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INTRODUCTION

Les pneumopathies interstitielles diffuses (PID) regroupent des maladies pulmonaires
respiratoires affectant majoritairement 1’interstitium pulmonaire. Leur conséquence principale
est dans 13 & 40 % des cas, le développement progressif d’une fibrose pulmonaire aboutissant
a une insuffisance respiratoire létale. En Europe, les pathologies interstitielles fibrosantes
concernent entre 2.2 et 20 personnes pour 100 000%. On distingue schématiquement trois types
d’étiologie de fibrose pulmonaire progressive : la fibrose pulmonaire sous—jacente a une
premiére pathologie générale (notamment polyarthrite rhumatoide, sclérose systémique), les
fibroses pulmonaires en lien avec une exposition (pneumoconioses, iatrogénie, pneumoptahies
d’hypersensibilités) et la fibrose dont on ignore les causes (PID idiopathiques). Parmi les formes
de PID idiopathiques fibrosantes, on retrouve les pneumopathies interstitielles aigues (P1A), les
pneumonies interstitielles non spécifiques (PINS) fibrosantes et la fibrose pulmonaire

idiopathique (FPI1)?, qui est la P1D idiopathique la plus courante.

I. Epidémiologie

La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) est une pathologie dévastatrice d’origine
inconnue et dont la médiane de survie avoisine les 5 ans. Cette pathologie touche actuellement
entre 0.33 et 4.51 personnes sur 10 000 dans le monde®. Dans la FPI, on observe une disparité
d’atteinte avec plus de cas recensés chez les hommes que chez les femmes. Pour autant, 1’age
moyen des patients souffrant de FPI reste inchangé entre les deux sexes et la pathologie se
manifeste rarement avant 60 ans *°. L’age reste le premier facteur de risque. Toutefois, les
facteurs génétiques et environnementaux (cigarette, pollution, etc.) sont impliqués dans son
évolution®. Le diagnostic et donc la prise en charge de la maladie sont souvent tardifs ce qui
explique la faible espérance de vie aprés diagnostic. Aussi, les comorbidités tels que, I’apnée
du sommeil obstructive, I’hypertension pulmonaire et I’emphyseéme sont autant de facteurs
associés a son développement’. Dans ce contexte, une meilleure prise en charge des patients
atteints de FPI fait I’objet d’une préoccupation internationale et multidisciplinaire. A ce titre,
un consortium entre 1’American Thoracic Society (ATS), I’European Respiratory Society
(ERS), la Japanese Respiratory Society (JRS) et la Latin American Thoracic Society (ALAT) a
permis d’établir un guide (réguliérement mis a jour) définissant les critéres diagnostiques de la
FPI 8 Les recommandations francaise viennent d’étre mises a jour °. Les critéres cliniques,

radiologiques et histopathologiques sont organisés selon un algorithme proposé (Figure 1). Face
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a une suspicion de FPI, identifier une éventuelle cause constitue le premier élément de
I’examen. En cas de cause connue, le diagnostic de FPI est écarté. Un examen radiologique par
tomodensitométrie a haute résolution (TDM) est toujours prescrit lors d’une suspicion de PID.
En cas d’images de pneumonie interstitielle commune (PIC) caractérisées par lésions « en rayon
de miel », dans les régions sous pleurales et basales et sans autres anomalies et 1’absence
d’étiologie, le diagnostic de FPI est établi (Figure 1). Lorsque des doutes subsistent suite a
I’examen radiologique, une biopsie pulmonaire en vue d’une analyse histopathologique est
discutée. Cette derniére permettra de distinguer des motifs anatomopathologiques de PIC
typiques qui se caractérisent par un remodelage de D’architecture pulmonaire. Les zones
fibreuses sont riches en fibroblastes/myofibroblastes qui générent une accumulation forte de
collagéne mise en évidence sur coupes histologiques par coloration Hématoxyline & Eosine
(H&E). Le diagnostic final fera I’objet d’une concertation entre experts de PID.

FPI EVOQUEE

CAUSE OU CONTEXTE IDENTIFIES DE PID ? OUl —  AUTRE
DIAGNOSTIC |
Navpsiaeladile

NON

TDM THORACIQUE

DISCUSSION MULTIDISCIPLINAIRE

(CONTEXTE CLINIQUE, EFR, LBA, BIOLOGIE, EVOLUTION, ETC)

1 [
PiC JLPIC PROBABLE J[ INDERTERMINE POUR PlCJLAU!RE ASPECTJ
; !

DISCUTER BIOPSIE PULMONAIRE

(SELON PROBALITE CLINIQUE DE FPI, BENEFICES ATTENDUS
ET CONTRE-INDICATIONS)

|

BI1OPSIE PULMONAIRE Jll BIOPSIE PULMONAIRE

| ;
I
DISCUSSION MULTIDISCIPLINAIRE -

1 .
L J

FPI,
DIAGNOSTIC DE TRAVAIL

SUIVI DU COMPORTEMENT DE LA MALADIE }—'

.

r

Figure 1. Algorithme diagnostique chez un patient suspecté de fibrose pulmonaire idiopathique. FPI : fibrose
pulmonaire idiopathique ; PIC : pneumopathie interstitielle commune ; PID pneumopathie intertitielle diffuse ;
TDM tomodensitométrie. Figure de Cottin et al. (2022) °.

Malgré ces outils de diagnostic, la prise en charge des patients FPI reste un défi, en

particulier a regard de I’offre thérapeutique limitée.
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I1. Les traitements

Aujourd’hui, deux médicaments sont indiqués dans le traitement de la FPI, le nintédanib
et la pirfénidone. Cependant leur efficacité est souvent modeste et ces médicaments entrainent
des effets indésirables pouvant nécessiter de stopper leur utilisation. Dans ce contexte, seule la
transplantation pulmonaire constitue une offre thérapeutique pérenne bien que la quantité de
greffon, le diagnostic tardif des patients et leur age limitent souvent I’acces a cette chirurgie.
Par conséquent, la découverte de marqueurs prédictifs et la mise au point de nouveaux agents

thérapeutiques constituent des enjeux cliniques majeurs.

1. Lapirfénidone

La pirfénidone (5-méthyl-1-phénylpyridine-2-one) obtient son autorisation de mise sur le
marché (AMM) en 2012. Indiqué chez I’adulte dans le traitement de la fibrose pulmonaire
idiopathique légere & modérée, elle exerce une activité anti-fibrotique, anti-inflammatoire et
anti-oxydante'®, Bien que les mécanismes d’action de la pirfénidone aient été récemment
partiellement élucidés, son activité moléculaire reste mal comprise. La pirfénidone modulerait
la sécrétion de cytokines pro-fibrosantes par les macrophages!'*? tel que le Transforming
Growth Factor-g1 (TGF-B1) et atténuerait ainsi la prolifération et la différenciation
fibroblastique ainsi que la synthese de fibronectine et de collagene. Ex vivo, sur tissu de
poumons de rat, il a été démontré que la pirfénidone réduisait la sécrétion de pro-collagéne |
induite par un traitement au TGF-B12. In vivo, sur des modéles murins de fibrose pulmonaire
induite par la bléomycine, la pirfénidone semble diminuer I’expression de la fibrose pulmonaire
via la diminution de I’expression de la protéine de choc thermique 47 (HSP47), chaperonne
spécifique du collagéne!*. De surcroit, il a été montré que la pirfénidone limitait la fibrose
pulmonaire en réduisant I’accumulation pulmonaire des fibrocytes *° (cellule du tissu conjonctif

dérivant des fibroblastes et ayant une activité cicatricielle et un potentiel réplicatif réduit).

Une récente méta-analyse publiée dans /’European Journal of Medical Research, retrace
I’ensemble des essais controlés randomisés menés depuis leur premiere utilisation jusqu’a mars
2021 afin d’évaluer I’efficacité et les effets secondaires de la pirfénidone chez les patients FPI®,
Dans ce travail, 1824 patients atteints de FPI ont été inclus. Les résultats de la méta-analyse ont
montré que comparativement au groupe témoin, la pirfénidone améliore trois paramétres
majoritaires de la fonction respiratoire : elle améliore la survie sans progression (PFS) (HR =
0,65, IC a 95 % 0,55 ~ 0,76, P < 0,001), améliore la capacité vitale (CV) (standardized mean

16



difference (SMD) = 0,43, IC 2 95 % 0,21 ~ 0,66, P < 0,001) et diminue le déclin de la capacité
vitale forcée (CVF) (SMD = 0,31, IC 495 % 0,14 ~ 0,48, P < 0,001)*°. La capacité vitale est la
capacité maximale que peut inhaler une personne apres compléte exhalation. La capacité vitale
forcée équivaut a la quantité d’air qui peut étre exhalée de force des poumons apres avoir pris
la respiration la plus profonde possible. Cette étude montre donc que la pirfénidone a un réle
sur la progression de la fibrose des patients atteints de FPI, en diminuant le déclin de la fonction

respiratoire.

Ce traitement présente des effets indésirables fréquents et parfois séveres principalement de
type digestifs et cutanés, qui peuvent justifier I’arrét du traitement (Tableau 1). Toutefois, son
indication présente une balance bénéfice/risque favorable dans un contexte de fibrose faible a

modérée et elle reste un traitement de premiére intention °.

72 patients groupe Photosensibilité Photosensibilité (5 cas),
expérimental vs 35 (43.8%), inconfort vomissements, fiévre,
patients groupe gastrointestinal dysfonction hépatique,
controle (30.1%), anorexie vertiges, paralysie
(31.5%) faciale, tumeur du foie
(1 cas)
174 patients groupe Nausée (36%), Nausée (36%),
expérimental vs 174 démangeaison (32%)  démangeaison (28.1%),
patients groupe céphalée (25.9%), toux
controle (25.2%), diarrhée
(22.3%)
38 patients groupe Démangeaison (39.5%), NM
expérimental vs 38 nausée (5.26%),
patients groupe diarrhée (7.89%)
controle

278 patients groupe  Démangeaison (28.1%), Exacerbation aigué de
expérimental vs 277  nausée (36%), céphalée  la FPI, augmentation

patients groupe (25.9%), toux (25.2%), des enzymes
controle diarrhée (22.3%) hépatiques, pneumonie
(1.1%)
20 patients groupe Photosensibilite, perte NM
expérimental vs 20 d’appétit, fatigue
patients groupe
contréle
43 patients groupe NM NM

expérimental vs 44
patients groupe
contréle
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24 patients groupe Réaction gastro- NM

expérimental vs 24 intestinale,
patients groupe dysfonctionnement
contréle hépatique
110 patients groupe Photosensibilité Photosensibilité (2.8%),
expérimental vs 109 (51.4%), cancer du poumon
patients groupe rhinopharyngite (1.8%), fiévre (1.8%),
controle (49.5%), anorexie détresse respiratoire
(16.5%) (1.8%)

Tableau 1. Description des effets indésirables mineurs et majeurs recensés chez les patients FPI traités par

de la pirfénidone : menée sur 8 études. NM = information non mentionnée. Adapté d’aprés Zang et al. (2021)
16

