP1, témoignant de son activité
apres clivage par I’endonucléase de IRE1, n’est observée qu’apres 16h d’hypoxie. Concernant la
réponse apoptotique, on observe apres 24h d’hypoxie la diminution d’expression de Bcl-2,
I'augmentation d’expression de Bim et I'induction de I'activité catalytique de la caspase 3.

Le réle crucial des deux facteurs de transcription HIF-1a. et CHOP dans I'apoptose des Pll a
été mis en évidence par I'utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques, de stratégie siRNA et de
surexpression. L’inhibition de HIF-1a ou CHOP limite significativement I'effet de I'hypoxie sur
I'apoptose des Pll, alors que dans un contexte normoxique la surexpression de ces facteurs
conduit a I'augmentation de I'activité transcriptionnelle de Bim ainsi que |'activation de la caspase
3. Par ailleurs, I'utilisation du 4-PBA, prévient I'induction de I'expression de CHOP et I'activation
des voies apoptotiques en réponse a I’hypoxie.

HIF-1o est également capable de réguler I'activation transcriptionnelle des voies de 'UPR
impliguant ATF4 et ATF6N. Une inhibition de I'expression de HIF-1a. limite la capacité
transactivatrice de ATF4 et ATF6N en réponse a I’"hypoxie alors qu’une surexpression de HIF-1a en
condition normoxique conduit a 'activation de ces facteurs de transcription. Dans ces deux

expérimentations, la modulation de I’'expression de CHOP est également observée.
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L'ensemble de ce travail montre que I'hypoxie induit I'activation des voies de I'UPR,
I'expression de CHOP et I'apoptose des PIl. HIF-1 semble étre le régulateur majeur de cette

réponse.

3. Discussion

a) Choix des modeles in vivo et in vitro

i. In vivo

Dans notre étude, le modeéle in vivo d’hypoxie consiste a placer des rats dans un caisson
hypobare dont la pression est fixée a 380 mmHg, mimant une altitude de 5475 m. Ce choix de
pression parait compatible avec la valeur de pression partielle en O, qui pourrait régner dans les
alvéoles (PA0;) des patients atteints de FPIl. En effet, chez ces patients, une PAO, d’environ 50
mmHg a principalement été rapportée (Agusti et al., 1991). Des travaux menés sur des rats placés
dans un caisson hypobare a différentes pressions atmosphériques ont corrélé la pression de 380
mmHg a une P,O, proche de celle observée chez les patients (LaManna et al., 1992). Par ailleurs,
tout comme dans le poumon de patients, I'expression du facteur de transcription HIF-1 et son
activité ont été décrites dans le poumon de rats exposés a une hypoxie chronique de 3 semaines
mais également une hypoxie aigue de 24 h (Shukla et al., 2009; W. H. Li et al., 2011; Diirmiiller,
2013).

Il existe un autre modéle animal d’exposition a I’hypoxie, dans lequel le parameéetre modulé
n’est pas la pression atmosphérique mais la fraction inspirée en O, (F/O,). Les animaux sont ainsi
incubés dans un caisson connecté en continu a un flux de gaz pauvre en O, et riche en azote. Une
pression atmosphérique de 380 mmHg correspond a une FiO, de 10%. Les modéles d’hypoxie
hypobare et normobare présentent une réponse ventilatoire a I'hypoxie différente mais les
parametres respiratoires tels la saturation artérielle en O, ou encore les valeurs de pH sont
correspondant dans les deux modeles (Savourey et al., 2003; Saugy et al., 2016). De plus, les
modifications morphologiques different peu selon le modele étudié (Sekhon and Thurlbeck, 1996;
Sheedy et al., 1996). Compte tenu des similitudes entre ces deux modeéles et le laboratoire ayant
a disposition un simulateur de haute altitude, I’"hypoxie hypobare a donc été choisie pour mener

a bien ces travaux.
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ii. In vitro

Dans nos travaux, des cellules épithéliales alvéolaires de rat ont été isolées a partir de
poumons de rat et exposées a une hypoxie normobare. Le protocole d’isolement (Feng et al.,
1993) permet d’obtenir une population cellulaire enrichie a 95% de PII. Cette pureté a été mise en
évidence par immunomarquage de la protéine pro-SPC dont I'expression est observée a 2 et 3
jours de culture mais également par le marquage de la phosphine 3R présente dans les corps
lamellaires (Uzunhan et al., 2016). Une exposition des cellules a 1,5% d’O, correspond a une PO,
proche de 45 mmHg, pression pouvant étre observée dans les alvéoles des patients atteints de FPI
a été sélectionnée. En effet, de nombreux travaux étudiant I'effet de I’"hypoxie sur les cellules
épithéliales alvéolaires utilisent cette méme exposition. Cette tension en O, conserve l'intégrité
des membranes cellulaires et n’est pas cytotoxique (Signorelliet al., 2010). En outre, la modulation
des voies hypoxiques a été bien décrite, notamment I'expression du facteur HIF-1a dés 2h
d’hypoxie (Krick et al., 2005; Zhou et al., 2009; Uzunhan et al., 2016; Bernard et al., 2018).

Les Pll ont été transfectés par électroporation afin d’étudier les capacités transactivatrices
des facteurs HIF, ATF4 et ATF6N mais également pour évaluer I'activité du promoteur de CHOP.
Dans nos expériences, I'électroporation est la technique permettant d’obtenir la meilleure
efficacité de transfection, aux alentours de 30%.

Pour nos études sur I'effet de la surexpression de CHOP et HIF-1a dans I'apoptose, la lignée
cellulaire A549 a été utilisée. Ces cellules cancéreuses partagent des propriétés propres aux PlI,
telles la production de surfactant et la production de corps lamellaires (Kondo et al., 2015; J. Wu
et al., 2017) et se substituent souvent a la culture des Pl (Krick et al., 2005; Zhou et al., 2009).
L'expression de HIF-1a, la cinétique d’expression des voies de I'UPR et I’expression de CHOP en
réponse a I’hypoxie ont été précédemment confirmées au laboratoire. Cependant, la PO, utilisée
pour I'exposition des A549 est de 0.5% O,., telle que décrite dans la littérature (Uchida et al., 2004;
Krick et al., 2005).

b) La régulation des voies de 'UPR et de CHOP en hypoxie

i Régulation de I'UPR par I’"hypoxie

Dans notre modele cellulaire, I'expression de XBP1 épissé n’est observée qu’a partir de
16h d’hypoxie. Aucune étude n’a été entreprise au laboratoire pour tenter d’expliquer ce retard
d’activation. Classiquement, lors de I'induction d’un stress du RE induit par le DTT conduisant a un

défaut de formation des ponts disulfures ou lors d’une dérégulation de I'homéostasie calcique
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engendrée par l'utilisation de la thapsigargine, une activation simultanée des 3 facteurs de
transcription de I'UPR est observée. Cette activation tardive de XBP1 en réponse a I'hypoxie,
consécutive a celle d’ATF4 et ATF6N, a cependant été décrite dans différents types cellulaires
exposés a la tunicamycine, antibiotique induisant une perturbation de la glycosylation des
protéines une accumulation au sein du RE, et a I'activation des voies de 'UPR (Yoshida et al., 2001;
Tsuru et al., 2016). Cet effet tardif de I’"hypoxie sur XBP1 pourrait donc étre la conséquence d’une
modification des protéines glycosylées comme observée lors d’un traitement avec la
tunicamycine.
En hypoxie, l'utilisation de l'inhibiteur de HIF-1, le YC-1, empéche l'induction de l'activité
transactivatrice des facteurs de I'UPR ATF4 et ATF6N. De plus, la surexpression de HIF-1a en
condition normoxique induit I'activité transactivatrice d’ATF4 et d’ATF6N, ce qui n’est pas le cas
du mutant dominant négatif de HIF-1a incapable de transactiver. HIF-1 parait donc impliqué dans
I'induction de I'activité de transactivation de ces facteurs de I'UPR. Les promoteurs des genes
codant les facteurs ATF4 et ATF6 ne contenant pas d’éléments de réponse a I’hypoxie, il serait
intéressant de vérifier si le role de HIF-1 sur I'expression des facteurs est lié a une régulation
d’éléments pouvant conduire a un stress du RE. En effet, la modulation des voies de I'UPR par
I’hypoxie a également été montrée dans la régulation du complexe associé au peptide naissant
lors de la traduction. Le réle supposé de ce complexe intervient dans le contréle du transport du
peptide néosynthétisé dans le RE (Pech et al., 2010). Une diminution de I'expression de cette
entité induit un stress du RE et une apoptose de cellules neuronales (Hotokezaka et al., 2009,
2015). Par conséquent, une vérification d’un potentiel lien entre HIF-1a et la régulation de ce
complexe pouvant expliquer la modulation d’activité des facteurs de I’'UPR pourrait étre réalisée.
Par ailleurs, 'augmentation de I'activité transactivatrice des facteurs ATF4 et ATF6N en
hypoxie pourrait s’expliquer par une interaction physique entre ces facteurs et HIF-1 qui jouerait
le réle de co-activateur (Dames et al., 2002). Des études in silico pourraient ainsi étre envisagées
afin d’étudier d’éventuelles interactions physiques directes entre HIF-1a et les facteurs de

transcription de 'UPR.

ii. Régulation de CHOP par 'UPR

Suite a l'induction d’un stress du RE, I'expression de CHOP est régulée par I'activité
transactivatrice des facteurs de transcription ATF4 et ATF6 via la reconnaissance de leur élément
de réponse respectif présent dans le promoteur de CHOP. Dans notre modele cellulaire, CHOP, de

méme qu’ATF4 et ATF6N, apparaissent dés 4h d’hypoxie. Ce résultat est en accord avec des
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données bibliographiques qui démontrent une expression de CHOP et de ces facteurs de 'UPR
suite a l'induction d’un stress du RE dans les cellules endothéliales ou pancréatiques exposées a
I’hypoxie selon des cinétiques similaires (Zheng et al., 2012; Yang et al., 2014a). Nos travaux in
vitro, révelent que le traitement des Pll au 4-PBA, inhibe I'activité transactivatrice des facteurs
ATF4 et ATF6N associée a une diminution d’expression de CHOP. L'utilisation du 4-PBA comme un
inhibiteur du stress du RE a été décrite dans de nombreux modeles cellulaires, mais également in
vivo (Rubenstein et al., 1997). Son mécanisme d’action conduit in fine a I'augmentation
d’expression de la chaperonne GRP78 mais également de co-chaperonnes permettant ainsi une
efficacité optimale dans le controle du repliement des protéines au sein du RE et une restriction
des voies de 'UPR (Kim et al., 2013; Jiang et al., 2018).