2. Nintédanib

Le nintédanib (BIBF 1120) obtient son AMM dans le traitement de la FPI en 2015. 1l s’agit
d’un inhibiteur de tyrosine kinase intracellulaire aux propriétés antifibrotiques et anti-
inflammatoires!’. Il exerce notamment son rdle inhibiteur sur les récepteurs dérivés des
plaquettes PDGF (de I'anglais Platelet-Derived Growth Factor), les récepteurs de croissance des
fibroblastes FGF (de 1’anglais Fibroblast Growth Factor) et les récepteurs de croissance de
’endothélium vasculaire VEGF (de 1’anglais Vascular Endothelial Growth Factor) 8. Les
données d'études in vitro ont montré que les actions anti-fibrotiques du nintédanib s’exercent
via le blocage de la différenciation des myofibroblastes et la suppression de I'inflammation et
de I'angiogenése®®. Il est le second médicament dont I’utilisation a été approuvée dans la fibrose
pulmonaire idiopathique (FPI) et plus recemment également dans d'autres maladies fibrosantes
chroniques au phénotype progressif associé a une sclérose systémique (SSc-1LD) 2. L’essai
clinique INBUILD mené récemment suggére méme que son utilisation pourrait étre élargie aux
diverses PID fibrosantes chroniques au phénotype progressif, peu importe leur type
(pneumopathie d'hypersensibilité, PID autoimmune, pneumonie interstitielle non specifique,
pneumopathies interstitielles inclassables et autres PID)???, Dans la fibrose pulmonaire
idiopathique, son indication fait suite aux études cliniques de phase 111 dénommées INPULSIS-
1 et INPULSIS-2. Dans ces études menées de fagcon randomisée, en double aveugle, sur 1066
patients et comparativement a un groupe placebo, le nintédanib a permis de réduire le déclin de
la capacité vitale forcée d’un facteur 1.8 a 2 et d’ainsi ralentir significativement la progression

de la pathologie?®.
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L’essai INPULSIS-ON inscrit donc le nintédanib sur la liste des traitements de la FPI dont
la balance bénéfices/risques permet une utilisation au long cours. Toutefois, ce traitement
comme la pirfénidone, peut induire des effets indésirables sévéres, principalement de type
diarrhéiques (pour environ 60% des patients traités?*) et hépatiques et qui peuvent conduire a

P’arrét de son utilisation.

3. Latransplantation pulmonaire

Le seul traitement a visée réellement curative de la FPI est la transplantation pulmonaire.
Cependant, de multiples contrindications (Tableau 2) a la transplantation comme la présence
de comorbidités des patients souffrant de FPF et/ou leur age, limitent son application®.
Auparavant préconisée par [’International Society for Heart and Lung transplantation pour des
patients agés de moins de 65 ans, elle est maintenant tolérée pour des patients de 70 ans et plus
dans certains centres?. Malheureusement, la disponibilité de greffons constitue un autre point
limitant a la prise en charge chirurgicale. De nombreuses études internationales décrivent la
forte mortalité des patients en attente de greffe, des suites de la pathologie avant transplantation
21-29 En 2017, et au niveau mondial, sur 40.5 % de greffes de patients souffrant d’une PID,
32.4% concernaient des patients atteints de FPI*°, A ce jour, la médiane de survie aprés greffe
des patients souffrant de FPI est estimée a 4,5 années 3!. Le rejet du greffon constitue la
principale cause de déces des patients atteints de FPI transplantés. La transplantation de patients
atteints de FP1 est largement recommandée par I'American Thoracic Society (ATS), I’European
Respiratory Society (ERS), la Japanese Respiratory Society (JRS) et la Latin American
Thoracic Association (ALAT) puisqu’elle réduit de 75 % les risques de déces des patients

comparativement a la seule médication®2.

19



Indications

Risque élévé de mort (>50%) dans les deux ans a venir sans transplantation

/////

Y are Ve

Contre-indications formelles

Historique de cancer

Dysfonction d’un organe vital
Coronaropathie non obstructive
Coagulopathie

Déformation de la paroi thoracique
Obeésité morbide

Tuberculose

Infection résistante non contrdlée
Etat général altéré et inaptitude a la réhabilitation
Troubles psychiatriques séveres
Conditions sociales limitées

Faible observance thérapeutique

Contre-indications mineures

Age >65 ans

Obésité (IMC 30-34.9)

Malnutrition sévere

Ostéoporose sévere

Chirurgie thoracique antérieure avec résection pulmonaire

Ventilation mécanique et/ou assistance extracorporelle

Infection virale B ou C avec signes de lésions hépatiques importantes et/ou d'hypertension portale

Tableau 2. Indications et contrindications a la transplantation pulmonaire de patients atteints de fibrose
pulmonaire. Adapté de Laporta et al. (2018) %

A ce jour, les seuls traitements méedicamenteux, la pirfénidone et le nintédanib sont accessibles
(dans les limites du respect des contres-indications générales, insuffisance hépatique, et

insuffisance rénale avec clairance <30) aux patients souffrant de FPI.

Dans ce contexte, le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques dans la prise en
charge des patients atteints de FPI constitue un enjeu clinique majeur. Plusieurs études
scientifiques s’intéressent a la mise au point de stratégies combinatoires de nouvelles molécules
avec celles déja existantes dans la FPI. Cependant, dans le but d’intervenir plus précocement
dans sa prise en charge, la découverte de nouveaux biomarqueurs prédictifs de I’évolution de
la pathologie semble indispensable. Aussi, la physiopathologie de la fibrogenese nécessite

d’étre mieux comprise.
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ETAT DE LA LITTERATURE

1. Protagonistes de la fibrose pulmonaire

L’exposition a différents agents environnementaux tel que la pollution, le tabac, les métaux,
etc. agresse de facon chronique et répétée le tissu pulmonaire. En réponse, la régénération du
tissu par des mécanismes cicatriciels, permet le remplacement du tissu original par du tissu
conjonctif, la MEC (matrice extracellulaire) (Figure 2). Dans la fibrose, ce processus de
cicatrisation s’emballe ce qui provoque une accumulation disproportionnée et/ou un défaut de

dégradation du tissu conjonctif ainsi qu’un remodelage du tissu pulmonaire34,

1. De la cicatrisation physiologique au developpement de la fibrose :

mécanisme geneéral et acteurs principaux.

Initiée lors d’une blessure au niveau de 1’épithélium/endothélium pulmonaire, la 1ésion du
tissu pulmonaire provoque I’activation des thrombocytes (plaquettes), suivie de la formation de
fibrine qui constituera une MEC provisoire. Cette MEC est constituée majoritairement de
collagéne et d’¢lastine, responsables de sa conformation. Les cellules environnantes a la
blessure sécretent un ensemble de cytokines/chémokines comme le TGF-B1 (pour
Transforming Growth Factor-B1 en anglais), le CTGF® (pour connective tissue growth factor
en anglais), le TNF-a (pour Tumor Necrosis Factor en anglais) ainsi que des métalloprotéases
matricielles (MMP)%. Ensemble, ces facteurs pro-fibrosants participent & la destruction de la
lame basale permettant ainsi 1’infiltration des cellules immunitaires. Dans 1’infiltrat
immunitaire, les éosinophiles, les lymphocytes, les neutrophiles et les macrophages recrutés
produisent des ROS (especes réactives de 1’oxygéne) et participent a la sécrétion de cytokines
tels que le TGF-B1, le PDGF, I'IL-13%*". Cet environnement pro-fibrosant favorise entre autre,
la neovascularisation de la zone Iésée et I’activation des fibroblastes. Les fibroblastes actives
sont des cellules clés dans ce processus ; elles expriment notamment 1’ a-smooth-muscle actin
(a-SMA), protéine caracteéristique de leur transformation mésenchymateuse. Ces cellules ayant
acquis un phénotype migratoire sont nommées les myofibroblastes. Leur persistance via
I’inhibition de leur apoptose, est a I’origine de la sécrétion accrue de collagéne a I’origine donc,

de la fibrose®.
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Figure 2. Schématisation de la cicatrisation : vers la régénération tissulaire ou la fibrose. Adapté d’apres
Wynn et al. (2007) *°

Ce mécanisme de cicatrisation est régulé par la présence de métalloprotéases matricielles et de
leurs inhibiteurs, nommés les TIMP (pour Tissue Inhibitors of Metalloproteinases en anglais).
Lorsque la balance MMP-TIMP est déséquilibrée, on assiste a I’accumulation de MEC a
I’origine de la fibrose tandis que, 1’équilibre de la balance permet la régénération du tissu Iésé
“O(Figure 2).

2. Le collagene : principal constituant de la matrice extracellulaire et outil de
diagnostic

Le collagene appartient a la famille des protéines fibreuses et est le composant mécanique
majoritaire de la matrice extracellulaire chez les vertébrés. 1l est a ’origine de la stabilité et
donc, de I’intégrité structurelle des tissus **. A ce jour on identifie 28 types de collagénes
différents. Structurellement, le collagéne se caractérise par une répétition d’un triplet
d’aminoacides spécifiques dont le motif le plus fréquent est [’association Proline-

Hydroxyproline-Glycine (Pro-Hyp-Gly) “2. Ensemble, ces résidus sont a 1’origine de la
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formation de chaines polypeptidiques (les chaines alpha) qui varient en taille, en nombre, en

fonction et en distribution tissulaire*® (Tableau 3). Ces chaines forment une structure en triple

hélice.
Types Genes Distribution tissulaire
Collagéne formant
des fibrilles
' COL1AL Os, derme, tendon, ligaments, cornée
COL1A2
]
n COL2A1 Cartilage, corps vitré, noyau pulpeux
COL3A1L Peau, Paroi du vaisseau, fibres réticulaires de la plupart des
tissus (poumons, foie, rate, etc.)
\ COL5AL1
COLSA2 Poumons, cornée, os, membranes fcetal ;
COL5A3
XI COL11A1
COL11A2 Cartilage, corps vitré
COL11A3
Collagéne de la
membrane basale
COL4A1
COL4A2
\Y; COL4A3 | Membranes basales
COL4A4
COL4A5
COL4Ab6
Collagénes
microfibrillaires
Vi COL6AL Répartis : derme, cartilage, placenta, poumons, paroi
COL6A2 vasculaire,
COL6A3 disque intervertébral
Ancrage des
fibrilles . . - .
peau, jonctions dermo-épidermiques ; muqueuse buccale,
Vi COL7AL | col de I'utérus
Collagénes formant
un réseau
hexagonal COL8A1 Al
COLBA? cellules endothéliales, membrane de Descemet
VIl
X COL10A1 | cartilage hypertrophique

23




Collagéne associé

aux fibrilles
IX COL9A1 | cartilage, humeur vitrée, cornée
COL9A2
X COL12A1 | périchondre, ligaments, tendon
COL9A1 | derme, tendon, paroi vasculaire, placenta, poumons, foie
X1V
COL19A1 | rhabdomyosarcome
XIX
XX T . . i
XX| épithélium corneen, peau embryonnaire, cartilage sternal,
COL21A1 | tendon
paroi des vaisseaux sanguins
Collagénes
transmembranaires
X1l épiderme, follicule pileux, endomysium, intestin,
VI COL13A1 | chondrocytes, poumons, foie
COL17A1 | jonctions dermique — épidermique
Multiplexine
collagenes
XV COL15A1 | fibroblastes, cellules musculaires lisses, rein, pancréas
XVI COL16AL1 | fibroblastes, amniotique, kératinocytes
XVIII COL18A1 | poumons, foie

Tableau 3. Description des différents types de collagéne et leur distribution tissulaire. D’aprés Gelse et al.

(2003) %

Elles sont produites sous forme de procollagéne (Figure 3) par les cellules et excrétées pour

former un réseau complexe. Les collagenes le plus fréquemment retrouvés sont les collagenes

de type I a IV. Le collagéne de type I contribue a la structure du squelette osseux. Le collagéne

de types Il contribue principalement a la matrice fibrillaire du cartilage articulaire. Le collagéne

de type IV est predominant dans les membranes basales. Les collagenes de type I, 11l et V sont

majoritairement produits par les fibroblastes tandis que le collagene IV est produit par les

cellules épithéliales.

24




M-propeptide triple: helix C-propeptide

telopeptide telopeptide
(non-helicaly (non-helical)

e

N-procollagenase C-procollagenase

Figure 3. Structure moléculaire des collagénes fibrillaires avec les différents sous-domaines ainsi que les
sites de clivage des N- et C-procollagénases (illustration d’une molécule de collagéne de type I). D’aprés Gelse
et al. (2003) *3

Dans la fibrose, I’expression des collagénes de type | et 111 est augmentée. Le ratio collagene
I/111 évolue en fonction du type de fibrose. Dans la fibrose débutante, le ratio reste a 1’équilibre
malgré I’augmentation de leur expression. En revanche, la progression de la fibrose est associée
a une surexpression du collagene de type | par rapport au type 111 ce qui entraine un déséquilibre
de la balance des collagénes I et 111 *. Dans le sérum de patients atteints de FPI, il a été montré
que les marqueurs de dégradation du collagéne par les MMP étaient augmentés . Leur
concentration sérique est corrélée a la progression de la pathologie et leur taux d’augmentation

prédit la survie des patients*.

Récemment, une étude a permis d’identifier par immunohistochimie et reconstruction 3D
de poumons, la localisation de différents types de collagéne (I, 11, IV, V et VI) au cceur des
foyers fibroblastiques de poumons de patients atteints de FPI*’. Ainsi, la mise en place de
stratégies de ciblage du collagene natif ou dégradé permettrait de mieux suivre 1’évolution de
la pathologie et d’ainsi améliorer la prise en charge des patients atteints de FPI. Dans cet intérét,
Wahyudi et al*® ont répertorié plusieurs études dans lesquelles des peptides ont été synthétisés
afin de mimer I’action des facteurs de croissance et de lier différents types de collagene dans le

but de limiter leur envahissement (Tableau 4).
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Peptides de liaison au | Origine des peptides de | Cibles de ces Applications
collagéne liaison au collagene peptides
RRANAALKAGELYK | récepteur plaquettaire collagene de moduler la
SILYGC du collagene | type | fibrillogenése du
collagéne et inhiber
la degradation du
collagene médiée par
les MMP
MIVIELGTNPLKSSGI répétitions riches en collagene de Induire la
ENGAFQGMKK leucine (LRR) 4-5 de la type | minéralisation du
décorine collagene dans les
défauts osseux
LRELHLNNN surface intérieure des collagene de Promouvoir la
répétitions riches en type | libération contrélée
leucine 10 de la de molécules> 2KDa
décorine
WREPSFCALS Facteur Von- collagéne de Promeut la
Willebrand type | vascularisation et la
cellularisation
TKKTLRT Collagénase collagene de promeut la
type | vascularisation et la
cellularisation
WYRGRL Phage display collagene de cibler le cartilage
type Il articulaire
KLWVLPK Phage display collagéne de | sites cibles exposés
type IV au collagene dans les
vaisseaux sanguins
endommagés par
I'angioplastie
transluminale

Tableau 4. Peptides de liaison au collagene et leurs applications. ND = non déterminé. Adapté de Wahyudi et
al. (2016) *8

Le collagene est aussi une cible privilégiée pour surveiller et dépister la pathologie de
fagon non invasive. A ce titre, plusieurs outils moléculaires tel que 1’agent de contrast EP-3533
(Figure 4) , le CM-101 et le ProCA32.collagenl “°, permettent de suivre par imagerie a
résonance magnétique, la progression fibrotique dans les tissus (Figure 4). D’autres outils

développés a partir de phage ou d’anticorps, permettent non pas de cibler le collagéne natif mais
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le collagéne dégradé afin, de détecter des marqueurs spécifiques de pathologies, de faciliter le

développement d’agents d’imagerie et d’adapter les thérapies (Tableau 5) 2.

EP-3533

{Z&:‘E vl °Ei . i; _3_2:}°

. j¥°

Figure 4. Outils moléculaires ciblant le collagene. EP-3533, un agent de constrate IRM qui permet le suivi du
collagéne et I’évolution de la fibrose pulmonaire in vivo en imagerie moléculaire. Adapté d’aprés Wahyudi et al.
(2016) *®

Molécules Méthode de Cible Application
ciblant le découverte
collagéne
dénaturé
MAb HUIV26 | immunisation le collagéne inhiber
soustractive dénatureé de type I'angiogenese et
v la croissance
tumorale
MAb HUI77 immunisation le collagéne ND
soustractive dénaturé de type I-
V
D93 mAb humanisé | le collagene inhiber la

dérivé de HUI77 | dénaturé de type croissance
IV dégradé par les | tumorale

MMP

MADb E1E5 dosage le collagéne Détecter le
immunologique | dénaturé de type Il | collagéne
quantitatif dénaturé de type

1

MADb E4A11 | dosage le collagéne Détecter le
immunologique | dénaturé de type Il | collagéne
quantitatif dénaturé de type

1

TLTYTWS Phage display Collagene de type | Réduire la

IV dégradé par les | différenciation
MMP-2 endothéliale et
inhiber
I'angiogenese

Tableau 5. Molécules ciblant le collagéne dénaturé et leurs applications. Adapté de Wahyudi et al. (2016) “®
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Récemment, une sonde radioactive nommée %8Ga-CBP8 et ciblant le collagéne de type | par
PET-scan (Positron Emission Tomography-scanner), a été caractérisée comme outil de suivi de

la fibrose pulmonaire chez I’Homme *°.

Le collagéne accumulé ou dégradé constitue ainsi un outil théranostique de choix. La
découverte d’autres outils davantage prédictifs de la pathologie serait une avancée majeure dans

la prise en charge des patients souffrant de FPI.

3. Le Transforming Growth Factor-g1 (TGF-B1) : cytokine majoritaire

Differentes cytokines pro-inflammatoires ou anti-inflammatoires sont impliquées dans la
fibrogenese. Les facteurs pro-inflammatoires comme I’interleukine-1 (IL-1), I’interleukine-6
(IL-6), le Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a) ou les espéces réactives de I’oxygenes (ROS pour
Reactive Oxygen Species en anglais) sont libérés consécutivement a 1’atteinte et favorise un
microenvironnement propice au développement de la fibrose. La fibrose se caractérise par
I’accumulation tissulaire du collagene et la sécrétion de facteurs de croissance comme le VEGF,
FGF, PDGF ou encore le TGF-B1, cytokine clé la plus décrite dans les processus de fibrogenése
(Figure 5) >,
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Figure 5. Stimulation de la réponse fibrotique par le TGF-B lors de la réparation tissulaire. Le TGF-f est
libéré par les plaquettes, les cellules parenchymateuses et les macrophages et son activité est stimulée par des
facteurs endogénes tels que I'angiotensine Il. Sous l'influence du TGF-, la prolifération et la migration des
fibroblastes résidents et le processus de transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) se produisent et les
fibroblastes se différencient en myofibroblastes au niveau de la plaie. Les myofibroblastes différenciés synthétisent
des protéines de la matrice extracellulaire. L'accumulation de matrice extracellulaire est renforcée par le TGF-f
via ses effets inhibiteurs des métalloprotéases matricielles et ses effets stimulants des inhibiteurs de
métalloprotéases. D’aprées Jiang et al. (2014) %2

3.1. Biosyntheése et sécrétion

Le TGF-B1 appartient a la superfamille du TGF-f, impliquée dans le contréle de nombreux
processus physiologiques comme la prolifération, la différenciation cellulaire, la cicatrisation,
la régulation du systeme immunitaire et de nombreux processus pathogéniques comme le cancer
et la fibrose L. Chez I’Homme, il existe trois isoformes du TGF-B (TGF-B1, TGF-B2 et TGF-
B3) et le TGF-B1 est le premier responsable de la fibrose chez I’adulte *3. La séquence de
I’ARNm du TGF-f est tres conservée entre les especes. La biosynthése peptidique du TGF-
est initiée par la formation d’un pré-pro-précurseur (pre-pro-TGF-) de 390 acides aminés (AA)
composé d’un peptide signal en position N-terminale et d’une séquence de 112 AA nommée

TGF-B mature en position C-terminale. Entre ces deux séquences, on retrouve un domaine LAP
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pour « latency- associated Protein » de 249AA. Le peptide signal subit un premier clivage sous
I’action d’une endopeptidase et ce clivage provoque la libération du peptide LAP et du pro-
TGF-B1, second produit de 25 kDa. Ces peptides s’homodimérisent respectivement grace a des
ponts di-sulfures (S-S) et se lient de maniere non covalente pour former un complexe latent du
TGF-B de 75 kDa. Ce petit complexe latent ne peut pas se fixer a son récepteur. Son interaction
avec une protéine LTBP > (pour Latent TGF-A Binding Protein en anglais) permet la
formation d’un grand complexe latent du TGF-f3 pouvant étre stocké dans la cellule et sécrété
(Figure 6).
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Figure 6. Structure et synthése du TGF-B. Synthétisé sous forme d’un précurseur pré-pro-TGF-p, le complexe
est ensuite clivé pour devenir le pro-TGF-B, qui se dimérise et forme le petit complexe latent du TGF-p.
L’association du peptide LTBP est nécessaire la sécrétion et la constitution du complexe latent du TGF-p.
Ensemble, ils forment un large complexe latent. D’aprés Shi et al. (2011) 5