Afin de mieux appréhender le role de chacun des acteurs sur I'expression de CHOP en hypoxie,

des stratégies siRNA dirigées contre ATF4 ou ATF6 pourraient étre utilisées en complément.

iii. Régulation de CHOP par HIF-1

Nos expériences in vivo, mettent en évidence |'expression de HIF-1a. et CHOP dans les
cellules épithéliales alvéolaires de rats exposées a |I’hypoxie hypobare. Nous confirmons ces
résultats in vitro dans des Pll exposés a une hypoxie a 1,5% d’0,. De fagon intrigante, I'expression
des acteurs des voies de 'UPR et celle de CHOP sont concomitantes, il n’y a pas de délais
d’expression entre CHOP et les facteurs de 'UPR. Ces données ont déja été observées dans des
cellules du pancréas et des vaisseaux (Zheng et al., 2012; Yang et al., 2014a) et suggérent une
régulation indépendante de I’'UPR. Dans notre modele, HIF-1a est induit précocement par rapport
aux acteurs de I'UPR. Ce facteur de transcription peut potentiellement réguler le promoteur de
CHOP qui contient 3 éléments de réponse a I’hypoxie (HRE) (Yoo et al., 2014). Nous avons donc
étudié dans notre modele cellulaire la modulation du promoteur de CHOP par le facteur HIF-1a
(Figure 44). L'activité du promoteur de CHOP est augmentée en hypoxie, et I'utilisation d’un
inhibiteur de HIF-1, le YC-1, limite cette activité (Figure 39A). Par ailleurs, la surexpression de HIF-
1o dans des Pll en condition normoxique conduit a I'activation du promoteur de CHOP. En
revanche, le mutant dominant négatif de HIF-1la ne pouvant se lier a I'ADN n’induit pas
d’activation du promoteur de CHOP (Figure 39B). Ce résultat démontre que la capacité
transactivatrice de HIF-1 est nécessaire a l'induction du promoteur de CHOP. Nous avons
également étudié I'effet d’'une délétion d’une séquence du promoteur de CHOP contenant 2
éléments HRE (séquence de -442 a -318 paires de bases avant le site d’initiation de la

transcription). En hypoxie, I’activité de ce promoteur muté n’est pas induite. Ce résultat confirme
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I'implication de HIF dans la régulation de l'activité du promoteur de CHOP via sa fixation a son
consensus HRE situé sur le promoteur de CHOP (Figure 39C). Cependant, des analyses
complémentaires telles des mutagenéses dirigées spécifiquement sur les HRE doivent étre
réalisées pour confirmer ce résultat. En effet, la délétion du promoteur (de -442 a -318) ne se
retreint pas aux éléments de réponse a HIF mais contient sans doute d’autres séquences
régulatrices. L'effet observé pourrait donc ne pas étre spécifique d’une régulation directe par
HIF sur un HRE. De maniere intéressante, des travaux contradictoires démontrent que I'induction
du promoteur de CHOP en réponse a I’hypoxie est indépendante d’une interaction directe entre
HIF-1 et le promoteur de CHOP (Carriére et al., 2004). De plus, une étude récente réalisée sur des
souris invalidées pour HIF-1 et HIF-2 spécifiquement dans les Pll et exposées a la bléomycine ne
montre aucun effet inhibiteur sur I'expression de CHOP (Burman et al., 2018). |l serait cependant
intéressant de reproduire ces expérimentations avec un modéle de souris déficient seulement

pour I'expression de HIF-1.
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Figure 39. HIF-1a est impliqué dans I’expression de CHOP dans les pneumocytes de type Il exposés a I’hypoxie. Les Pll sont
transfectés avec un plasmide contenant le promoteur de CHOP en amont du géne rapporteur de la luciférase(pCHOP) incubés
avec le YC1 (10 um) et exposés 6h a I’'hypoxie (1,5% d’O,) (Hx) (A). Les Pll sont co-transfectés avec un plasmide contenant le
promoteur de CHOP en amont du gene rapporteur de la luciférase et un plasmide permettant la surexpression de HIF-1a ou
un mutant (HIF-1aA) incapable de transactiver (B). Les Pll sont transfectés avec un plasmide codant le promoteur de CHOP
(pCHOP) ou un promoteur délété (pCHOPA) des régions contenant 2 hypoxia response element (HRE) puis exposés a 6h
d’hypoxie (1,5% d’0O,). L'activité des promoteurs de CHOP est évaluée grace au géne rapporteur de la luciférase (C). Les
activités de promoteur sont évaluées par le systeme Dual-Luciferase® (Promega) et rapportées a la condition normoxie (A, C)
ou transfectée avec un plasmide vide pCDNA3 (B). N = 6 extractions de Pll, les données sont soumises au test non
paramétrique Kruskal-Wallis. *: P<0.05 (différence significative par rapport a la condition controle) et #: P<0.05 (différence
significative par rapport a la condition hypoxie ou HIF-1a).

Nos travaux ne permettent pas d’établir avec précision le mécanisme d’activation de CHOP
en hypoxie. Il serait intéressant de vérifier 1) I'interaction directe des facteurs des voies de 'UPR
mais également de HIF-1 sur le promoteur de CHOP par la technique de retard sur gel, 2) si HIF-1
et les facteurs de 'UPR peuvent co-activer I'expression de CHOP grace a des expériences de

mutations dirigées sur les différents éléments de réponse. En ce sens, une étude menée sur les
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cellules mammaires cancéreuses a mis en évidence la formation d’un complexe HIF-1/XBP1

impliqué dans la régulation de génes spécifiques de HIF-1 (Chen et al., 2014).

iv.  Autres régulateurs de I'expression des voies de 'UPR et de CHOP

Il est important de noter que d’autres voies hypoxiques indépendantes de HIF-
1 pourraient induire les voies de I’'UPR et ne doivent pas étre négligées. L'une de ces voies est la
production de ROS (Carriere et al., 2004). L’exposition des Pll a I’hypoxie induit la production de
ROS (Bernard et al., 2018). Cependant, l'utilisation d’un antioxydant, la N-acétylcystéine,
permettant la synthése de glutathion, n’a pas permis de mettre en évidence un effet limitant sur
la modulation de l'activité transactivatrice des facteurs ATF4 et ATF6N (Figure 40A-B), ni de
I'activité du promoteur de CHOP (Figure 40C) en réponse a I’hypoxie. Il est donc nécessaire de
réitérer cette expérience avec d’autres types d’antioxydants dont le mécanisme d’action serait

plus rapide, tels le hydroxyanisole butylé, un composé lipophile prenant en charge I’'H,0,.
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Figure 40. Le traitement a la N-acétylcystéine (NAC) ne module pas les voies de ’'UPR en hypoxie. Les Pll sont transfectés
un plasmide codant pour un gene rapporteur de la luciférase permettant de suivre I'activité transactivatrice d’ATF4 (amino
acid response element (AARE)) (A) ou d’ATF6N/XBP1 épissé (endoplasmic reticulum element response (ERSE)) (B) ou codant
pour promoteur de CHOP (pCHOP) (C). Les cellules sont ensuite traitées a la NAC puis exposées 7h a I’hypoxie (1,5%) (Hx) (A).
Les activités des éléments de réponse et du promoteur de CHOP sont évalués et rapportés a la condition normoxie. N = 3
extractions de PIl, les données sont soumises au test non paramétrique Kruskal-Wallis. *: P<0.05

c) Effet desvoies de I'UPR et de CHOP sur I'apoptose des pneumocytes de type
Il

Nos résultats montrent que I'exposition de Pll au 4-PBA limite I'induction des voies
apoptotiques en réponse a I'hypoxie. La culture des cellules en hypoxie en présence de 4-PBA
limite la diminution de I'expression du géne anti-apoptotique Bc/-2 (Figure 41), I'induction de
I'expression du gene pro-apoptotique Bim et I'activation de la caspase 3. Ces résultats sont

également observés lors d’une inhibition d’expression de CHOP par siRNA.
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L’utilisation d’un inhibiteur de la voie ATF4, le salubrinal, limite partiellement la régulation
de ces différents marqueurs en hypoxie. En effet, cette molécule limite I'activité catalytique de Ia
caspase 3, mais n’a aucun effet sur I'expression du géne Bcl-2 (Figure 41) suggérant que la voie

ATF4 n’est pas le seul mécanisme impliqué dans I'apoptoses des Pll en réponse a I’hypoxie.
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Figure 41. Le salubrinal prévient partiellement I'effet de I’hypoxie sur I’apoptose des pneumocytes de type Il. Les Pll sont
traités au 4-PBA (100mm) ou au salubrinal (100 um), exposés 24h a I’hypoxie (1,5%) (Hx) et I’expression du marqueur Bcl-
2 est évaluée par RT-gPCR. L’expression du géne est rapportée a la condition normoxique. N = 4 extractions de PlII, les
données sont soumises au test non paramétrique Kruskal-Wallis. *: P<0.05 et ns : différence non significative.

L'intervention d’ATF6N ou d’autres voies telles que la voie IRE1/INK pourrait étre
envisageable. De plus, nous avons démontré que I'exposition a I’"hypoxie induit également le
clivage et 'activation de la caspase 12, régulant une autre voie apoptotique dépendante d’un
stress du RE (Figure 42). L'effet du 4-PBA, qui est un inhibiteur a spectre plus large, doit étre testé

sur la régulation de ces différents facteurs.
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Figure 42. La caspase 12 est activée en hypoxie in vivo et in vitro. L'expression de la caspase 12 est évaluée par western blot
a partir des extraits protéiques des poumons de rats (A) ou de pneumocytes de type Il (B) exposés a une hypoxie.

d) Expression de HIF-1o et CHOP dans la fibrose pulmonaire

Notre étude histologique sur des coupes sériées de poumon de patients atteints de FPI
montre pour la premiére fois la co-expression des facteurs HIF-1a et CHOP spécifiquement dans
les pneumocytes de type Il (PIl) hyperplasiques. Cette étude suggere fortement un lien entre
I’activation de voies hypoxiques et I'expression de HIF-1a d’une part (Tzouvelekis et al., 2007;

Weng et al., 2014; Burman et al., 2018) et I'’expression de CHOP d’autre part (Korfei et al., 2008a;
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Yao et al., 2016). De facon intéressante, I'expression du facteur HIF-2 chez les patients atteints de
FPl est absent des PIl hyperplasiques. En revanche, ce facteur est observé dans les foyers
fibroblastiques (Bodempudi et al., 2014; Senavirathna et al., 2018). Ces données renforcent
I’hypothese d’une expression spécifique de HIF-1a. et HIF-2a en fonction des types cellulaires au
sein d’'un méme tissus. Une telle hypothése a par ailleurs été formulée dans les cellules rétiniennes
(Mowat et al., 2010).

Dans un modele murin de fibrose pulmonaire induite a la bléomycine, nos résultats
décrivent une expression de HIF-1 et CHOP dans des Pll hyperplasiques, dans des zones de fibrose
ou la PO, est vraisemblablement décrite comme faible (Weng et al., 2014; Burman et al., 2018).
Ces données sont confirmées par notre étude in vivo, qui met en évidence I'expression de HIF-1a
et CHOP dans les cellules épithéliales alvéolaires de rats exposés a une hypoxie hypobare.

Il s’agit désormais de comprendre le role de I'expression de ces deux facteurs et de définir
s’ils peuvent participer ensemble a la régulation de voies communes. En effet, des interactions
entre HIF-1 et des protéines C/EBP ont été décrites dans la régulation de cibles spécifiques (L.
Yang et al., 2008). Des expériences de co-immunoprécipitation entre HIF-1 et CHOP ont été
initiées au laboratoire afin de vérifier I'interaction entre les deux protéines. Par ailleurs, une étude
visant a indentifier d’éventuels genes cibles mutuellement régulés par les deux facteurs pourrait
étre menée in vitro. Pour ce faire, des extraits d’ARN de cellules transfectées avec CHOP ou HIF-1
ou co-transfectées avec ces deux facteurs pourraient étre étudiés par analyses transcriptomiques.
Le profil d’expression génique entre les cellules transfectées avec un seul de deux facteurs ou co-
transfectées avec CHOP et HIF-1 serait alors comparé afin de mettre en évidence I'induction de

genes notamment impliqués dans I'apoptose cellulaire.

De fagon intéressante, Burman et al. ont exposés des souris a une hypoxie de 14% d’0,
durant 21 jours. Les conditions expérimentales proposées, n’ont pas permis de mettre en évidence
d’activation des voies de I'UPR ni de CHOP. Ceci peut s’expliquer par I'absence de réelle hypoxie
alvéolaire. En effet, l'utilisation du pimonidazole, la sonde communément utilisée pour Ia
détection d’une pression partielle en oxygene inférieure a 60 mmHg, ne montre pas de zones
hypoxiques. Par ailleurs, les auteurs n’ont malheureusement pas réalisé de marquage du facteur
HIF-1. Il n’est donc pas possible de conclure quant a I'effet de I’'hypoxie et de HIF-1 sur I’activation
des voies de ’'UPR et sur CHOP dans ce modeéle in vivo. En revanche, dans ces travaux les auteurs
ont mis au point un modele de double agression chez la souris, qui repose sur une instillation de

bléomycine suivie d’'une exposition a I’hypoxie. Cette étude démontre le role potentialisateur de
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I’hypoxie sur le développement de la fibrose. L'implication de HIF d’'une part et de CHOP d’autre
part dans cet effet de synergie a été mis en évidence par I'utilisation de modéle de souris

invalidées pour ces deux facteurs (Burman et al., 2018).