Le TGF-B, sécrété sous forme inactive subit des étapes d’activation. L hydrolyse acide, la
chaleur ou encore I’action de sérines protéases peuvent activer le TGF-f (Jenkins) via le clivage
de LAP. Parmi les protéases, on recense par exemple la plasmine et la thrombine. Leur
mécanisme d’action précis reste toutefois a ¢lucider. La Thrombospondin-1 (TSP-1) est une
protéine d’adhésion sécrétée par un grand nombre de types cellulaires. Elle possede une
séquence particuliére pouvant se fixer a LAP et ainsi empécher sa liaison avec le TGF-$ dans
le but d’entrainer sa libération. Le récepteur Insulin-like Growth Factor-1l/Mannose-6-
phosphate (IGFII/M6P-R) a également été décrit comme un activateur du TGF-f. Ce récepteur
lie le complexe TGF-B/LAP/LTBP et libére le TGF-B dans sa forme active °.
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Enfin, les intégrines sont la derniére catégorie d’activateurs du TGF-B 6. Il s’agit de
récepteurs hétérodimériques (composés d’une sous-unité o et B) d’adhésion cellulaire qui
permettent a la cellule d’interagir avec la MEC. Les intégrines lient le peptide LAP via leur
séquence d’AA RGD (Arg-Gly-Asp). Elles piegent ainsi le complexe latent a la surface
membranaire et facilitent I’activité protéolytique d’autres protéases afin de libérer la forme
active du TGF-pB. C’est le cas des isoformes av38 et av6 pour qui le ligand majoritaire est le
TGF-B latent °°8, Les métalloprotéases de la matrice (MMPs) ont elles aussi été décrites
comme facilitant I’activation du TGF-f notamment en agissant en collaboration avec les

intégrines de surface >,
3.2. Les récepteurs du TGFp

Les cytokines de la superfamille du TGF-f se lient a des récepteurs transmembranaires de
la famille des sérine/thréonine kinases nommés TGF-BRI et TGF-BRII % Le TGF-B et les
autres ligands (comme les BMP (bone morphogenetic proteins), I’activine, I’inhibine, etc.) sont
associés a un couple de récepteurs qui leur est propre. Par exemple, le TGF-f se lie au récepteur
de type Il TGF-BRII qui lui-méme s’associe soit a ALK5 (ou TGF-BRI) soit a ALK1 (activin
receptor-like kinase 1) en fonction du type cellulaire tandis que les BMP se lient au récepteur
BMPRII qui lui-méme s’associe a ALK1 (Figure 7). Chaque récepteur possede une partie N-
terminale située dans le compartiment extracellulaire qui interagit directement avec le TGF-8,
une région transmembranaire et une partie C-terminale intracellulaire a activité sérine/thréonine
kinase. Les récepteurs de type | possédent un domaine GS caractérisé par la séquence
« TTSGSGSG » en région N-terminale. Cette GS box en position N-terminale se situe dans la
zone cytoplasmique de la cellule. L’affinité du ligand pour son récepteur est différente selon la
sous-famille de ligand. Par exemple, les ligands de la sous-famille BMP se lient, dans un
premier temps au récepteur de type | alors que les TGF- et I’activine lient le récepteur de type
I1. Ainsi, dans le cas du TGF-$3, aprés fixation avec le récepteur de type I, le récepteur de type
| se rapproche pour former le complexe TGF-B/TGF-BRI/TGF-BRII. Le ligand TGF-3 capte un
deuxieme récepteur de type Il (TGF-BRII) et ensemble, ils recrutent le récepteur de type |
(ALK). Le complexe formé comprend donc 2 TGF-BRI et 2 TGF-BRII. Le récepteur kinase de
type Il phosphoryle le domaine intracellulaire GS du récepteur de type | et ses multiples résidus
sérine et thréonine. La signalisation intracellulaire médiée par la fixation du TGF-f & son

récepteur® est alors initiée.
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Dans la FP (fibrose pulmonaire), ALKS5 est le récepteur TGF-BRI le plus décrit ®3. Terashima
et al. ont démontré que son inhibition conduit a I’atténuation de la fibrose pulmonaire en
limitant 1’accumulation du collagene de type | dans un modéle murin de fibrose pulmonaire

induite par la bléomycine 5.
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Figure 7. Description des récepteurs de la superfamille du TGF-B. lls sont classés en fonction de leurs ligands
BMP et TGF-f/Activin. La liaison du ligand induit la voie de signalisation canonique des SMAD, voie principale
médiée par le TGF-p permettant de relayer le signal au noyau afin de débuter la transcription de génes. D’aprés
Martinez-Hackert et al (2021) %

Suite a l’interaction du TGF-B avec son récepteur et 1’activation du complexe par
phosphorylation, deux voies de signalisation sont initiées et permettent de relayer le signal au

noyau afin de débuter la transcription de génes. Il s’agit des voies : canonique (comprenant la
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principale voie des Smads) et non canonique (regroupant un ensemble de voies de signalisation
annexes). La voie de signalisation canonique est la plus connue des voies de signalisation
médiées par le TGF-p. La voie non canonique est a ce jour moins documentée mais suscite de

plus en plus d’intéréts dans le traitement des maladies fibrosantes °°.

3.3. Les voies de signalisation du TGF-p1

3.3.i. La voie de signalisation canonique : la voie des SMADs

La voie des SMAD (supressor of mothers against decapentaplegic homolog) est la voie
principale de réponse cellulaire médiée par I’interaction du TGF-[3 a son récepteur. Cette voie
de signalisation nécessite 1’intervention de protéines de la famille des SMAD. Ces derniéres se

dissocient en trois groupes :

- Les SMAD associées aux récepteurs (R-SMAD) ; parmi elles, on recense les protéines
SMAD1, SMAD2, SMAD3, SMAD?5 et SMADS (appelé aussi SMAD9) qui induisent

toutes une voie de signalisation différente

- SMAD4 dite SMAD co-régulatrice (Co-SMAD) ; il s’agit d’une protéine effectrice
nécessaire a la translocation nucléaire du complexe des SMAD:S et a la constitution du

facteur de transcription

- Les SMADs antagonistes ou inhibitrices (I-SMAD) ; SMAD6 et SMAD7 sont deux -
SMAD qui permettent de réguler négativement la voie de signalisation via la

dégradation des récepteurs au TGF-B ou 1’inhibition des R-SMAD 7.

Les SMAD sont des protéines dont la structure est conservée entre les espéces. Elles
posseédent un domaine MH1 (Mad Homology domain 1) en position N-terminale et un domaine
MH2 en position C-terminale (Figure 8). Ces domaines sont connectés par une région nommée
linker. Seules les protéines R-SMAD et Co-SMAD possédent le méme domaine MH1. Les
protéines R-SMAD et SMAD4 possédent dans leur domaine MH1, un peptide signal de
localisation nucléaire (NLS) et également un signal d’export nucléaire pour SMAD4 (NES). Le
domaine MH1 est essentiel pour I’import des R- et Co- SMAD dans le noyau. Le domaine MH2
est commun a toutes les protéines SMAD. Ce domaine est essentiel pour leur régularisation et
leur oligomérisation. Les R-SMAD possédent dans leur domaine MH2 une région de deux
résidus sérine répétés (appelés motif (SSXS)) leur permettant d’interagir avec le TGF-BRI

activé. SMAD4 contient dans sa région linker, une sequence peptidique de 48 AA nommee
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SAD (SMAD4 Activation Domain) , indispensable a I’activation de 1’expression des génes
cibles ®8 (Figure 8).

SR T R
Receptor
Activat

66% Sequence identity 96% sequence identity
Smad4 mm= — Common
- - —» o

Figure 8. Représentation de la structure des protéines SMAD. Les protéines SMAD possédent un schéma
structural commun et comptent un domaine MH1 en position N-terminale et un domaine MH2 en position C-
terminale reliés entre eux pas une région linker. Chacun de ces domaines conferent une activité particuliére a la
protéine. Le domaine MH1 est nécessaire a la fixation des SMAD a I’ADN et & I’import ou a 1’export de la protéine
grace aux signaux de localisation nucléaire (Nuclear Localization Signal ou NLS) ou d’export nucléaire (nuclear
export signal ou NES). Le domaine MH2 est commun a toutes les SMAD. Adapté de Samanta et al. (2012) %

La signalisation est donc initiée par la fixation du ligand (TGF-B) au récepteur de type Il
induisant le rapprochement du récepteur de type | et permettant ainsi 1’activation du complexe
TGF-B/TGF-BRI/TGF-BRII par phosphorylation. Ce complexe interagit directement avec les
R-SMAD et le TGF-BRI (Figure 9). La protéine SARA, une protéine co-activatrice des SMAD,
contient deux domaines en doigts de zinc (domaine FYVE) qui lui permettent un ancrage
membranaire via son affinité pour le phosphatidylinositol-3-phosphate (P13P). Elle posséde un
domaine de fixation au SMAD (SBD pour SMAD Binding Domain) qui lui permet de se lier
préférentiellement a8 SMAD2/3 (R-SMAD) non phosphorylé. SARA est localisée a proximité
des récepteurs au TGF-B. Dés lors, lors d’une activation de la voie de signalisation médiée par
le TGF-B, la phosphorylation de SMAD2/3 induit la destruction du complexe SMAD2/SARA
ou SMAD3/SARA. SARA entraine donc une accumulation au niveau de la membrane de
protéines SMAD2/3, sollicitées lors de I’activation des récepteurs aux TGF-3. La libération de
SARA perpétue la formation de nouveaux complexes SARA/SMAD2 ou SARA/SMAD3. Le
recrutement de SMAD2/3 au niveau du TGF-BRI induit sa phosphorylation au niveau du

domaine SSXS puis sa dislocation avec SARA °.
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Une fois phosphorylées, les R-SMAD acquierent des conformations steechiométriques
différentes et forment :

- des hétérotriméres comprenant deux R-SMAD et un SMAD4
- des hétérodiméres comprenant un R-SMAD et un SMAD4

Ces différentes associations en hétérodimeres ou triméres dépendent du ligand et du facteur
de transcription recruté lors de D’interaction avec ’ADN 'L, Suite a la formation de cet
oligomere, le complexe se transloque dans le noyau et est associé a divers facteurs de
transcription en fonction de 1’expression du gene cible (Figure 9). Le complexe SMAD se lie
faiblement a I’ADN grace a une séquence consensus riche en GC nommée SBE (SMAD-
Binding Element). Afin d’accroitre son affinité aux éléments de réponse, ce complexe recrute
des facteurs de transcription et des cofacteurs. Leur nature est dépendante du tissu et du type de
réponse souhaitée’. Il existe un trés grand nombre de facteurs de transcription associés a la
voie des SMAD 73, Le complexe SMAD peut également s’associer a des modificateurs de
chromatine tels que les histones désacétylases (HDAC) ou histones acétyltransférases (HAT)

afin de moduler le niveau d’expression de génes cibles .