En conclusion, notre étude révéle un lien étroit entre hypoxie, voie de 'UPR et apoptose
des pneumocytes de type Il et décrit le role crucial de HIF-1 dans cette régulation. Ces travaux
suggerent I'axe HIF-1/UPR/CHOP comme une nouvelle cible thérapeutique pour limiter

I’altération des pneumocytes de type Il et ainsi réduire le processus de fibrose pulmonaire.
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Il. Implication du stress du RE dans la TEM des pneumocytes de type Il induite par
I’hypoxie

1. Objectifs de I'étude

La perte progressive du phénotype épithélial des pneumocytes de type Il (PIl) au profit
d’un phénotype mésenchymateux est un élément incriminé dans la pathogenése de la FPI. Au
cours de ce processus de transition épithélio-mesenchymateuse (TEM), les cellules acquiérent des
propriétés migratoires et leur profil sécrétoire est modifié avec notamment la sécrétion de TGF-
. Ce médiateur soluble stimule la prolifération des fibroblastes et leur différenciation en
myofibroblastes participant ainsi a I’environnement pro-fibrosant du parenchyme pulmonaire.

Dans de nombreux tissus, une hypoxie chronique est un contexte propice a I'apparition de
TEM (Lu, 2012). L'effet de I'hypoxie sur ce processus cellulaire implique les facteurs de
transcription HIF. Dans les Pll, I'acquisition d’un profil mésenchymateux est observée in vitro dés
6 jours d’hypoxie et fait intervenir le facteur HIF-1 (Zhou et al., 2009; Uzunhan et al., 2016).

L'implication du stress du RE dans le processus de TEM a été mis en évidence dans de
nombreux types cellulaires mais également dans les Pll in vitro (Zhong et al., 2011). Le r6le d’une
déplétion calcique du RE, un événement décrit dans l'acquisition d’un phénotype
mésenchymateux, a été observé en réponse a une hypoxie (Gusarova et al., 2011). Les
mécanismes reliant le stress du RE et le calcium a l'induction de la TEM en hypoxie ne sont

cependant pas décrits dans les PII.

Deux objectifs ont guidé cette étude :

* caractériser le r6le des voies de 'UPR dans I'induction de la TEM observée dans

les Pll exposés a une hypoxie chronique,

* évaluerle role de ’'UPR dans le controle de I’activation de HIF-1.
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Abstract: Background: Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a chronic, progressive and fatal
interstitial lung disease of unknown origin. Alveolar epithelial cells (AECs) play an important role in
the fibrotic process as they undergo sustained endoplasmic reticulum (ER) stress, and may acquire a
mesenchymal phenotype through epithelial-to-mesenchymal transition (EMT), two phenomena that
could be induced by localized alveolar hypoxia. Here we investigated the potential links between
hypoxia, ER stress and EMT in AECs. Methods: ER stress and EMT markers were assessed by
immunohistochemistry, western blot and qPCR analysis, both in vivo in rat lungs exposed to normoxia
or hypoxia (equivalent to 8% O2) for 48 h, and in vitro in primary rat AECs exposed to normoxia or
hypoxia (1.5% Oz) for 2-6 days. Results: Hypoxia induced expression of mesenchymal markers, pro-
EMT transcription factors, and the activation of ER stress markers both in vivo in rat lungs, and in
vitro in AECs. In vitro, pharmacological inhibition of ER stress by 4-PBA limited hypoxia-induced
EMT. Calcium chelation or hypoxia-inducible factor (HIF) inhibition also prevented EMT induction
under hypoxic condition. Conclusions: Hypoxia and intracellular calcium are both involved in EMT
induction of AECs, mainly through the activation of ER stress and HIF signaling pathways.

Keywords: hypoxia; ER stress; alveolar epithelial cell; loss of phenotype

1. Introduction

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a chronic, progressive and fatal interstitial lung disease of
unknown origin. According to the prevailing hypothesis, IPF could be caused due to repetitive micro-
injuries of the alveolar epithelium, followed by inefficient and/or aberrant epithelial repair and
uncontrolled (myo)fibroblast proliferation, leading to excessive extracellular matrix deposition and
destruction of distal lung architecture [1]. Indeed, in IPF lungs, some alveolar epithelial cells (AECs)
become hyperplastic with abnormal activation and production of profibrotic factors such as TGF-1,
while other AECs undergo massive apoptosis. AECs may even acquire a mesenchymal phenotype
through a process of epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) [2—4]. In the last decade, chronic
endoplasmic reticulum (ER) stress of AECs has been recognized as a key pathogenic event in lung
fibrosis. ER stress is defined by the activation of the unfolded protein response (UPR) pathways to
restore ER homeostasis [5,6].

This implies activation of the following transcription factors: activating transcription factor 4
(ATF4), ATE6N, and spliced X-box binding protein 1 (sXBP1), in order to inhibit protein translation, to
increase chaperon synthesis, and to promote the ER activated degradation (ERAD) machinery.
Altogether, ER stress and the UPR activation contribute to improve protein folding, and limit the
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formation of protein aggregates. First described in familial cases of lung fibrosis due to surfactant
protein mutations, ER stress in AECs was also evidenced in sporadic cases of IPF [7,8]. We and others
recently proposed that localized alveolar hypoxia could represent an important trigger for ER stress and
subsequent UPR activation in AECs from sporadic IPF [9,10].

Localized alveolar hypoxia may likely occur in the course of IPF because of fibrotic lung
remodeling and collapse of distal airspaces. Accordingly, the expression of the hypoxia-inducible factor
la (HIF-1ax) has been evidenced in AECs from IPF lungs as well as in AECs from mouse lungs treated
with bleomycin, a drug known to induce pulmonary fibrosis [11,12]. We and others have reported in
vitro, that hypoxic microenvironment induces phenotypic changes of primary AECs characterizing the
EMT process. Indeed, HIF-1a can directly regulate EMT-inducing-genes through fixation on its hypoxia
responsive element (HRE), but also promotes the pro-EMT transforming growth factor 3 (TGF-p)
signaling pathways [13,14]. Furthermore, modulation of intracellular calcium has been reported in
AECs exposed to hypoxia [15] and could be related to the induction of EMT features [16]. Hypoxic
exposure may also lead to calcium depletion from the ER [15], thereby inducing ER stress. Although ER
stress may promote EMT in some cell types [17], the potential involvement of chronic ER stress in
hypoxia-induced EMT of AECs has never been studied. Here, we hypothesized that ER stress and
activation of UPR pathways could contribute to EMT-associated phenotypic changes observed in AECs
exposed to hypoxic stress, and that disturbance of intracellular calcium signaling could play a role in
this process.

The objectives of the present study were therefore to examine the role of ER stress in the induction
of EMT features in AECs exposed to hypoxia in vivo and in vitro, and to decipher the cellular
mechanisms involved. We particularly studied the potential role of calcium, an important determinant
of ER homeostasis. Our results provide evidence that ER stress and HIF-1 signaling pathways are both
involved in the induction of EMT of AECs exposed to hypoxia, and suggest that any disturbance of
intracellular calcium homeostasis plays a crucial role in this process.

2. Results

2.1. Acute Hypoxia Upregulates UPR Pathways and Induces Phenotypic Alterations of Alveolar Epithelial Cells
in Rat Lungs

To evaluate the effect of hypoxia on UPR pathways in vivo, rats were exposed to a hypoxic
atmosphere (equivalent to 8% FiOz) for 16 to 72 h. Compared to normoxia, exposure to hypoxia induced
the three pathways of UPR signaling in lung tissues, as shown by western blot experiments (Figure 1A-
C). A significant increase in ATF4 expression was observed after 24 h exposure (p < 0.05) as compared
to normoxia, with no significant decrease at 48 h exposure (Figure 1A). To study the activation of the
ATF6a pathway, the cleaved form of ATF6N (50 kDa) was quantified and the ATF6N/ATF6 ratio was
compared in normoxic and hypoxic conditions. When normalized to $-actin, the exposure of rats to 24
h hypoxia led to a 4.2-fold increase of the ATF6N protein level compared to normoxia (Figure 1B), as
well as an increase in the ATF6N/ATF6 ratio (2.8 + 1.1, p <0.05). This ATF6N expression was maintained
at 48 h of hypoxic exposure, and a more than two-fold increase of the ATF6N/ATF6 ratio was still
observed (2.08 £ 0.9). To study the activation of the XBP1 pathway, the spliced form of XBP1 (sXBP1: 55
kDa) was quantified, and sXBP1/XBP1 ratio was compared in normoxic and hypoxic conditions. When
normalized to {3-actin, exposure of rats to 24 h hypoxia led to a 3.8-fold increase of the sXBP1 protein
level compared to normoxia (Figure 1C). This expression was maintained at 48 h of hypoxic exposure.
However, no change in the sXBP1/XBP1 ratio was observed.

Expression of epithelial and mesenchymal markers was studied in parallel in lung homogenates of
rat exposed to a 72 h-hypoxia. A 3-fold increase in the protein expression of a-SMA and vimentin was
observed in hypoxic condition, as compared with normoxic condition (p <0.01 and p <0.01, respectively)
(Figure 1D,E). In a previous work, our team demonstrated that hypoxia induces in vitro the expression
of Tgf-B1, Ctgf, Zeb1 and Twist] mRNA in AECs, four well-known genes involved in the process of EMT
[18]. The effect of exposure to 48 h hypoxia on mRNA transcript expression levels of all these markers
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was therefore studied in rat lung homogenates (Figure 1F). As compared with normoxic condition, a
significant increase in Tgf-p1 expression, Ctgf, and Twist]1 was observed in hypoxic lungs (p < 0.05), while
no significant modulation of Zeb1 expression was observed in the hypoxic condition (Figure 1F). Finally,
the expression and the localization of a-SMA and TTF1 (used as a marker of alveolar epithelial cells),
were studied by immunofluorescence (Figure 1G,H). In hypoxic condition, co-immunostaining studies
strongly suggest that a-SMA and TTF1 were co-expressed in some AECs (Figure 1H), consistent with
an ongoing process of EMT.

2.2. Activation of UPR Pathways is Involved in the Loss of Alveolar Epithelial Cell Phenotype Induced In Vitro
by Hypoxic Exposure

Activation of UPR pathways was confirmed in vitro in primary rat AECs exposed for 6 h to
hypoxia. As compared with normoxia, hypoxia led to a significant increase of ATF4 and ATF6N/ATF6
ratio protein expression (p < 0.01) (Figure 2A,B). Of note, we recently reported that the XBP1 spliced
form was induced only after 16 h of hypoxic exposure [10]. In primary AECs transfected with plasmids
coding for luciferase reporter activity of amino acid response element (ATF4-luc) or ER stress response
element (ATF6N/sXBP1-luc), a significant induction of the luciferase activity was observed in response
to hypoxia (p < 0.01) (Figure 2C,D). The ER stress inhibitor 4-phenylbutyrate (4-PBA), known as a
chemical chaperone, limits UPR pathway activation. Indeed, treatment of AECs with 4-PBA fully
prevented the increase in ATF4 protein expression and the ATF6N/ATEF6 ratio (p < 0.05) (Figure 2A,B).
Furthermore, treatment with 4-PBA also abolished the increase in ATF4 (Figure 2C) and ATF6N (Figure
2D) response element activities induced by hypoxia (p < 0.05).

We and others have previously demonstrated that a 6 day-exposure to hypoxia led to a change of
AECs morphology, as illustrated by alteration of ZO-1 staining and the loss of TTF1 expression [18]. To
investigate the implication of UPR pathways in this phenomenon, AECs were incubated with 4-PBA
and cultured for 6 days under the hypoxic condition. As shown in Figure 2E, exposure of AECs to
hypoxia led to a decrease in TTF1 expression and to modifications in cell morphology as assessed by
ZO-1 staining. Although incubation of AECs with 4-PBA limited TTF1 and ZO-1 decreases, no
significant modification in cell morphology was observed by ZO-1 staining. Then, Tgf-p1, Ctgf, Zeb1 and
Twist] mRNA levels were measured in rat primary AECs exposed for 48 h to hypoxia in the presence
or absence of 4-PBA (Figure 2F-I). Treatment of AECs with 4-PBA fully prevented the hypoxia-induced
increase in Tgf-p1, Ctgf, Zeb1 and Twist] mRNA levels (p < 0.05) (Figure 2F-I).

2.3. Calcium Chelation Limits Cell Alterations and UPR Pathways Activation in AECs Exposed to Hypoxia

A fine tuning of calcium concentration is essential for ER homeostasis [19]. In AECs, hypoxia may
induce calcium influx through L-type calcium channels located at the plasma membrane [20], as well as
calcium depletion of the ER [15]. However, little is known about the role of intracellular calcium
modulation on ER stress regulation. We first evaluated the involvement of calcium in hypoxia-induced
loss of AECs phenotype. The cell permeable 1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N,N-tetraacetic acid
(BAPTA-AM) was used to chelate intracellular calcium. No change in cell morphology or phenotype
was observed in normoxic-AECs treated with BAPTA-AM. Pre-treatment of AECs with BAPTA-AM
just before a 6-day hypoxic exposure prevented the changes in cell morphology induced by hypoxia as
illustrated by ZO-1 staining and the decrease in TTF1 expression (Figure 3A). The key role of calcium
in the change of the AECs phenotype under hypoxia was reinforced by the observation that treatment
with BAPTA-AM blunted the expression of Tgf-f1, Ctgf, Zebl and Twist] mRNAs in hypoxic AECs (p <
0.05) (Figure 3B-E).

Furthermore, any expression and transcriptional activity of ATF4 and ATF6N/sXBP1 were fully
prevented when AECs were pre-treated with BAPTA before exposure to hypoxia (Figure 4A,B and
Figure 4C,D, respectively, p < 0.05).

2.4. Pharmacological Inhibition of UPR Pathways and Chelation of Calcium Modulates HIF-1 Expression and
Activity
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Numerous studies reported that HIF transcription factor could be involved in loss of AECs
phenotype [21]. In our model, we showed by immunochemistry that treatment of AECs with the HIF-1
inhibitor YC-1 partially blunted the hypoxic effects on ZO-1 and TTF1 expression (Figure 5A). YC-1
limited TTF1 decrease in response to hypoxia, but no effect on cell morphology as assessed by ZO-1
expression was observed. As ER stress inhibition or calcium chelation also prevented the effect of
hypoxia on ZO-1 and TTF1 expression, we next investigated the impact of UPR pathways inhibition or
calcium chelation on HIF-1a stabilization and HIF capacity to transactivate the hypoxia responsive
elements (HRE) upstream the luciferase gene in response to hypoxia (Figure 5B,C). In AECs exposed
for 7 h to hypoxia, HIF-1a protein expression (Figure 5B) and the HRE activity (Figure 5C) were
significantly increased as compared with normoxia (p < 0.05 and p < 0.01 respectively). Interestingly,
treatment of AECs with either 4-PBA (to limit ER stress), or BAPTA-AM (to chelate calcium) during
hypoxic exposure, completely suppressed the accumulation of HIF-la protein (Figure 5B) and
significantly blunted HIF transcriptional activity (Figure 5C) (p < 0.01), suggesting a link between ER
stress, intracellular calcium concentration and the HIF pathway.
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Figure 1. Hypoxia induces UPR pathways and modulates epithelial and mesenchymal markers
expression in lungs of rats exposed to hypoxia. (A) Lungs of rats stabulated in normoxia (Nx) (21% O2)
or exposed to hypoxia (Hx) (equivalent to 8% FiOz) during 16 h, 24 h, 48 h or 72 h were isolated and used
for western blotting, immunohistochemistry and RT-qPCR analyses. Western blot of ATF4 protein, (B)
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ATF6N/ATEF6 and (C) spliced XBP1 (sXBP1)/XBP1 were performed in lung homogenates. Representative
blot of n = 8 experiments is shown. Quantification has been done and expression levels of ATF4, ATF6N
or sXBP1 was reported to the [3-actin expression level for each condition. Raw data were submitted to a

Kruskal-Wallis one-way analysis of variance. *

indicate a significant difference as compared with
normoxic condition (p < 0.05). (D) Western blot of a-SMA protein and (E) vimentin were performed in
lung homogenates from rat exposed to a 72 h-hypoxia. Representative blot of =5 experiments is shown.
Quantification has been done and the expression of a-SMA (D) and vimentin was reported to the [3-actin
expression for each condition. Raw data (1 = 5 rats in each group) were submitted to a Mann-Whitney
test and relative expression was represented. (F) mRNA transcript expression levels of Tgf-f1, Ctgf, Zeb1
and Twist] in lungs homogenates of rats exposed 48 h to hypoxia were quantified by qRT-PCR using
2-MCT method and reported to the normoxic condition. Raw data (n = 5 rats in each group) were
submitted to a Mann-Whitney test and relative expression was represented. (G) Immunostaining of a-
SMA or TTF1 were performed on 5 pum slices of paraffin-embedded from the left lobe of rat lung exposed
to 72 h normoxia or hypoxia. A representative picture of at least n =5 independent experiments for each
condition has been presented. Original magnification: x 200 and scale bars represent 20 um. Raw data
were submitted to a Mann-Whitney test and relative expression was represented. (H) Co-staining for a-
SMA (magenta), TTF1 (yellow), and DAPI to localize nuclei (in cyan) is shown (original magnification:
x 400 or x 1000). Percentage of a-SMA or TTF1 positive cells in the lung of rats exposed 72 h to hypoxia
as compared to normoxia (1 = 5 rats in each group). Raw data were submitted to a Mann-Whitney test *
and ** indicate a significant difference as compared with normoxic condition with a p <0.05 and p < 0.01,
respectively.
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Figure 2. Inhibition of UPR pathways prevents loss of alveolar epithelial cells phenotype in

primary rat alveolar epithelial cells exposed to hypoxia. Isolated primary rat AECs were cultured in
normoxia (Nx) (21% O:) or hypoxia (Hx) (1.5% O2) during various periods in the presence or absence of
100 mM 4-phenylbutyrate (4-PBA). (A) Western blot of ATF4 protein and (B) ATF6N/ATEF6 ratio were
performed primary AECs exposed 6 h to hypoxia. Representative blot of n = 5 experiments is shown.
Quantification has been done and the expression levels of ATF4 and ATF6 were reported to the [3-actin
expression for each condition. (C) Primary rat AECs transfected with plasmid coding for luciferase
reporter activity of amino acid response element (AARE: i.e., ATF4-luc) or (D) endoplasmic reticulum
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stress element (ERSE: i.e., ATF6N/sXBP1-luc), were treated or not with 100 mM 4-PBA and exposed 6 h
in hypoxic condition. (C) Luciferase activity corresponding to the transcriptional capacity of ATF4 or (D)
ATF6N was measured. (E) ZO-1 (magenta) and TTF1 (cyan) immunostaining were performed on rat
AECs cultured on filter and exposed for 6-days to hypoxia in the presence or absence of 100 mM 4-PBA.
A representative picture of at least nn = 5 independent experiments for each condition has been presented.
Scale bar represents 50 pum. (F) mRNA expression levels of Tgf-f1, (G) Ctgf, (H) Zeb1 and (I) Twist]1 were
quantified by gRT-PCR using 2-4°T method in rat AECs cultured in the presence or absence of 100 mM
4-PBA and exposed 48 h to normoxia or hypoxia. mRNA levels under hypoxic condition were reported
to the normoxic condition (1 = 5 experiments). Raw data were submitted a Kruskal-Wallis test. *, ** and
*** indicate a significant difference as compared with normoxic value with p <0.05, p <0.01 and p <0.001
respectively. # and ### indicate a significant difference as compared with value in untreated hypoxic
cells with p < 0.05 and p < 0.001, respectively.
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Figure 3. Calcium chelation prevents the loss of epithelial phenotype in primary rat alveolar epithelial
cells exposed to hypoxia. Primary rat AECs were treated or not with 1 pM 1,2-bis(o-
aminophenoxy)ethane-N,N,N,N-tetraacetic acid (BAPTA-AM) 90 min before exposure to normoxia (Nx)
(21% O2) or hypoxia (Hx) (1.5% O:) for increasing times. (A) ZO-1 (magenta) and TTF1 (cyan)
immunostainings were performed after a 6-day exposure. A representative picture of at least n = 4
independent experiments for each condition has been presented and scale bar represents 50 um. (B)
Expression levels of Tgf-f1, (C) Ctgf, (D) Zeb1 and (E) Twist] mRNA transcripts were assessed after a 48
h exposure. mRNA levels were quantified by qRT-PCR using 2-**¢T method and values in hypoxic cells
were reported to values obtained in normoxic condition (n = 4 experiments). Raw data were submitted
a Kruskal-Wallis test. ** indicate a significant difference as compared with normoxic condition with p <
0.01, respectively. # and ## indicate a significant difference as compared with value in untreated hypoxic
cells with p < 0.05 and p < 0.01, respectively.
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Figure 4. Calcium chelation prevents the induction of UPR pathways in primary rat alveolar epithelial
cells exposed to hypoxia. Primary rat AECs were treated or not with 1 uM 1,2-bis(o-
aminophenoxy)ethane-N,N,N,N-tetraacetic acid (BAPTA-AM) 90 min before a 6-h exposition to
normoxia (Nx) (21% Oz) or hypoxia (Hx) (1.5% Oz2). (A) Western blot of ATF4 and (B) ATF6N/ATEF6 ratio
were performed. Representative blot of n = 5 experiments is shown. Quantification of ATF4 and ATF6N
protein expression was performed and was reported to the (3-actin expression for each condition. (C)
Primary rat AECs were transfected with plasmid coding for luciferase reporter activity of amino acid
response element (AARE: i.e., ATF4-luc) or (D) endoplasmic reticulum stress element (ERSE: i.e.,
ATF6N/sXBP1-luc), and cultured as describe. (C) Luciferase activity corresponding to the transcriptional
capacity of ATF4 or (D) ATF6N/sXBP1 was measured (1 = 4 experiments). Raw data were submitted to
a Kruskal-Wallis test. * indicates a significant difference against control or normoxic condition (p < 0.05).
# indicates a significant difference as compared with value in untreated hypoxic cells (p < 0.05).
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Primary rat AECs were cultured in normoxia (Nx) (21% O2) or hypoxia (Hx) (1.5% O2) during 6 days in
presence or absence of 10 pM YC-1. (A) Immunostaining of ZO-1 (magenta) and TTF1 (cyan) were
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(Nx) (21% O2) or hypoxia (Hx) (1.5% O:2) during 6 h in the presence or absence of 100 mM 4-
phenylbutyrate (4-PBA) or pre-treated or not with 1 uM BAPTA-AM 90 min before exposition to
hypoxia. A representative picture of at least n = 4 independent experiments for each condition has been
presented and scale bar represents 50 um. (B) Western blot of HIF-1a protein levels was performed.
Representative blot of n = 5 experiments is shown. Expression levels of HIF-1a were quantified and
reported to B-actin expression for each condition. Primary rat AECs were transfected with plasmid
coding for luciferase reporter activity of hypoxia responsive element (HRE: i.e., HIF-luc), and cultured
as described. (C) Luciferase activity corresponding to the transcriptional capacity of HIF was reported
(n = 4 experiments). Raw data were submitted a Kruskal-Wallis test. * and ** indicate a significant
difference as compared with normoxic value with p <0.05 and p < 0.01 respectively. # and ## indicate a
significant difference as compared with value in untreated hypoxic cells with p < 0.05 and p < 0.01,

respectively.