35



TGF-B

«

R —————
- - - - - - - - - S

R-SMADs

. .-

I-SMADs

® WP
R»SMADS\ / SMAD4

Figure 9. Schéma de la voie canonique du TGF-B SMADs-dépendante. Lors de la liaison du ligand, le récepteur
TGF-B de type II (TPRII) recrute et phosphoryle le récepteur de type I (TPRI) dans la membrane cellulaire. Le
complexe de récepteurs de type I1-1 activé induit ensuite la phosphorylation des R-SMAD préalablement libérés
de la protéine SARA. Les R-SMAD activés recrutent le Co-SMAD (SMADA4) pour la liaison. Les complexes R-
SMAD/Co-SMAD effectuent une translocation et s'accumulent dans le noyau afin d’initier l'expression des
facteurs de transcription cibles a l'aide d'autres cofacteurs. Adapté de Zhang et al. (2014)

Cette voie canonique peut étre régulée a différents niveaux. Suite a leur stimulation, les
récepteurs du TGF-f sont endocytés par invagination de la membrane plasmique de maniere
clathrine-dépendante. Cette endocytose permet a la cellule d’effectuer une premiere régulation
membranaire en réduisant la densité de récepteurs a sa surface ’®. Cependant, le récepteur
contenu dans un endosome précoce peut continuer d’activer SMAD2/SMAD?3 via son domaine
intracellulaire maintenu ancré a la membrane ”’. De plus, la I-SMAD SMAD?7 peut interférer
avec le recrutement de R-SMAD, en stimulant la déphosphorylation des récepteurs et en
favorisant le recrutement d’une E3-ubiquitine ligase afin d’induire la dégradation du complexe
SMAD?2/3 et des récepteurs aux TGF-B8. Enfin, la protéine a activité ubiquitine ligase TRIM33
(Tripartite motif-containing 33), également nommée TIF-1y (transcription intermediary factor-
1 gamma) a été décrite comme étant un régulateur négatif de la signalisation du TGF-B1 a
travers ’ubiquitination de SMAD4 ® (Figure 8). Plus récemment, TRIM33 a également été

décrite comme ayant une activité anti-fibrosante en déstabilisant I’interaction entre HSPBS5 (une
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petite protéine de choc thermique appelée aussi aB-crystallin) et SMAD4, interaction

essentielle a la translocation de SMADA4 dans le noyau 8081,

3.3.il. Les voies de signalisation non canoniques
En parallele de la voie de signalisation dépendante des SMAD (voie canonique), la
stimulation par le TGF-f induit de nombreuses autres voies de signalisation annexes. Celles-ci
constituent I’enjeu clinique de demain dans le développement de thérapies anti-fibrosantes
666782 Nous n’évoquerons ci-dessous que les 5 voies non canoniques les plus documentées

dans la littérature.

La voie des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) est une des voies non canoniques
et est impliguée dans de nombreux phénomenes cellulaires comme I’apoptose, la différentiation
cellulaire et également la signalisation médiée par le TGF-p. Cette voie nécessite d’étre régulée
par des membres de 3 grandes familles de protéines : les ERK (Extracellular signal-Regulated
Kinases), les MAPK p38 et ses diverses isoformes (o, B, v, 0) et les INK (Jun amino-terminal

Kinase) &,

< Active TG ligand
Extracellular matrix
IRII = P TGFARI
Cytoplasm i
/ \\[Non canonical signaling
RhoA TRAF4/ PI3K MAP3K7 Ras
l TRAF6 l / \\ l
AKT RAF
ROCK l | INK P38 !
l NF-kB mTOR
Cofilin l
v KI::se Cell proliferation,
Stress fibers/EMT ; metastasis,
v anglogenesis
Protein synthesis V
----------------------------- WA ——
4/ """" T T o B S i, T
P50/ Cell survival, .”'_'ffi o G e T s
P65 proliferation Nucleus ™

Figure 10. Schéma des voies non canoniques du TGF-B. Le complexe récepteur TGF-p transmet son signal par
d'autres facteurs, tels que les protéines kinases activées par les mitogénes (MAPK), la phosphatidylinositide 3-
kinase (PI3K), le facteur 4/6 associé au récepteur TNF (TRAF4/ 6) et la famille Rho de petites GTPases. Les
MAPK activées peuvent exercer une régulation transcriptionnelle soit par interaction directe avec le complexe
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protéique nucléaire SMAD, soit via d'autres protéines en aval. De plus, les INK/p38/ERK activés interviennent
dans les métastases, l'angiogenése et la croissance cellulaire via les facteurs de transcription, tels que c-JUN et
ATF. RhoA/ROCK peut étre activé par le TGF- pour induire la formation de fibres de stress d'actine pendant la
TEM via un mécanisme non transcriptionnel. Le TGF- peut activer PI3K et AKT en induisant une interaction
physique entre la sous-unité PI3K p85 et le complexe récepteur conduisant a des réponses traductionnelles via
I'activation de mTOR/S6kinase. L'activation par le TGF-p des protéines TRAF peut initier une activité de
signalisation du facteur nucléaire-xB (NF-kB), conduisant a la réponse inflammatoire parmi d'autres processus.
Adapté de Costanza et al. (2017) &

Le TGF-B est capable d’activer la voie ERK/MAPK par phosphorylation de ShcA. Suite a
son activation, le TGF-BRI phosphoryle la protéine adaptatrice ShcA et forme un complexe
avec deux autres partenaires : Grb2 et Sos. Ce complexe initie alors la cascade Ras GTPase et
s’en suit une activation séquentielle de RAF, MEK (MAP kinase/ERK kinase) et ERK1/2
kinases . Pannu et al. décrivent que, dans un modéle murin de fibrose sous-jacente a la
sclérodermie et induite par surexpression d’ALKS5, le processus fibrosant dépend de SMAD1
et de ERK1/2 et non de SMAD?2/3 8. Dans une autre étude menée sur cellules épithéliales, les
auteurs ont montré que la voie Ras-MAPK induisait la phosphorylation de la région linker de
SMAD2/3 conduisant a sa séquestration dans le cytoplasme et a I’inhibition de la signalisation
induite par le TGF-B & . Les voies JNK et p38-MAPK, peuvent également étre activées par le
TGF-B de fagon SMAD indépendante . Le récepteur au TGF-p activé interagit avec TRAF6,
(Tumor necrosis factor Receptor Associated Factor 6) une E3 ubiquitine ligase. L’association
de ce facteur avec le TGF-BR induit I’auto-ubiquitinylation de TRAFG6 et sa ligation avec TAK1
(TGF-B activated kinase 1). TRAF6 poly-ubiquitine TAK1 initiant ainsi la cascade de
signalisation des MAPK par activation séquentielle de MKK4 et JNK ou de MKK3/6 et p38-
MAPK &,

Dans la fibrose pulmonaire, la protéine MAPK phosphatase-5 (MKP-5), une tyrosine
phosphatase, a été identifiée comme régulatrice négative de 1’activation de p38-MAPK et de
JNK. Les travaux de Xylourgidis et al., suggerent un phénoméne complexe de compensation
entre voie canonique et voie non canonique dans un modéle de fibrose induite par la bléomycine
89, Le déficit en MKP-5 (qui léve la régulation négative des voies INK et p38-MAPK) dans un
modele pro-fibrosant chez la souris, protegerait les cellules pulmonaires de leur transformation
en myofibroblastes. Les auteurs suggérent que cette voie non canonique régulerait négativement
la voie de signalisation induite par le TGF-B1 via I’activation de SMAD7 en conditions
physiologiques et que cette voie non canonique serait inhibée par la protéine MKP-5 en
conditions de fibrose . En revanche, d’autres études soutiennent que JNK1 est directement

impliquée dans le développement de la fibrose pulmonaire *° et que son inhibition, ainsi que
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celle de p38-MAPK, par un antibiotique (méthacycline) contribuerait a réduire la
transformation mésenchymateuse in vitro et protégerait les souris de la fibrose pulmonaire
induite par injection de bléomycine °*. Ces résultats contradictoires suggérent une régulation

complexe menée par les INK et un réle qui reste a élucider dans la FPI.

Le facteur de transcription NF-xB (Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells) posséde une signalisation complexe et participe a la régulation de nombreuses voies de
signalisation. Son activation est associee aux mécanismes de cancérogenése (survie cellulaire,
prolifération, angiogenése, invasion/métastases) %2. Ce facteur est aussi impliqué dans les
processus d’inflammation en réponse a des cytokines comme I’IL-1p ou le TNF-a et il est
fortement exprimé par les cellules immunitaires. Son activation est décrite dans beaucoup de
maladies inflammatoires comme la polyarthrite rhumatoide, I’athérosclérose, la maladie de
Crohn ou encore la rectocolite hémorragique %. NF-«kB a été décrit dans la pathogenése de
nombreuses maladies pulmonaires ** et son implication dans la voie de signalisation induite par
le TGF-B via la voie des MAPK et I’intervention de TAK1, a été mise en évidence %. TAK1
est capable de phosphoryler le complexe IkB kinase (IKK), I’activer et inhiber NF-kB. IkB est
alors ubiquitinylé et dégradé par le protéasome tandis que NF-«xB activé migre dans le noyau et
active la transcription de génes cibles. Dans la fibrose pulmonaire, NF-kB semble étre impliqué
dans la différentiation des fibroblastes humains et murins a la suite d’une stimulation par le

TGE-p %,

La voie Pi3K-Akt (Phosphatidyl Inositol 3-Kinase/protein kinase B) est une voie
complexe également impliquée dans un grand nombre de voies métaboliques et notamment en
cancérogénése % (survie cellulaire, prolifération, TEM...). Le TGF-p active cette voie via son
interaction entre son récepteur et Pi3K "°. De maniére intéressante, la sous-unité régulatrice de
Pi3K, p85, est associée de maniere constitutive avec les récepteurs de type 2, mais inductible
par le TGF-B1 au niveau du récepteur de type I 8. La stimulation par TGF-B active TRAF6 qui
induit 1’ubiquitinylation de p85 et active Pi3K, qui provoque I’activation de Akt par
phosphorylation. De plus, 1’activation de Akt peut passer par la voie mMTORC2 (mammalian
Target Of Rapapmycin Complex 2) induite par Pi3K 8. Cette voie Akt posséde de nombreuses
cibles comme les facteurs de transcription snail et twistl largement impliqués dans la
fibrogenése®®. Cette voie est impliquée dans la fibrogenése de nombreux tissus® et notamment

dans la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine chez la rat. L’utilisation d’un inhibiteur
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specifique de la voie Pi3K/Akt (LY294002) contribue a protéger les animaux de la fibrose

induite 8.

La voie des JAK/STAT (Janus Kinase/Signal Transducers and Activators of
Transcription) est une voie essentielle a ’homéostasie cellulaire. La perturbation de cette voie
initie des processus pathologiques cancéreux ou pro-inflammatoires 1. Cette voie est la cible
de nombreux médicaments tel que les inhibiteurs de JAK (ou jakinibs) approuvés dans le
traitement de différents cancers ou maladies inflammatoires 1%, La famille du médiateur
cellulaire JAK comprend trois membres (JAK1, JAK2 et JAK3) tous trois nécessaires pour
initier la transduction du signal au niveau du récepteur. Les protéines STAT représentent les
facteurs de transcription et il en existe sept isoformes (STATL, 2, 3, 4, 5A, 5B et 6) %2, Le choix
des couples JAK/STAT dépend de la nature du couple ligand/récepteur. Lors d’une stimulation
par le TGF-B1, c’est le couple JAK2/STAT3 qui est activé. La protéine JAK induit la
phosphorylation du récepteur et le recrutement de la protéine STAT via son domaine SH2. La
protéine JAK phosphoryle et active STAT qui s’homodimérise avec une autre forme
phosphorylée, migre dans le noyau et induit I’expression de ses génes cibles. De nombreuses
études décrivent I’importance des voies JAK/STAT dans les PID 1%, Parmi celles-ci, Pedroza
et al., ont démontré que STAT3 contribue a la mise en place de la fibrose pulmonaire en
induisant la différentiation des cellules résidentes (épithéliales et fibroblastes) en
myofibroblastes. De plus, son inhibition protege les souris de la fibrose pulmonaire induite par

la bléomycine %4,

Il existe d’autres voies non-canoniques du TGF-B décrites dans le processus de
fibrogenése. Par exemple, la voie Rho-GTPase qui régule la dynamique du cytosquelette et la
mobilité cellulaire. Le TGF-p active la petite protéine G (GTPases) RhoA (Ras homolog family
member A) qui a son tour active ROCK (Rho-associated colied-coil containg protein kinases),
un médiateur important de cette voie. Cette voie a été décrite comme étant cruciale pour la
différentiation myofibroblastique et la production de MEC par les fibroblastes humains isolés

de peau de patients atteints de sclérodermie systémique % (maladie pouvant induire une PID).