3. Discussion

Extracellular matrix remodeling and accumulation of fibroblasts and myofibroblasts is a hallmark
of IPF. Epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) of AECs has been increasingly documented in the
fibrogenesis. EMT is mainly initiated by the presence of TGF-{3, and we and others proposed that the
hypoxic microenvironment of the cells could be an additive trigger for the EMT process in IPF [18,21].
In the present study, we provide evidence that hypoxic exposure and HIF induce EMT-like features in
vivo and in vitro in AECs, and that ER stress and UPR-dependent signaling pathways are involved in
this process.

Classically, loss of epithelial phenotype and acquisition of mesenchymal characteristics comprise
upregulation of a-SMA and vimentin [4,21], modification of tight junction protein ZO-1 [4,17], and
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induction of transcription factors driving EMT such as Zebl and Twist1 [21]. In our study, prolonged
exposure to hypoxia induced in vivo in rat lungs an overall increase in the expression of mesenchymal
markers a-SMA and vimentin, of transcription factors driving EMT, and of pro-fibrotic mediators
known to induce EMT. These in vivo results reinforce our previous in vitro work, demonstrating that
prolonged exposure to hypoxia is a trigger for epithelial to mesenchymal modifications of AECs [21].
Furthermore, our results show increased expression of a-SMA in alveolar area in lung tissues from rats
exposed to hypoxia. Co-immunostaining experiments suggest that the mesenchymal marker a-SMA
and the epithelial marker TTF1 are co-expressed in some AECs, consistent with an ongoing process of
EMT. Of note, co-expression of alveolar epithelial and mesenchymal markers has been observed
previously in AECs from IPF lungs [17] and in bleomycin-induced lung fibrosis in the mouse [22]. Our
observation favors the ambiguous role of AECs in the EMT phenomenon contributing to myofibroblasts
accumulation in IPF, as previously described [2].

Our in vivo experiments also show that exposure to hypoxia induces the expression of ER stress
signaling pathways, ATF4, ATF6N and sXBP1 with a specific time course in rat lung homogenates. Of
note, the activation of XBP1 under hypoxia seems to be more delayed than the activation of ATF4 and
ATF6a pathways. This result is consistent with previous studies suggesting that the ATF4/ATF6a
branches of the UPR play an important role in early events such as apoptosis partly through C/EBP
homologous protein (CHOP) induction, while XBP1 is mostly involved in the induction of EMT
[10,23,24]. However we cannot exclude that part of the activation of XBP1 could be an implication in the
induction of the late apoptosis [25].

Interestingly, in AECs, ER stress induction by thapsigargin or tunicamycin was shown to decrease
epithelial markers E-cadherin and ZO-1, to increase the mesenchymal marker a-SMA, and to induce a
fibroblast-like morphology consistent with EMT [17]. Furthermore, pharmacological inhibition of ER
stress prevents TGF-f1-inducted EMT features [26]. Here, in line with Mo et al. [26] work, we observed
that the incubation of primary rat AECs with the ER stress pharmacological inhibitor 4-PBA fully
prevented the decrease in TTF1 expression induced by hypoxia, and the increase in EMT-like markers
Tgf-p1, Ctgf, Twistl and Zebl. However, no significant modification on cell morphology is observed
through ZO-1 immunostaining. Interestingly, intracellular calcium chelation with BAPTA-AM had the
same effect and prevented the loss of epithelial phenotype induced by hypoxic microenvironment. An
important role of calcium as an intracellular messenger within this process has ever been proposed by
others since inhibition of specific calcium channels or calcium chelation [16] in lung cancer cells limits
TGEF-p-induced EMT [27] though the limitation of N-cadherin and vimentin expression. Modulation of
intracellular calcium level and ER homeostasis is largely documented. ER senses and integrates changes
in calcium concentrations in and outside of the ER, and maintains cellular homeostasis through specific
calcium dependent ER-associated proteins and the activation of the UPR pathways [28]. In our work,
calcium chelation is able to limit hypoxia-induced ER stress and as a consequence to limit the EMT-like
process. This observation is consistent with previous findings highlighting the impact of hypoxia on
calcium homeostasis of AECs. Indeed, hypoxic exposure lead to an induction of calcium influx in
cultured AECs, mostly through L-type calcium channels [20].

Next, we demonstrate the critical role of HIF-la in the EMT process. Inhibition of HIF-1a
stabilization by YC-1 prevented the loss of TTF1 expression. This observation is in line with studies
conducted by Zhou et al. showing EMT features after HIF-1a stabilization in AECs exposed to hypoxia
[21]. Interestingly, inhibition of HIF-1a was observed in hypoxic AECs treated either with the calcium
chelator BAPTA, or with the ER stress inhibitor 4-PBA. These intriguing results may suggest that
induction of EMT in AECs exposed to hypoxia results in a crosstalk between HIF-1a and ER stress
signaling pathways. Interestingly, the induction of HIF-1 activity by ER stress has been previously
reported in cardiomyocytes during myocardial ischemia-reperfusion . Induction of HIF-1 could also
be the result of an unbalance between pro-oxidative and anti-oxidative cellular responses. Interestingly,
we previously demonstrated in vitro that hypoxic exposure increases reactive oxygen species (ROS)
within AECs, and that this could be related to the activation of HIF-1 [30]. Here, we confirmed in vivo
that exposure of rats to hypoxia increases ROS in the lungs (see supplemental Figure 1A and 1B). As
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oxidizing environment is required for disulfide bonds formation within the ER, we tested the impact of
antioxidant treatment of AECs with N-acetylcysteine (NAC) on the expression endoplasmic reticulum
oxidoreductase 1 (ERO-1) involved in the disulfide bonds formation (supplemental Figure 1C,D).

We demonstrated ERO-1 induction in response to hypoxia, and showed that treatment of AECs
with NAC limited this induction. However, the treatment with NAC did modify neither UPR activation
(through the activation of ATF4 or ATF6N/sXBP1 responsive element) nor EMT induction (through the
expression of ZO-1 and TTF1) in hypoxic cells (supplemental Figure 1E,F and Figure 1G,H respectively).
These findings suggest that the production of ROS does not play a prominent role in hypoxia-induced
ER stress and related EMT.

In conclusion, the present study shows that hypoxia and the microenvironment of injured AECs
can trigger epithelial cell dysfunction through induction of EMT features. Our study identifies the ER
stress and the calcium present in the environment of the ER as critical elements governing the fate of
injured cells. We provide evidence that inhibition of HIF-1a stabilization or pharmacological molecules
that relieve ER stress can prevent hypoxia-induced alterations of AECs phenotype, at least in vitro
(Figure 6). Taken together, and in accordance with recently published data from Burman et al. [9], our
study strengthens the hypothesis that the hypoxic milieu of injured AECs could trigger lung fibrosis.
Hypoxic-dependent ER stress signaling pathways could represent an attractive therapeutic approach to
ameliorate epithelial abnormalities IPF.
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Figure 6. ER stress: a major regulator of the loss of epithelial cell phenotype in hypoxic environment.
Loss of alveolar phenotype is a consequence of a long term exposure of the cells to a hypoxic
microenvironment. Hypoxia leads to the activation of the PERK/ATF4 and ATF6a/ATF6N branches of
the UPR, to the upregulation of TgfB1, Ctgf, Zebl and Twist] gene expression, to a decrease in TTF1
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expression, and finally to a disruption of ZO-1 expression (black arrows). In vitro, pharmacological
inhibitors (dotted arrow) revealed that this effect is partly mediated by the stabilization of HIF-1a.
Calcium chelation induced by BAPTA-AM prevents the loss of epithelial phenotype observed under
hypoxia, by blunting the induction of the UPR and HIF-1 transcriptional activity.

4. Materials and Methods

4.1. Rat Model of Acute Hypoxic Exposure

Experiments have been approved by the local ethical committee (Charles Darwin, CE5) in
accordance with the European Communities Council for animal care (C2EA-06, authorization APAFIS
#7846, approved on September 2017, the 1st). 21-days old male Sprague-Dawley rats (Janvier Labs, St
Berthevin, France) were housed four per cage and cared for a 12/12 light/dark cycle in a free food and
water environment. Rats were placed for 16 h, 24 h, 48 h or 72 h (n = 6-8 rats per group) in a hypobaric
chamber maintained at a pressure of 337 mmHg by a vacuum source at flow rates sufficient to prevent
CO2 buildup to simulate an 8% FiOz. Control rats were kept outside of the hypobaric chamber in the
same room. At the end of exposure, animals were anesthetized by intraperitoneal pentobarbital injection
(60 mg/kg) and sacrificed by abdominal artery section. The left lobe of the lung was fixed by
intratracheal instillation of fresh 4% paraformaldehyde (at 25 cm H20 transpulmonary pressure). The
right lobe of the lung was snap frozen in liquid nitrogen.

4.2. Alveolar Epithelial Cells Isolation

Primary AECs were isolated from four weeks male Sprague-Dawley rats, as describe previously
[21] according to a procedure approved by the local ethical committee (Charles Darwin, CE5) (C2EA-
06, authorisation C9300801, authorization APAFIS #8150, approved on august 2017, the 8th). Briefly,
perfused lungs were digested with 60 U elastase (Worthington, Serlabo, Entraigues-sur-la-Sorgue,
France) and AECs were purified by a differential adherence technique on plastic plates (Greiner dishes,
Fisher Scientific, Rungis, France). AECs were seeded at 4.5 x 106 cells in 6-well plates or 1 x 106 cells in
24-well plates containing polycarbonate membrane inserts with a pore size of 0.4 um (Corning™
Transwell™, Fisher Scientific, Rungis, France). Cells were cultured in DMEM containing 25 mM D-
glucose, 10 mM Hepes, 23.8 mM NaHCO3, 2 mM L-glutamine, 10% fetal bovine serum (FBS), 50 U/mL
penicillin, 50 pg/mL streptomycin, 10 pg/mL gentamycin, 10 pg/mL amphotericin B (Thermo Fisher,
llkirch cedex, France) and placed at 37 °C with 5% CO2 in a humidified incubator.

4.3. Alveolar Epithelial Cells Treatments

On day 1 after isolation, primary rat AECs 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 six days. Control normoxic cells
were maintained in a 21% O2-5% CO2-74% N2 humidified incubator during the same time (oxygen
tension in culture media: 140 mmHg). For shorter hypoxic exposure experiments, primary rats AECs
were used at day 3 after isolation. Calcium chelation was performed by a 90 min pre-treatment with 1
UM of the cell permeable 1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N,N-tetraacetic acid (BAPTA-AM)
(Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France). Culture medium was removed, cells were washed
with PBS and fresh medium was added before hypoxic exposure.

To inhibit UPR pathways activation, AECs were treated with 100 mM of the ER stress inhibitor 4-
phenylbutyric acid (4-PBA) (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) and exposed for 6 h or 6-
days hypoxia. To inhibit HIF-1a stabilization, AECs were treated with 10 pM 5"-hydroxymethyl-2'-
furyl)-1-benzyl indazole (YC-1) and exposed for 6 h or 6-days hypoxia.