4. Les principales cellules incriminées : les myofibroblastes

Les myofibroblastes sont des médiateurs clés et principaux de la cicatrisation physiologique
mais également de la cicatrisation pathologique a I’origine de la fibrose. Ces cellules se

définissent comme etant des fibroblastes « actives » ayant acquis des propriétés pro-migratoires
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et sécrétrices de collagéne. Ces cellules expriment de 1’a-smooth muscle actin (a-SMA)
responsable de leur contractilité et de leur mobilité 1%, Au cours d’un processus de cicatrisation,
les myofibroblastes produisent la MEC au niveau de la zone Iésée 1%, Dans un processus
physiologique, la production de MEC est contr6lée par la balance entre les métalloprotéinases
(MMP) et les inhibiteurs de MMP (balance MMPs/TIMPs), mais également par 1’apoptose des

myofibroblastes!®®,

Bien que les myofibroblastes proviennent principalement de la
transformation de fibroblastes résidents, plusieurs autres types cellulaires peuvent acquérir un
phénotype « myofibroblastique » dans un environnement pro-fibrotique propice . Les

cellules se transformant en myofibroblastes ont des origines variables. Elles peuvent provenir

de cellules :
- fibroblastiques - endothéliales
- mésothéliales - péricytaires
- fibrocytaires - vasculaires
- épithéliales

Dans le tableau ci-apres (Tableau 6), nous recenserons l’ensemble des types cellules
pulmonaires a 1’origine du pool de myofibroblastes (Figure 11), leurs origines, leurs propriétés

et leur réle dans la fibrogenése.
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Figure 11. Origine et mécanismes conduisant a la formation de myofibroblastes. Au cours de la fibrogenése,
les myofibroblastes sont des acteurs clés de la synthése de la matrice extracellulaire. Cette population cellulaire
peut étre dérivée de fibroblastes résidents, de cellules mésothéliales, de fibrocytes circulants, de cellules
épithéliales, cellules endothéliales, de péricytes et de cellules musculaires lisses vasculaires (liste non exhaustive).
Différents mécanismes dont I'activation cellulaire, la transformation, la prolifération, l'infiltration, I'expansion, la
transition épithélio-mésenchymateuse (la TEM), la transition mésothéliale-mésechymateuse (MMT) et la
transition endothéliale-mésenchymateuse (EndoMT) sont a l’origine de 1’augmentation du pool de
myofibroblastes. Adapté de Weiskirchen et al. (2019) %
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Types de Propriétés Réles dans la fibrogenese
cellules

Fibroblastes Synthétisent : Impliqués dans :

(source - protéines structurales de - D’angiogenése
majoritaire de la MEC - lafibrogenese
myofibroblastes) - protéines d’adhésion - I’inflammation

- protéines de la
coagulation sanguine

- cytokines inflammatoires

- collagéne de type l et 11l

Meésothéliales

sécrétent des composés de la
MEC (0-SMA, collagéne)!!

- setransforment en cellules
mésenchymateuse
(M MT) 112

- migrent dans les régions sous-
pleurales et envahissent
progressivement le parenchyme
pulmonaire 109,113,114

- impliquées dans la défense
immunitaire des poumons

- initient la fibrose pulmonaire
113,116,117

- expriment fortement le TGF-
B118 et sont a I’origine de la
synthése de collagéne °

Fibrocytes - impliquée dans la réparation - expriment I’a-SMA sous
tissulaire'? I’induction du TGF-B1 et se
- expriment des composants de différencient ainsi en
fibroblastes (la vimentine, le myofibroblastes 122123124
collagene, la fibronectine) - soutiennent lI'angiogenése %
- présentent des caractéristiques | - produisent du collagene de type
monocytaires et I, du collagene de type Il et de
fibroblastiques!? la vimentine

Epithéliales - synthése massive des - Se transforment en cellules

composants de la
MEC12&128,129,130

mésenchymateuses

(EMT) 126-128,129,130

- Migrent et envahissent le tissu
pulmonaire 126-128,129,130

Endothéliales

- maintien des fonctions
barriéres, de la
circulation sanguine

- Se transforment en cellules
mésenchymateuses
(EndoMT)

- Expriment 1'a-SMA et contribuent
a la fibrose pulmonaire 1% guite
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participants cellulaires
actifs dans les réponses
inflammatoires

a I’endoMT provoquée par
I’exposition au TGF-1 ou
I’exposition a un stress oxydatif 133

Péricytes

régulation du flux
sanguin et phagocytose
des débris cellulaires

- Se transforment en cellules
mésenchymateuse (transition
péricytes-myofibroblastes)!3

contribution controversée dans la FP
135 mais :

- expriment I'a-SMA et d’autres
protéines de la MEC sous induction
du TGE-B 136-138

- produisent du collagéne

Cellules
musculaires
lisses
vasculaires

contraction et relaxation
des vaisseaux

- impliquées dans le développement
de foyers fibrotiques au sein du
parenchyme pulmonaire et le dépot
de collagéne **°

- expriment 'a-SMA et différentes
protéines de la MEC

Tableau 6. Description des différents types cellulaires constituant le pool de myofibroblastes impliqués dans
la fibrogenése pulmonaire et leurs propriétés.
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5. Latransition épithélio-mésenchymateuse (TEM) : un des mécanismes de
fibrogenese les plus décrits

L initiation du mécanisme de fibrogenése serait majoritairement induit par une altération

répétée et chronique de 1’épithélium pulmonaire 107140141,

On compte divers inducteurs de la TEM (inducers). Parmi les principaux, on retrouve des
membres de la superfamille du TGF-p 2142 En réponse a leur stimulation, les cellules
épithéliales synthétisent un grand nombre de facteurs de transcription comme Snail, Slug, ZEB-
1 et -2 et Twist 143, Cette reprogrammation entraine la perte du caractére polaire des cellules
épithéliales et des jonctions intercellulaires maintenues physiologiquement par des protéines de
jonction comme zonula occludens (ZO-1) et E-cadhérine. De plus, cette modification
phénotypique entraine 1’apparition de filaments intermédiaires comme la vimentine. On assiste
alors a la mise en place d’un phénotype mésenchymateux caractérisé par 1’augmentation de
’expression de N-Cadhérine et 1’invasion cellulaire 3 permise par la dégradation de la lame
basale par les métalloprotéines MMP-2 et MMP-9. Le remodelage du cytosquelette est associé
a I’augmentation d’expression et la réorganisation de la vimentine ainsi qu’a I’augmentation de
I’expression d’a-SMA, marqueur clé des myofibroblastes différenciés. Ces cellules
mésenchymateuses acquierent la capacité de synthétiser la fibronectine et le collagéne (deux
composants essentiels de la MEC) mais également de FSP-1 (fibroblast-specific protein-1),

d’intégrines, de cadhérine (N et OB) et également de micro-ARN (miRNA) spécifiques 4.

L’implication de la TEM a été rapidement mise en évidence dans les processus de
fibrogenése pulmonaire 1*°. Pour autant, elle reste controversée 2. Dans un modéle murin
transgénique de fibrose pulmonaire, Rock et al., ne sont pas parvenus a observer la
différentiation des AEC Il en myofibroblastes *°. Une autre étude a permis de mettre en
évidence que la TEM contribuait indirectement a la différentiation myofibroblastique via une
signalisation paracrine exercée sur les cellules épithéliales. Ce mécanisme impliquerait
I’expression de ZEBL, facteur de transcription surexprimé dans les cellules épithéliales situées
a proximité de la MEC chez les patients atteints de FPI 1%°. En revanche, Degryse et al.,
montrent dans un modele murin de fibrose pulmonaire induite par injections répétées de
bléomycine que la moitié des fibroblastes pulmonaires sont dérivés de cellules épithéliales 7.
Cette transformation directe des cellules épithéliales en myofibroblastes est décrite dans de

nombreuses autres études portant sur la fibrogenése pulmonaire 142148150,
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I1. La place de I’hypoxie dans la fibrogenese

L'oxygéne est essentiel au métabolisme aérobie normal des cellules chez les mammifeéres.
L’hypoxie se définit comme étant la diminution de la quantité d’oxygene que le sang distribue
aux tissus. Parmi ses causes on retrouve : I'nypoxémie (faible teneur et pression en oxygene
dans le sang), I’altération de l'apport d'oxygéne et 1’altération de I'absorption/utilisation de

I'oxygéne cellulaire 2.

L’hypoxie est I’un des principaux facteurs microenvironnementaux dans les Iésions tissulaires
et la cicatrisation des plaies 2. En effet, par le biais du facteur de transcription inductible par
I'nypoxie (HIF-1), elle joue un réle essentiel dans les processus physiologiques de réparation
tissulaire. Les lésions tissulaires provoquent la perte transitoire de la perfusion vasculaire, et
I'nypoxie qui en résulte induit I'expression de nombreuses protéines qui permettent aux tissus
de s'adapter a ce manque d’oxygene afin de débuter le processus de réparation. Parmi ces
protéines dont 1’expression est augmentée on retrouve par exemple : GLUT1 (transporteur de
glucose de classe 1), TGF-B1, certaines intégrines, le VEGF, la fibronectine et le collagéne®®®.
Une fois recrutées, ces protéines restaurent le tissu au plus proche de sa structure initiale.
Cependant, dans certains cas de lésions chroniques, d'’hypoxie chronique et de réparation
pathologique, la voie de I'nypoxie peut contribuer au processus de fibrose et étre a 1’origine de

cicatrices excessives compromettant la fonction des organes®®.