4.4. In Vivo and In Vitro Immunofluorescence Stainings
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In vivo, after exposure for 72 h to hypoxia, fixed rat lungs were dehydrated, paraffin embedded,
and sections of 5 uM were collected on classical Superfrost™ Plus microscope slides (Fisher Scientific,
Rungis, France). Tissue sections were submitted to a pH 6 antigen retrieval, kept in a 2% BSA-5% goat
serum blocking solution for 1 h at room temperature and incubated overnight at 4 °C with 1:500 anti-
mouse alpha-smooth muscle actin (a-SMA) (A2547, Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) and
1:500 anti-rabbit thyroid transcription factor-1 (TTF1) solution antibodies (WRAB-1231, Seven hills,
Cincinnati, OH, USA). Tissue sections were rinsed with PBS and incubated in 1:200 Alexa 568 Fluor®
conjugated secondary antibody solution (Invitrogen, Thermo Fisher, Illkirch cedex, France) and
protected from light. In vitro, zonula occludens-1 (ZO-1) and TTF1 immunostaining were realized on
AECs cultured 6 days in hypoxic condition as previously described [18]. Briefly, after 4%
paraformaldehyde fixation and permeabilization with 0.1% Triton X100, AECs were incubated in 2%
BSA blocking solution for 30 min and then 1 h with 1:200 anti-rabbit ZO-1 (AB2272, Sigma Aldrich, Saint
Quentin Fallavier, France) and 1:50 anti-mouse TTF1 (180221, Invitrogen, Thermo Fisher, Illkirch cedex,
France) antibodies solution. AECs were then washed with PBS and incubated in 1:200 Alexa 488 and
568 Fluor® conjugated secondary antibodies solution (Invitrogen, Thermo Fisher, Illkirch cedex, France).
For in vivo and in vitro immunofluorescence studies, nuclear labeling was performed by a DAPI (300
nM) staining during 8 min and washed with PBS. Slides were mounted with Immun-Mount solution
(Thermo Fisher, Illkirch cedex, France) and imaged with a Retiga 2000R CCD camera with Image-
proexpress 6.0 (QIlmaging, Briscous, France) connected to an Axio Observer D1 inverted epifluorescence
microscope (Zeiss, Paris, France).

4.5. Transient Transfection of AECs and Luciferase Activity Assay

AECs were transiently transfected with the NEON™ transfection system (Life Technologies,
Thermo Fisher, Illkirch cedex, France) allowing a 25-30% transfection efficiency as previously described
[31]. ATF4 transcriptional activity was evaluated with the amino acid response element (AARE) cloned
upstream of the firefly luciferase reporter gene (6.1 kb pGL3-2xAARE) 132l. ATF6N/sXBP1 transcriptional
activity were evaluated with the endoplasmic reticulum response element (ERSE) also cloned upstream
of the firefly luciferase reporter gene (pGL4.39 Promega, Charbonnieres-les-Bains, France). Finally, HIF
transactivation capacity was evaluated with a plasmid containing hypoxia response element (HRE)
cloned upstream the luciferase reporter gene (pGL4.42 Promega, Charbonnieres-les-Bains, France). The
plasmid pRL-SV40 expressing renilla reniformis luciferase (RL) reporter gene (Promega,
Charbonnieres-les-Bains, France) was used for normalization of the luciferase response.

Freshly isolated AECs were plated at 1.5 x 107 cells in 100 mm dishes. On day 1 after isolation, AECs
were washed with PBS, dissociated with trypsin, centrifuged at 800 rpm during 8 min and resuspended
in the resuspension buffer R (NEON, Invitrogen, Thermo Fisher, Illkirch cedex, France). In each tip, 4 x
105 cells were mixed with 1 pg of the plasmid of interest (AARE-luc, ERSE-luc, HRE-luc) and with 0.4
pug of pRL-SV40. After electroporation, cells were seeded in 24-well plates without antibiotics in
supplemented DMEM. On day 3, AECs were exposed to several treatments. At the end of exposition,
AECs were lysed and Firefly and Renilla Luciferase assays were undertaken with the Dual-Luciferase
Reporter Assay System, as specified by the manufacturer (Promega, Charbonnieres-les-Bains, France).
AARE, ERSE and HRE activities were assessed by quantifying the relative light units (RLU) ratio of
firefly to RL measured with the Clarity™ luminescence microplate reader (BioTek, Colmar, France).

4.6. Western Blot Analyses

For in vivo study, 30 mg of snap-frozen rat lung biopsies exposed several times (16—48 h) to
hypobaric hypoxia or normoxia were washed twice in PBS and then subjected to an Ultra-Turrax®
homogenizer (IKA, Staufen, Germany) in protein lysis buffer containing 20 mM Tris base, 150 mM NaCl,
1% Triton X100, 1% SDS, 0.5% deoxycholate and 0.01% cocktail protease inhibitors (Fisher Scientific,
Rungis, France).

For in vitro study, AECs exposed to normoxia or hypoxia were washed twice in ice-cold PBS and
extracted in lysis buffer containing H20, 62.5 mM Tris-HCI (pH 6.8), 10% Glycerol, 2% SDS and 0.01%
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cocktail protease inhibitors. Cells were submitted to three repeated cycles of sonication and speed
freezing in azote. Cell lysates were then centrifuged at 13,000 rpm for 30 min at 4 °C to eliminate debris.
Total protein content in lung homogenates or in AECs was determined by BCA assay (Thermo Fisher,
Ilikirch cedex, France). Samples (30 g protein per sample in Laemmli buffer containing 5% (-mercapto-
ethanol) were then resolved through 7.5% or 12% acrylamide gels, electrically transferred to
nitrocellulose membrane, and incubated overnight at 4 °C with 1:2000 anti-mouse ATF4 (sc-200, Santa
Cruz Biotechnology, Cliniscience, Nanterre, France) anti-mouse a-SMA (A2547, Sigma Aldrich, Saint
Quentin Fallavier, France), anti-mouse vimentin (V6630, Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France)
or with 1:500 anti-rabbit ATF6a (sc-22799, Santa Cruz Biotechnology, Cliniscience, Nanterre, France),
anti-mouse XBP1 (sc-7160, Santa Cruz Biotechnology, Nanterre, France), anti-rabbit HIF-1a (NB100-479,
Novus, Biotechne, Lille, France) antibody solution. Next day, the membrane was incubated with
appropriate anti-rabbit or mouse HRP-conjugated secondary antibody (Dako, P0448 and P0447
respectively, DAKO, Agilent technologies, Les Ulis Cedex, France). The signals revealed after
membrane incubation in SuperSignal™ chemiluminescent HRP substrates (Thermo Fisher, Illkirch
cedex, France) were quantified by densitometric analysis using Image Lab™ software (BioRad, Marnes-
la-Coquette, France), normalized using quantification of the p-actin or p-tubulin in each lane and
expressed in arbitrary units.

4.7. RNA Extraction and Reverse Transcription-Quantitative Polymerase Chain Reaction

AECs freshly isolated were seeded at 3.5 x 106 cells on 12-well plates. After normoxia or hypoxia
and treatments exposition, cells were washed twice with PBS, extracted in ice-cold PBS and centrifuged
5 min at 1500 rpm. For in vivo study, 30 mg of snap-frozen rat lung biopsies exposed 48 h to hypobaric
hypoxia or normoxia were washed twice in PBS. TRIzol™ Reagent (Qiagen, Courtaboeuf, France) was
added and lung tissue was homogenized with an Ultra-Turrax® system. AECs pellet was also incubated
with TRIzol™ Reagent. After vigorous mixing cell and lung homogenates, chloroform was added and
centrifuged 15 min at 12,000 g. After transferring aqueous phase, nucleic acids were precipitated by
isopropanol and then by 75% ethanol. Extracted ARN were resuspended in 20 uL H20 and quantified
using a BioSpec-Nano spectrophotometer (Life Science, Shimadzu, Marne-la-Vallée, France) at 260 nm.
Single-strand cDNAs were synthesized from 0.5 age 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 (Thermo Fisher, Illkirch cedex, France). Resulting cDNA samples were
amplified by quantitative polymerase chain reaction (PCR) with Absolute qPCR SybrGreen Rox mix
(Thermo Fisher, Illkirch cedex, France) on StepOne Plus Real-Time PCR system (Applied Biosystem,
Life technology, Thermo Fisher, Illkirch cedex, France). Loss of epithelial phenotype was evaluated by
measurement of Tgf-f1, Ctgf, Twist]l and Zeb1 transcripts levels. Length and sequence of primers used
for quantitative real-time PCR are described in Table 1. All samples were performed in duplicate. Cycle
threshold values were normalized to the amplification of the endogenous reference gene (-actin for
each transcript. The expression levels were calculated using the 22T method and fold increase
expression were reported to normoxia condition.

Table 1. Primers used for Real-Time Polymerase Chain Reaction.

GENE Forward Primer Reverse Primer
Twist1 (108 bp) 5-CTACGCCTTCTCCGTCTGGA-3' 5-CAATGACATCTAGGTCTCCGGC-3’
Ctgf (100 bp) 5-CCTAGCTGCCTACCGACTGG-3' 5-CTTAGAACAGGCGCTCCACT-3'
Tgf-p1 (146 bp) 5-TGAGTGGCTGTCTTTTGACG-3' 5-TGGGACTGATCCCATTGATT-3'
Zeb1 (90 bp) 5-CCGTAAGTTCAAGTGCACCG-3’ 5'-GTGGGACTGCCACTGTGGAT-3'

B-actin (74bp)  5-ACCGTGAAAAGATGACCCAGA-3' 5'-CACAGCCTGGATGGCTACGT-3'

4.8. Statistical Analyses
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Results were presented as means + SD. To evaluate differences between groups, all raw data were
submitted to a Mann-Whitney and Kruskal-Wallis one-way analysis of variance followed by a Dunn’s
multiple comparison tests and graphics were performed by PRISM software (version 6, GraphPad, San
Diego, CA, USA). A p value < 0.05 was considered a significant difference between conditions.

Supplementary Materials: Supplementary materials can be found at www.mdpi.com/xxx/s1.

SUPPLEMENTAL DATA

ROS production measurement. 30 mg of snap-frozen rat lung biopsies exposed several time (16 h-48 h) to
hypobaric hypoxia or normoxia were washed twice in PBS and then subjected to an Ultra-Turrax®
homogenizer (IKA) in protein lysis buffer containing 20 mM Tris base, 150 mM NaCl, 1% Triton X100,
1% SDS, 0,5% deoxycholate and 0.01% cocktail protease inhibitors (Thermo Scientific). Samples of 40 ug
proteins were incubated with 10 uM 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H-DCFDA) (Molecular
Probes) for 90 min at 37°C in the dark. The presence of oxidative stress was evaluated by the conversion
of non-fluorescent 2,7-dichlorofluorescein diacetate (H:DCFDA) to fluorescent 2,7-dichlorofluorescein
(DCF) by ROS present within the cells. Fluorescence was measured by a TriStar2 LB942 microplate
reader (Berthold Technologies). Values of fluorescence intensity were reported.

AOPP level quantification. Lung proteins were extracted from rat exposed several time (16 h-48 h) to
hypobaric hypoxia or normoxia. Samples of 10 ug proteins were incubated in a 96 well plates with the
chloramine reaction initiator (CellBiolabs). After 5 min, the reaction was stop and the absorbance was
read at 340 nm. The concentration of advanced oxidized protein products was reported (mmol/L).
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Supplemental figure 1. Oxidative unbalance in ER is not critical for UPR pathways activation in hypoxic
AECs. (A-C) Lungs of rats stabulated in normoxia (Nx) (21 % O2) or exposed to hypoxia (Hx) (8 % FiOz-like)
during 16 h, 24 h or 48 h were isolated and used for oxidative state measurements and RT-qPCR analyses.
ROS level (A) and advanced oxidation protein products and Ros production (B) were evaluated in lung
homogenates. (C) mRNA transcript expression levels of Ero-1¢ in lungs homogenates of rats exposed 16 h, 24
h or 48 h to hypoxia were quantified by qRT-PCR using 2T method and reported to the normoxic condition.
n=>5 rats for each group. (D-G) Isolated primary rat AECs were cultured in normoxia (Nx) (21 % O:) or hypoxia
(Hx) (1.5% O2) during various periods in the presence or absence of 5 mM N-acetyl-L-cystein (NAC). (D)
mRNA expression levels of Ero-1a were quantified by qRT-PCR using 2-+¢T method in rat AECs cultured in
the presence or absence of 5 mM NAC and exposed 6 h to normoxia or hypoxia. mRNA levels under hypoxic
condition were reported to the normoxic condition. (E) Primary rat AECs transfected with plasmid coding for
luciferase reporter activity of amino acid response element (AARE: ie ATF4-luc) or (F) endoplasmic reticulum
stress element (ERSE: ie ATF6/XBP-1-luc), were treated or not with 5 mM NAC and exposed 6 h in hypoxic
condition. Luciferase activity corresponding to the transcriptional capacity of ATF4 (E) or (F) ATF6N was
measured. n =4 experiments were performed. Raw data were submitted to a Mann-Whitney test or a Kruskal-
Wallis one-way analysis of variance. * and ** indicate a significant difference as compared with normoxic
condition with a P<0.05 and P<0.01, respectively. ns indicate a non-significant difference as compared with
hypoxic condition. (G) ZO-1 (green) and TTF1 (red) immunostaining were performed on rat AECs cultured
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on filter and exposed for 6-days to hypoxia in the presence or absence of 5 mM NAC. A representative picture
of at least n=4 independent experiment for each condition has been presented.
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Abbreviations

4-PBA 4-phenylbutyrate

AARE Amino-acid responsive element
AEC Alveolar epithelial cell
ATF Activating transcription factor
BAPTA 1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N,N-tetraacetic acid
ER Endoplasmic reticulum
ERSE ER stress element
HIF Hypoxia inducible factor
HRE Hypoxia responsive element
IPF Idiopathic pulmonary fibrosis
IRE-1 Inositol-requiring endonuclaease-1
mRNA messenger RNA
PERK PKR-ER like kinase
RL Renilla reniformis luciferase
TTF1 Thyroid transcription factor 1
UPR Unfolded protein response
YC-1 5"-hydroxymethyl-2'-furyl)-1-benzyl indazole
70-1 Zonula occludens 1
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2. Résumé des résultats

L’exposition de rats a 72h d’hypoxie induit, dans le poumon total, une augmentation de
I'expression des marqueurs mésenchymateux : vimentine et o-SMA. Une étude par
immunohistochimie révele que I'expression de ces marqueurs est localisée dans les zones
alvéolaires, régions dans lesquelles I'expression du marqueur épithélial TTF1 est diminuée.
L’exposition a I’hypoxie induit également I'expression des acteurs de 'UPR, ATF4, ATF6N et XBP1
épissé tel qu’observé par western blot sur le poumon total.

L'implication de I'activation des voies de I’'UPR sur le processus de TEM a par la suite été
étudiée in vitro. L'utilisation de 'inhibiteur du stress du RE, le 4-PBA, prévient |'effet de I’"hypoxie
sur I'induction de I’expression des génes pro-TEM Tgf-f1, Zeb1 et Twist1. De plus, cette drogue
modere la diminution d’expression de la protéine de ZO1 et du marqueur épithélial TTF1 observé
par immunofluoresence a 6 jours d’hypoxie.

L’utilisation d’un chélateur de calcium, le BAPTA, limite I'induction des voies de 'UPR, ainsi
que les effets de I'hypoxie sur l'altération d’expression des marqueurs épithéliaux et
mésenchymateux des Pll en réponse a I’hypoxie.

Les traitements au 4-PBA et au BAPTA en hypoxie restreignent la stabilisation du facteur
HIF-1.

L’ensemble de ces données présente I'implication des voies de 'UPR dans l'induction de
la TEM des Pll en réponse a I’hypoxie et proposent des mécanismes moléculaires impliqués dans

cette régulation.

3. Discussion
a) Limite du modele utilisé in vivo

Notre étude in vivo montre une augmentation d’expression de marqueurs
mésenchymateux et une diminution du marqueur épithélial TTF1 dans les poumons de rat exposés
a une hypoxie de 3 jours. Des résultats similaires ont été observés dans les cellules épithéliales de
tubule rénal exposées a 5 jours d’hypoxie (Higgins et al., 2007). Compte tenu du faible nombre de
cellules en apoptose dans notre modéle in vivo (article 1), il est peu discutable que la diminution
de I'expression de TTF1 soit imputable a une mort de PII.

L’augmentation d’expression de I'a-SMA est observée par western blot dans les poumons
de rats exposés a 3 jours et est localisée parimmunohistochimie dans les zones alvéolaires. Malgré

la technique de co-marquage TTF1/a-SMA que nous avons réalisée, il n’a pas été possible, avec le
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type de microscopie utilisée, de déterminer avec certitude si une méme cellule exprime le
marqueur mésenchymateux a-SMA et le marqueur épithélial TTF1. Outre I’éventuelle expression
de 'a-SMA par les cellules alvéolaires, il est a noter que cette augmentation d’expression du
marqueur mésenchymateux pourrait étre liée a la présence accrue de fibroblastes et/ou de
myofibroblastes dans les cloisons alvéolaires. En effet, I’hypoxie conduit a la prolifération des
fibroblastes (Mizuno et al., 2009) mais également a leur différenciation en myofibroblastes (Gao
et al., 2014). Une autre source de cellules mésenchymateuses pourrait étre envisagée dans notre
modele, les fibrocytes recrutés depuis le compartiment sanguin, qui peuvent se différencier en
fibroblastes. En effet, dans des souris soumises a une hypoxie, ces progéniteurs de cellules
mésenchymateuses sont mobilisés depuis la circulation systémique vers la paroi des vaisseaux

sanguins et participent a 'augmentation de fibroblastes (Frid et al., 2006; Nikam et al., 2010).

b) Effet d’un stress du RE sur I'induction de la TEM en réponse a I’hypoxie
i Les voies de I'UPR régulent la TEM des pneumocytes de type Il en hypoxie

Dans notre étude in vitro, la TEM des Pll est observée a 6 jours d’hypoxie par la diminution
de I'expression de TTF1 et la modification de morphologie des cellules étudiée par I'expression et
la localisation du marqueur des jonctions serrées ZO1. Ces données avaient précédemment été
rapportées par le laboratoire (Uzunhan et al., 2016) et un autre groupe (Zhou et al., 2009). Nous
avons également observé I'expression des facteurs de transcription pro-TEM Zeb1, Twist1 et Tgf-
1 a 48 h d’hypoxie (Uzunhan et al., 2016). Ces résultats sont confortés par I'observation in vivo
de I'augmentation de I'expression des génes codant les facteurs de transcription pro-TEM ZEB1,

TWIST1 et TGF-f31.

Dans notre étude, nous démontrons l'implication du stress du RE sur l'induction de
I’expression des facteurs de transcription pro-TEM Zeb1, Twist1 et Tgf-f1 mais également sur la
modulation d’expression de TTF1 et de ZO1. En effet, I'utilisation de I'inhibiteur des voies de I'UPR,
le 4-PBA, prévient I'effet de I’hypoxie sur chacun de ses acteurs. Cependant, il est important de
noter que l'effet de cette drogue sur la régulation des marqueurs de la TEM, pourrait étre
indépendant de la modulation des voies de 'UPR. En effet, le 4-PBA est un inhibiteur des histones
désacétylase (HDAC). Or, dans de nombreuses études, le role de différents inhibiteurs de HDAC
ont été décrits comme régulant directement I'expression génique des facteurs pro-TEM par

modifications épigénétiques (Peinado et al., 2004; Lei et al., 2010). Afin de vérifier que les voies
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de I'UPR peuvent tout de méme participer a la régulation d’expression de Zeb1, Twist1 et Tgf-p1,
les Pll ont été traités avec le salubrinal, inhibiteur de la voie d’activation d’ATF4 puis exposés a
une hypoxie. Ad instar le 4-PBA, le salubrinal prévient I'expression des facteurs pro-TEM en
hypoxie confortant notre hypothese initiale. Le TUDCA pourrait également étre utilisé pour

confirmer I'implication du stress du RE dans la TEM des PIl en réponse a I’hypoxie.

In vivo et in vitro, 'expression de XBP1 épissée est tardive. L'implication de ce facteur dans
la survie cellulaire a été rapportée dans d’autres conditions que I'hypoxie, de méme que sa
régulation de la TEM. En effet, dans des cellules cancéreuses, XBP1 induit I'expression de Snaill
permettant aux cellules d’acquérir des propriétés invasives (Li et al., 2015). Par ailleurs, dans un
modele d’accumulation d’une protéine glycosylée dans le RE, I'induction de la voie IRE1/XBP1 est
responsable de la TEM d’une lignée de cellules embryonnaires humaines par la régulation des
facteurs Snaill, Twistl et Zeb1 (Cuevas et al., 2017). De maniere intéressante, la TEM induite par
le TGF-f3 sur des lignées alvéolaires est limitée par une sous expression de XBP1 soulignant le role

majeur de cette voie de I'UPR dans I'induction de la TEM (Mo et al., 2015).

Afin de compléter I’étude sur I'acquisition de propriétés de cellules mésenchymateuse, la
migration des Pll pourrait étre étudié dans le contexte d’hypoxie. In vitro, des cellules cultivées
sur chambre de Boyden permettrait d’évaluer les capacités de motilité des cellules en hypoxie.
Par ailleurs, I'expression de métalloprotéase (MMP) par les Pll, enzyme nécessaire a la migration
des cellules pourrait également étre analysée en condition d’hypoxie par western blot mais
également par zymographie.

L'implication des voies de 'UPR ayant été désignée dans |'établissement de propriétés
contractiles de cellules en condition hypoxique ou non hypoxique (Gipson et al., 1984; Nakamura
et al., 2013; Nagelkerke et al., 2013), les mécanismes moléculaires reliant le stress du RE et les
propriétés migratoires des Pll en hypoxie pourraient également étre étudiés.

Enfin, notre étude évalue seulement la régulation génique du facteur pro-TEM, le TGF-f1.
Il serait intéressant de vérifier si la sécrétion du TGF-f1 par les PIl en hypoxie (Uzunhan et al.,

2016) est modulée lors d’un traitement au 4-PBA.
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ii. Le calcium régule I'activation des voies de 'UPR et la TEM des pneumocytes de

type Il en hypoxie

Dans de nombreux types cellulaires, I'hypoxie conduit a une modulation de la
concentration calcique cytosolique. Cet effet repose sur I'activation de canaux calciques localisés
au sein de la membrane plasmique, mais également dans le RE. Dans les pneumocytes de type Il,
I’hypoxie induit I'activation de récepteur a I'lP; et des récepteurs a la ryanodine conduisant a la
libération de calcium du RE vers le cytosol (Gusarova et al., 2011).

Dans notre modele cellulaire, 'utilisation du chélateur de calcium, le BAPTA, inhibe les
voies de I'UPR des PIl en hypoxie. Ces résultats ont précédemment été observés par Gora et al.
dans des cellules endothéliales dans un contexte inflammatoire (Gora et al., 2010). L’effet d’'une
chélation de calcium sur I'inhibition des voies de I’'UPR pourrait s’expliquer par une diminution de
la traduction des protéines (Chin et al., 1987; Perkins et al., 1997) et donc a une restriction de
I'accumulation de protéines au sein de RE.

L’'utilisation du BAPTA limite la TEM de PIl exposés a I’hypoxie. Ce résultat est en accord
avec les travaux de Davis et al. démontrant, dans les cellules mammaires cancéreuses, |'effet
inhibiteur de I'utilisation du BAPTA sur la signalisation calcique en réponse a I’"hypoxie ainsi que la
TEM (Davis et al., 2014). Cependant, il est nécessaire de vérifier par des techniques de mesures
calciques, 1) la variation de la concentration calcique intracellulaire par I'hypoxie, 2) I'effet du

BAPTA sur l'inhibition de cette signalisation calcique.

c) Role du stress du RE sur la stabilisation de HIF-1a

Dans notre étude sur les Pll exposés a I’"hypoxie, I'inhibition du stress du RE par le 4-PBA
prévient partiellement I'expression du facteur HIF-1o. suggérant un lien entre 'activation des
voies de I’'UPR et la stabilisation de HIF-1. Ces résultats ont été observé dans un modéle de cellules
cardiaques exposées a une hypoxie intermittente préalablement traitées a un autre inhibiteur des
voies de 'UPR, le TUDCA (Belaidi et al., 2016).