Les mécanismes sous-jacents a la régulation hypoxique de la cicatrisation des plaies restent
toutefois mal compris. Une meilleure compréhension de ce processus de cicatrisation régulé
par le microenvironnement hypoxique et sa voie de signalisation HIF-1, est indispensable au
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques dans des pathologies pour lesquelles les
mécanismes de cicatrisation sont altérés comme par exemple les plaies diabétiques ou la fibrose
(Figure 12).
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Figure 12. Régulation de la cicatrisation et de la fibrose par hypoxie et HIF-1. Lors de lésions tissulaires, les
lésions vasculaires et I'augmentation de la consommation d'oxygéne entrainent un microenvironnement hypoxique
qui conduit a I'induction des HIF. Les HIF activent des genes cibles qui contribuent aux processus de cicatrisation
et aux remodelages des plaies ; y compris I'angiogenese, la vasculogenése, la prolifération et la migration des
fibroblastes, la différenciation des myofibroblastes, le recrutement des cellules inflammatoires et la
reprogrammation métabolique. L'induction de HIF-1 est réprimée dans les plaies diabétiques entrainant un retard
de cicatrisation. En revanche, la fibrose est favorisée par les HIF et I'hypoxie, qui aggravent la progression
pathogénique des troubles fibrotiques. Adapté d’apres Ruthenborg et al. (2014) %2
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1. Structure et roles pathologiques
1.1. Structure d’HIF
HIF-1 est un dimére comprenant, une sous-unité alpha (HIF-1a) et une sous-unité béta

(HIF-1B) qui se lient en conditions hypoxiques et entrainent la transcription des genes
inductibles par I’hypoxie 2 (Figure 13).
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Figure 13. Régulation post-transcriptionnelle de HIF-1a par le niveau d'O: cellulaire. Dans des conditions
normales de niveau de tension d'oxygéne, les résidus de proline dans le domaine dépendant de I'oxygene (ODD)
de la sous-unité HIF-1a sont hydroxylés par les prolyl hydroxylases (PHD) qui nécessitent de I'oxygéne, du fer et
du 2-oxoglutarate comme substrats. La protéine suppresseur de tumeur VVon Hippel-Lindau (VHL) reconnait et lie
la sous-unité HIF-1o hydroxylée en la ciblant pour la polyubiquitination et la dégradation protéasomique. Dans
des conditions de faible niveau de tension d'oxygéne, I'hydroxylation des sous-unités HIF-1a par les PHD est
inhibée, stabilisant HIF-1a et permettant sa translocation vers le noyau et son interaction avec son partenaire de
liaison HIF-1p. Le complexe HIF-1 se lie aux éléments de réponse a I'hypoxie (HRE : hypoxia response element)
impliqués dans les processus d'adaptation hypoxique et de survie. D’aprés Ruthenborg et al. (2014) 152

HIF-1 et HIF-2 sont des facteurs de transcription basiques-hélice-boucle-hélice qui permettent
aux cellules de survivre dans un environnement pauvre en oxygéne en régulant le métabolisme
énergétique, le remodelage vasculaire, I'érythropoiése, la prolifération cellulaire et I'apoptose.
Dans la tumorigeneése, le role pathogene de I’hypoxie a été décrit depuis de nombreuses années.
Dans la fibrogenése, les études sont plus récentes et moins nombreuses mais sous entendent

déja I’implication majeure d’HIF-la dans les processus fibrosants. Dans les paragraphes
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suivants, nous décrirons le réle d’HIF-1a dans les mécanismes de fibrogenese dans différents

modeles de fibrose.

2. HIF-1alpha et fibrogenese

2.1. Implication d’HIF-a dans la différenciation myofibroblastique

2.1.i.LaTEM
Plusieurs études portant sur la fibrogenése ont mis en évidence qu’HIF-1o était directement
impliqué dans la TEM, mécanisme largement décrit dans la fibrose. En effet, dans la fibrose
pulmonaire, Zhou et al. ont mis en évidence que I’hypoxie induisait I'expression d’a-SMA, de
la vimentine et diminuait I'expression d’E-cadhérine de cellules épithéliales alvéolaires (AEC)
transformées et primaires chez I'nomme, le rat et la souris 1*°. Epstein Shochet et al., dans un
systtme de matrice conditionnée permettant 1’étude de I’interaction matrice-fibroblaste,
montrent également que la surexpression d’HIF-1a induit I’augmentation des protéines PAI-1,
VEGF-A et TIMP 1. Dans ce systeme, HIF 1o permet également aux fibroblastes pulmonaires
humains primaires dérivés de patients atteints de FPI, de produire des composés de la matrice
extracellulaire permettant la propagation des cellules pathogenes au sein des cellules
physiologiques **°. Dans cette étude, il a été montré que le nintédanib diminuait la régulation a
la hausse de HIF1a. Uzunhan et al. démontrent que I'expression des facteurs de transcription
pilotant la TEM tels que SNAIL1, ZEB1 et TWIST1, I'expression de 'ARNm du TGF-B1 et la
sécrétion de TGF-B1 actif en milieu apical, ainsi que 'expression du facteur de croissance du
tissu conjonctif (CTGF), sont augmentées en conditions hypoxiques 7. Dans un modéle murin
de fibrose induite a la bléomycine, Guo et al. confirment que 1’hypoxie induit la TEM dans les
alvéoles distales par la voie hypoxie-HIF-1a-ZEB1 et favorise la différenciation des cellules
épithéliales pulmonaires en fibroblastes par phosphorylation des protéines p38 MAPK et Erk1/2
198 Zhu et al., montrent qu’in vitro, la délétion transitoire d’HIF-1o par un siARN dans un
modele de fibrose induite au paraquat (PQ), un puissant herbicide, diminue la TEM via les voies
Snail et B-caténine 1. Dans un modéle de fibrose hépatique, l'exposition d’hépatocytes a des
faibles concentrations d’oxygene (conditions d’hypoxie avec 1% d’O2) augmentait également
I'expression de marqueurs de la TEM comme celle des protéines a-SMA, vimentine, et FSP-1
(pour fibroblast-specific protein en anglais) tandis que 1’expression d'E-cadhérine et de zona
occludens-1 (ZO-1) étaient diminuées 8. Dans la fibrose rénale cette fois-ci, l'activation du
HIF favorisait également la transition épithéliale-mésenchymateuse (TEM) et la fibrogenese

rénale %1, En effet, chez des patients atteints d’insuffisance rénale chronique, ils démontrent
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que ’expression rénale d’HIF-1a est associée a une lésion tubulo-interstitielle augmentée 62,
In vivo, I"utilisation d’un systéme Cre-loxP permettant I’inactivation d’HIF-1a dans un modéle
d’obstruction urétérale unilatérale (OUU), a permis d’inhiber le développement de la fibrose
tubulo-interstitielle dans les reins OUU, de diminuer le dép6t de collagene interstitiel, de
diminuer l'infiltration des cellules inflammatoires et de réduire 1’expression de la protéine
specifique des fibroblastes FSP-1 caractéristique de la TEM des cellules interstitielles rénales
162 Cependant, dans un second modéle murin de néphropathie obstructive inductible par le
tamoxiféne, la délétion globale d’HIF-1a atténuait le dép6t interstitiel de collagene uniquement
les premiers jours suggérant ainsi, que les mécanismes profibrogéniques dépendant d’HIF-1a
interviennent au début de la fibrose rénale et régressent avec la progression du modéle murin
OUU3, Ensemble, ces données suggerent que I’hypoxie exerce une régulation majeure sur la

transition épithélio-mésenchymateuse dans la fibrogenése.

2.1.ii. La voie des ROS

Selon différentes études, 1’activation de HIF-1a pourrait étre le fruit du stress oxydatif
produisant des radicaux libres (ROS) induit suite a une lésion. Dans la fibrose rénale, il a été
montré que les ROS régulent I'expression et l'activité de HIF-1a en inhibant 1’expression des
protéines contenant le domaine prolyl hydroxylase (PHD) et limitant ainsi sa dégradation
proteosomal. De cette fagon, HIF-1a induit I’expression de la phosphoinositide 3-kinase (Pl-
3K) a I’origine de I’activation de la voie profibrosante AKT 164 (Figure 14). Haase et al.
montrent que l'inhibition pharmacologique des PHD mime les effets de I'ablation génétique de
HIF-1 sur la motilité cellulaire in vitro et sur la fibrogenése in vivo, suggérant alors que les PHD
sont des médiateurs importants de la signalisation HIF profibrotique (Figure 14) %°. Une autre
étude mentionne que la régulation des facteurs de transcription Twist et Bmil par HIF-1a
favoriserait la phosphorylation de PI3K et I’activation de cette voie. Bmil semble donc jouer
un réle crucial dans la TEM médiée par HIF-1a et le développement ultérieur de la fibrose
rénale 1% (Figure 15). Dans la FP, Zhou et al. démontrent que 1’ajout d’un « piégeur » de ROS,
I’Euk-134, aboli I’induction de la TEM par I’hypoxie. L’utilisation d’un modéle cellulaire
Rho(0) déficient en mitochondrie, limite également cette TEM et confirme donc le mécanisme
ROS-dépendant de I’hypoxie. Le méme constat était établi dans un modéle murin de FP induit
par la bléomycine, ou Xiong, Gille et Haine et al. montraient que, ’hypoxie intermittente
(provoquée par I’apnée obstructive du sommeil) augmentait le stress oxydatif et I’inflammation

via les voies ROS/HIF-1a et aggravait ainsi la FP 1677169,
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Figure 14. Contribution du stress oxydatif aux modifications profibrotiques médiées par HIF-1 au cours
des lésions rénales. En conditions de stress (hypoxie ou inflammation), I'augmentation des ROS inhibe I'activité
des PHD, ce qui provoque I’inhibition de 1'hydroxylation et I'nydrolyse d’HIF-a. L’accumulation de ROS active
la signalisation NF/kB et favorise ainsi I'expression de HIF-a. HIF-a se stabilise et se dimérise avec HIF-B avant
d’étre transloqué dans le noyau et d’induire la transcription de génes profibrosants. HIF-1 peut également favoriser
I'apoptose et conduire a la libération de médiateurs inflammatoires tels que I'IL-1B et le TNF-o, aggravant
I’hypoxie et le stress oxydatif. HIF-1 favorise la TEM et le dépdt de MEC pour médier les changements
profibrotiques via divers régulateurs transcriptionnels et facteurs fibrogéniques. L'accumulation de HIF-1
augmente également 1’expression du TGF-f qui favorise I’expression génique de Nox4 NADPH oxydase ou active
la NADPH oxydase et génére & nouveau des ROS. La boucle s’autorégule et favorise ainsi la fibrose rénale. HIF-
1 peut également réguler I'expression de divers microARN comme miR217, miR23a et miR-21, inhibant la
formation de ROS et favorisant le développement de la fibrose via I'activation de la signalisation P1-3K.
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2.1.iii. La voie du TGF-p1

L’hypoxie semblerait également promouvoir la voie du TGF-B1, largement impliquée
dans la fibrose. En effet, Zhou et al. ont montré que I’expression du TGF-f1 promut par
I’hypoxie, pouvait étre abolie par un inhibiteur du récepteur au TGF-B1, le SB431542 et pouvait
ainsi diminuer la TEM des cellules épithéliales alvéolaires dans un modéle de FP %, Sur des
hépatocytes déficients en HIF-1p et prétraités avec le SB431542, la fibrose hépatique induite
par HIF-1a était reversée 1%°. In vivo, sur des souris déficientes pour HIF-1a, I’expression de
FSP-1, marqueur mesenchymateux, était également diminuée. Le TGF-B1 induirait donc la
transition des hépatocytes vers les cellules mésenchymateuses productrices de collagéne via
HIF-1a (Figure 15) 172, Ces altérations morphologiques et moléculaires a ’origine de la fibrose
hépatique sont donc les mémes que celles observées dans la FP. Dans une autre étude réalisée
in vivo dans un modeéle de cicatrisation hypertrophique et de sclérodermie, un antagoniste du
TGF-B1, le CD109 a été caractériseé. Ce dernier diminuerait la production de MEC et la réponse
fibrotique en conditions hypoxiques 1"X. Cet inhibiteur pourrait étre un inhibiteur de choix dans
la FP.