Cependant, dans la littérature, le traitement de différents types cellulaires par les
inducteurs des voies de I’'UPR, la tunycamycine et la thapsigargine, n’induit par de stabilisation de
la protéine HIF-1o. (Brockmeier et al., 2011) mais peuvent induire une augmentation de sa
transcription (Werno et al., 2008). Lors d’une hypoxie, I'ajout de thapsigargine dans le milieu de
culture exacerbe la stabilisation du facteur de transcription (Brockmeier et al., 2011). L’ensemble

de nos données confrontées a celles de la littérature suggerent qu’en hypoxie, la régulation
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transcriptionnelle du gene codant HIF-1a par les voies de I’'UPR est nécessaire a sa stabilisation.
Un élément d’explication de I'effet du stress du RE sur le maintien de I’expression de HIF-1 pourrait
étre la régulation post-traductionnelle. 1l a par exemple été rapporté, dans des cellules
endothéliales exposées a une hypoxie, que les voies de I'UPR semblent impliquées dans la
stabilisation de HIF-1 en modulant son état de phosphorylation (Pereira et al., 2014). Cependant,
des études complémentaires sont nécessaires pour établir la ou les kinases impliquées et la voie
de I'UPR responsable de I'activation de ces dernieres.

Par ailleurs, dans de nombreux types cellulaires, la stabilisation du facteur HIF-1 en hypoxie
est régulée par les ROS mitochondriaux (Chandel et al., 2000). Les patients atteints de FPI
présentent un état oxydatif dérégulé dans les alvéoles pulmonaires (Kuwano et al., 2003). Cet état
est en lien avec la production de ROS par les cellules inflammatoires (Cantin et al., 1987) mais
également les fibroblastes et les PIl. L'H,0, produit par les cellules environnantes des PIl peut
diffuser a travers leur membrane et entrainer des modifications phénotypiques de ces cellules
(Waghray et al., 2005). Paradoxalement, des études cliniques ont révélé que les pneumocytes de
patients produisent une quantité importante de molécules antioxydantes suggérant des
mécanismes de défense dépassés (Markart et al., 2009; Schamberger et al., 2016; Lakari et al.,
2000). Sachant qu’un stress du RE peut participer a la production de ROS mitochondriaux,
notamment par I'activité réduite de ERO-1, il serait envisageable 1) d’évaluer la production de ROS
dans le RE par une sonde permettant de visualiser I’état oxydo-réducteur au sein du RE (Birk et

al., 2013), 2) de vérifier 'impact des ROS du RE sur I"état oxydo-réducteur de la cellule.

En conclusion, dans cette étude nous avons mis en évidence le role des voies de ’'UPR
dans lI'induction de la TEM des pneumocytes de type Il en réponse a une hypoxie. Ces résultats
confirment le rdle central du stress du RE dans la modulation des voies hypoxiques et plus

particulierement dans la stabilisation de HIF-1.
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CONCLUSION GENERALES ET PERSPECTIVES

Nos travaux ont démontré par différentes approches in vivo, ex vivo et in vitro que
I’hypoxie induit les voies de 'UPR dans des pneumocytes de type Il (Pll), favorisant ainsi 'apoptose
et a la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) de ces cellules.

Nos études ont caractérisé in vivo dans les poumons de rat et in vitro dans les Pll primaires
de rat, I'effet de I'hypoxie sur I'induction des voies de I'UPR, activés lors d’un stress du RE.
L’activation rapide des voies de I'UPR dans les Pll en réponse a I’hypoxie semblent dépendre du
facteur HIF-1, facteur dont la présence est largement décrite dans les Pll des patients atteints de
FPI. Bien que les cinétiques d’apparition de I'apoptose (jusqu’a 24h) et de la TEM (a partir de 48h)
des pneumocytes soient différentes en hypoxie, I'inhibition des voies de I’'UPR par le 4-PBA in vitro
prévient ces deux effets. Ces données suggeérent une multiplicité des mécanismes régulés par les
voies de 'UPR et subodorent que le stress du RE occupe une position centrale dans la pathogenése
de la FPI.

Par ailleurs, nos travaux soulignent I'importance du facteur CHOP induit par les voies de
'UPR et le facteur HIF-1 dans lI'apoptose des PIl en hypoxie. Le réle de CHOP dans le
développement de la fibrose induite a la bléomycine chez I'animal a été rapporté, cependant les
études portaient sur I'implication de ce facteur dans la régulation des macrophages alvéolaires,
cellule exprimant fortement HIF-1 (Ayaub et al., 2016; Yao et al., 2016). Nos travaux in vitro
suggerent ainsi que I'expression de CHOP associée a celle de HIF-1 dans les Pll de patients atteints

de FPIl joue un réle crucial dans le devenir des cellules.
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Figure 43. Schéma récapitulatif des travaux de recherche. Des stratégies pharmacologiques et de sous-expressions géniques
ont mis en évidence le réle du stress du RE dans I'apoptose et la transition épithélio-mésenchymateuses des pneumocytes
de type Il (Pll) en hypoxie, le role de CHOP dans I’apoptose, ainsi que I'interconnexion des voies de I'UPR et de HIF-1.

L’hyperplasie des pneumocytes de type Il (PIl), qui se manifeste par une prolifération
cellulaire excessive est un autre phénomene de dysfonction observé chez les patients atteints de
FPI qui pourrait étre la cible de I’hypoxie alvéolaire. Ces Pll hyperplasiques, cellules a fort pouvoir
de sécrétion de TGF-3, sont apposées sur les foyers fibroblastiques, zone ou la PO, doit étre
relativement faible (Khalil et al., 1991; Qunn et al., 2002). Une phase d’hypertrophie précede
I’hyperplasie des PIl. De facon intéressante, I’hypertrophie et I’hyperplasie de cellules neuro-
endocriniennes du poumon de souris déficientes pour les prolyl-hydroxylases sont médiées par le
facteur HIF-1 (Pan et al., 2016). Par ailleurs, dans un modele murin d’asthme, I’"hypertrophie et
I’hyperplasie des cellules bronchiques induites en réponse au TGF-f§ impliquent I'induction d’un
stress du RE (Park et al., 2015). Un protocole expérimental pourrait donc étre proposé afin de
vérifier si I’hypoxie entraine une hyperplasie et une hypertrophie des Pll et d’étudier I'éventuelle

implication de HIF-1 et des voies de 'UPR dans ce contexte.

Il est important de rappeler que le facteur HIF-1 n’est pas seulement exprimé dans un
environnement hypoxique mais peut étre régulé par un stress oxydant ou l'activation de kinases
favorisant sa stabilisation. Actuellement, la diminution de la pression partielle en oxygéne dans

les alvéoles des patients n’a jamais été mesurée chez les patients atteints de FPI. Alors que nos
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résultats supposent que la stabilisation de HIF-1 est antérieure a I’activation des voies de I’'UPR en
hypoxie, il n’est pas a exclure que dans un contexte de stress oxydant tel que décrit dans les Pll en
hypoxie (Bernard et al., 2018), I'induction du stress du RE pourrait prévaloir la stabilisation de HIF-
1, notamment par la modulation de la signalisation calcique (Hui et al., 2006).

Le suivi de I'expression d’ATF4, ATF6N ou HIF-1 par la technique d’expression du géne
rapporteur de la luciférase pourrait étre réalisé dans des souris transgéniques exposées a un
protocole de fibrose pulmonaire induite permettrait de définir une cinétique d’activation des
différents facteurs. La technique d’imagerie bioluminescente en temps réel permettrait de
déterminer quel phénoméne, entre I'activation des voies de 'UPR et la stabilisation du facteur
HIF-1, prévaut sur 'autre.

Par ailleurs, ce modele transgénique pourrait étre utilisé afin d’identifier le type cellulaire
principalement impliqué dans l'induction de ces voies. En effet, alors que les pneumocytes
expriment HIF-1, les fibroblastes expriment préférentiellement HIF-2 (Senavirathna et al., 2018).
HIF-1 est largement décrit dans le processus d’apoptose, alors que HIF-2 a un réle plutét
prolifératif et angiogénique. Ces observations suggerent que la résistance a |'apoptose de
fibroblastes pourraient étre liée a I'absence d’expression de HIF-1. De facon intéressante, Baek et
al. mettent en évidence sur des coupes de poumon de patients de FPI que les fibroblastes sous-
jacents aux pneumocytes hyperplasiques, ainsi que les pneumocytes hyperplasiques eux-mémes,
présentent une expression accrue de GRP78 a l'instar des pneumocytes (Baek et al., 2012). De
maniere intéressante, le 4-PBA et donc le stress du RE permet de limiter I'activation des
fibroblastes en réponse au TGF-p3.

Le 4-PBA est une drogue autorisée par I'administration des médicaments états-unienne et
européenne. En France, le médicament est le Phéburane® (Lucane Pharma, France), qui est
prescrit dans les désordres du cycle de I'urée. Actuellement, parmi les 52 essais cliniques testant
le 4-PBA, la cirrhose du foie est la seule maladie fibrosante ayant fait I'objet d’un essai clinique
(Ghabril et al., 2013). Malgré la bonne tolérance au traitement, aucun travail n’a récemment été
publié concernant son efficacité. Compte tenu des résultats obtenus in vitro et in vivo révélant
I’effet protecteur du 4-PBA sur les processus pro-fibrosants dans le poumon, un essai clinique dans

la FPI pourrait étre mené avec cette molécule.

Bien que nos travaux participent a la compréhension des phénomeénes mis en jeu dans la
pathogenese de la FPI, deux problématiques majeures restent encore a aborder et orientent les

futurs axes de recherche :
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- Ll’inefficacité des traitements

- La prise en charge des patients

Les traitements actuels améliorent la qualité de vie des patients mais n’arrétent pas la
progression de la maladie. Actuellement, aucune étude n’a vérifié I'effet de la pirfénidone ni du
nintenadib sur les voies de I’'UPR ou sur la stabilisation de HIF-1. L’absence de modulation sur ces
voies par ces drogues pourrait expliquer leur efficacité perfectible. Par ailleurs, de nombreux
essais cliniques évaluent I'effet thérapeutique de cellules souches dont les propriétés anti-
inflammatoires et anti-fibrotiques ont été décrites. A ce jour, I'administration de ces cellules chez
les patients atteints de FPI conduits a une augmentation du taux de survie (Ntolios et al., 2018). Il
serait intéressant d’évaluer I'impact de ces cellules sur les différents marqueurs de notre étude

dans des PIl ou des fibroblastes exposés a un stimulus pro-fibrosant.

Enfin, la prise en charge du patient et plus particulierement le diagnostic est un élément
préoccupant. En effet, dans certains cas, le profil du scanner ne permet pas de conclure avec
certitude sur I’état de pneumopathie interstitielle non spécifique (PINS) ou de FPI. Une biopsie
doit donc étre réalisée pour confirmer le profil de pneumopathie interstitielle commune (PIC)
propre a la FPI, une intervention lourde pour le patient. Actuellement, de nombreux marqueurs
biologiques sériques sont dosés chez des patients mais aucun ne permet de différencier la PINS
de la FPI (Drakopanagiotakis et al., 2018). L’expression d’un marqueur reflétant I'état hypoxique
ou du stress du RE dans I'épithélium alvéolaire propre au profil de PIC, permettrait d’orienter le

diagnostic de PINS ou de FPI et de palier au recours de la chirurgie.

La compréhension des mécanismes complexes de la pathogenese de la FPI est un enjeu
crucial afin d’améliorer l'efficacité des traitements. L'implication du stress du RE dans la
dysfonction des cellules épithéliales alvéolaires dans la FPl a été rapporté, cependant des
hypothéses sur I'inducteur de ce phénomene cellulaire dans les formes sporadiques restaient a
définir. Notre étude montre que le microenvironnement hypoxique est un inducteur potentiel du
stress du RE et propose que I’axe HIF-1/voies de I’'UPR pourrait étre la cible de nouvelles stratégies

thérapeutiques dans la FPI.
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