Renal
Fibrosis

Figure 15. Les voies de signalisation profibrotiques classiques TGF-p/Smad3 et PI3K/AKT médient la
fibrose rénal grace a HIF. D’aprés Wei et al. (2020) 166

2.1.iiii Le stress du RE
Une étude menée dans des modeles ex vivo, in vivo et in vitro par Delbrel et son équipe,
a mis en évidence que le microenvironnement hypoxique alvéolaire (par le biais d’HIF-1a)
générait un stress du réticulum endoplasmique (RE) et lI'apoptose des cellules épithéliales

alvéolaires médiée par la protéine homologue C/EBP (CHOP) "2, Dans le cadre d’une hypoxie
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intermittente, 1’administration d’un inhibiteur du stress du RE, le TUDCA, un acide biliaire
hydrophile utilisé dans le cadre de troubles hépatiques, a permis de prévenir I’augmentation des
protéines de stress du RE Grp78 et CHOP et de diminuer I’apoptose accrue des cellules du tissu
pulmonaire 173, Dés lors, cibler HIF-10 dans le but de limiter I’apoptose des cellules alvéolaires
et I’activation des protéines de stress du RE pourrait permettre de limiter la fibrose et d’accroitre

les cibles thérapeutiques dans le FPI.

2.2. Implication d’HIF-a dans la reprogrammation métabolique

Depuis plusieurs années, de nombreux processus ont été associés au développement de la
FPI'"4, Les études portant sur la dérégulation du métabolisme cellulaire dans la FPI sont plus
récentes. Dans une premiéere étude, il a été démontré que dans la fibrose, un changement
métabolique cellulaire s’opérait au méme titre que dans la cancérogenése. Une étude menée par
Xie et al. a permis de montrer que la reprogrammation glycolytique participait bien a la
pathogenése de la fibrose pulmonaire 1. En effet, il a été observé une augmentation précoce
de la glycolyse qui était maintenue au cours de la différenciation des myofibroblastes et promut
par 1’augmentation d'enzymes glycolytiques critiques, comme la 6-phosphofructo-2-
kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 (PFKFB3). L'inhibition de la glycolyse par le PFKFB3-
3PO diminuait la différenciation des fibroblastes pulmonaires en myofibroblastes et atténuait
les phénotypes profibrotiques dans les myofibroblastes isolés des poumons de patients atteints
de FPI. Enfin, l'inhibition de la glycolyse par le PFKFB3-3PO démontrait également une
inhibition de la transition mésenchymateuse dans la fibrose pulmonaire induite par la
bléomycine et le TGF-B1 chez la souris. Dans une autre étude sur la fibrose pulmonaire induite
in vivo par la bléomycine, il a ét¢ montré dans les fibroblastes du poumon fibreux, une
augmentation de la glycolyse et une diminution de la beta oxydation des acides gras (FAQO). En
effet, il a été constaté que la stabilisation d’HIF-1a induisait une accumulation importante de
succinate dans les tissus pulmonaires fibrotiques et les myofibroblastes suite a un
fonctionnement inversé de la succinate déshydrogénase (SDH), enzyme clé de la béta-
oxydation des acides gras. Ce changement métabolique favoriserait le développement de la
fibrose pulmonaire. Une molécule de ciblage, I’IR-780, a permis de cibler et d’inhiber la sous-
unité A de la succinate deshydrogénase (SDHA) dans les fibroblastes afin de prévenir la
formation de fibrose et les éventuels dysfonctionnements respiratoires. Aussi, I’inhibition via
I’IR-780 dans les myofibroblastes, contribuerait a la formation excessive de ROS initiant leur

apoptose et améliorant ainsi la fibrose pulmonaire induite in vivo (Figure 16). Ensemble, ces
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données soutiennent le concept de reprogrammation glycolytique dans la pathogenése de la
fibrose pulmonaire 1’® et permettent d’envisager de nouvelles stratégies thérapeutiques dans le

traitement des troubles fibrotiques, tels que la FP1 177,
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Figure 16. Strategie de ciblage de la succinate déshydrogénase dans les fibroblastes par I’'IR-780 pour
prévenir la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine. La régulation a la hausse de la glycolyse et la
régulation a la baisse de la FAO contribuent a la formation de la fibrose pulmonaire. Ce processus est causé par
une accumulation importante de succinate dans les fibroblastes. L’IR-780, cible et induit une légére inhibition de
la sous-unité A de la succinate déshydrogénase (SDHA) dans les fibroblastes normaux et inhibe ainsi, la SDH
induite par le TGF-B1 et I'é1évation du succinate. Ce processus permet de prévenir la formation de fibrose et un
dysfonctionnement respiratoire. En outre, il a été démontré qu'une meilleure rétention cellulaire de I''R-780 médiée
partiellement par SLCO4A1, favorisait une inhibition sévere de la SDHA dans les myofibroblastes contribuant
ainsi a la génération excessive de ROS. De plus, cette inhibition de la SDHA induit I’apoptose des myofibroblastes.
D’aprés Wang et al. (2021) 17

2.3. Implication d’HIF-a dans ’angiogeneése

Dans une éetude tres recente, Mao Jing et al. ont mis en évidence que 1’hypoxie induisait la
transformation interstitielle des cellules endothéliales microvasculaires via la signalisation HIF-
10/VEGF dans la sclérose systémique (SSc), une autre PID fibrosante 1’817°, En effet, une
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analyse protéomique préalable a mis en évidence une surexpression d’HIF-loa dans les
échantillons de patients atteints de SSc. De plus, comparativement au groupe témoin, 1’étude a
montré sur coupes histologiques, une régulation positive pour a-SMA, HIF-1a et VEGF-A dans
les tissus cutanés des patients atteints de SSc. In vitro, les cellules HMEC-1 cultivées en
conditions hypoxiques ont montré une diminution significative de I'expression de CD31 et de
la VE-cadhérine (marqueurs de cellules endothéliales), ainsi qu'une augmentation marquée de
I'expression de I'a-SMA, de la fibronectine, d’HIF-1a et de VEGF-A "8, Aussi, I'inhibition de
HIF-1a par le tamoxiféne a permis de diminuer I'induction hypoxique du VEGF-A et d’a-SMA
sans restaurer I’expression de CD31. D’autre part, le bevacizumab, un inhibiteur du VEGF-A,
aeu le méme effet que le tamoxiféne sur I’expression d’a-SMA et du CD31 mais n'a pas permis
de réduire le HIF-1a. Dans ces pathologies fibrosantes, le ciblage d’HIF-10 constitue également
un enjeu clinique majeur. Dans la FP, Barratt et al. montrent que I’hypoxie pourrait potentialiser
le rdle du VEGF et de ses récepteurs, puissant facteur angiogénique nécessaire au remodelage

des voies respiratoires*e.

2.4. Implication d’HIF-a dans ’inflammation

L’immunité innée et la réponse hypoxique sont liées via la transcription de HIF-10. 18, En effet,
la réponse hypoxique et la réponse innée sont deux réponses déclenchées en cas de stress. L’une
est contr6lee par le facteur de transcription inductible par I'nypoxie-1 (HIF-1) tandis que I’autre
est régulée par plusieurs facteurs de transcription, parmi lesquels NF-xB joue un réle central.
Son activation est contrdlée par les kinases IkB (IKK) dont la principale est IKK-béta. IKK-
béta est modérément activée dans les cultures de cellules hypoxiques. In vitro, il a été montré
qu’HIF-1a régule NF-xB et HIF-1o réprime I'expression génique dépendante d’NF-kB 82, La
diminution d’HIF-1a améliore la réponse NF-kB et empéche les réponses pro-inflammatoires
excessives et dommageables des différents types cellulaires comme les macrophages, les
neutrophiles et les cellules B et T #, Enfin, dans un modéle murin de fibrose induite a la
bléomycine et exposé a I’hypoxie intermittente chronique, Braun et al. que comparativement a
un groupe témoin, la compliance pulmonaire est réduite, la production de ROS est augmentée,
la voie NF-xB est activée et I’expression ARNm de I’interleukine 17 (IL-17) et du collagéne de
type | (Collal) est augmentée 8. Ces résultats suggeérent donc qu’a la suite d’une lésion
pulmonaire, les voies oxydatives mais également inflammatoires sont activées par HIF-1a.
Dans la sarcoidose pulmonaire, une autre PID fibrosante 1’°, Jeny et al. ont montré que

I’hypoxie favorisait un phénotype mixte de macrophages inflammatoires et fibrotiques. En
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effet, comparativement au groupe témoin et sur macrophages dérivés de monocytes, 1’hypoxie
augmente significativement I’activité d’HIF-1a, favorise leur réponse pro-inflammatoire via la
production de TNF-a et IL-1R sans activer la voie NF-kB et favorise leur réponse profibrotique
via la secretion de TGF-R1 et PDGF 7°. Sur des biopsies pulmonaires de patients atteints de
sarcoidose, HIF-1a et PAI-1 étaient également augmentés. Par conséquent, I'hypoxie pourrait
promouvoir la fibrose en favorisant la réponse des cytokines profibrotiques et en séquestrant
les fibroblastes au voisinage des granulomes. Enfin, I'hypoxie pourrait jouer un rdle important
dans la pathogenése de la sarcoidose en augmentant la réponse pro-inflammatoire des
macrophages et en réduisant la présentation de I'antigene entrainant une réponse déficiente des

lymphocytes T.

Dans un modele de cellules épithéliales bronchiques humaines primaires et immortalisées
(BEAS-2B), il a été montré que la stimulation inflammatoire par des cytokines pro-
inflammatoires (TNFa, IL-4 et IL-1p) et I’hypoxie, activent en coopération HIF-1a via les voies
PI3K et NF-xB 818 1 *inhibition respective de ces deux voies a permis de contrer I’activation
d’HIF-1a. Cette étude met donc en évidence I'impact direct de ces cytokines inflammatoires
sur la signalisation HIF par le biais de sa régulation transcriptionnelle et post-traductionnelle.
D’apreés Acosta-lborra et al., il existerait également un lien entre HIF-1a et IFN-y a 1’origine
d’une modulation fonctionnelle (production en cytokine, présentation aux antigenes, activité
phagocytaire) des macrophages hypoxiques 8. Aussi, I’expression de TLR4 (impliqué dans la

voie NF-kB) dans les macrophages était régulée par HIF-1a en réponse au stress hypoxique %,

L'hypoxie et l'inflammation sont souvent des caractéristigues communes du
microenvironnement tissulaire d’un large éventail de maladies inflammatoires 8¢ comme la
fibrose ou le cancer. Dans le développement de tumeurs, I'activation prolongée d’HIF-1a en
conditions inflammatoires contribue & la survie de tissus et de cellules endommagées &°. Dans
des tumeurs malignes, I’inflammation chronique du cancer est provoquée par I'hypoxie (HIF-
1) et le facteur nucléaire kB (NF-kB) qui induisent des modifications de I'expression des genes
190 Parmi les mécanismes de 1’inflammation on retrouve, la synthése de ROS, la synthése des
especes reactives de lI'azote (RNS) via lI'oxyde nitrique synthase, l'acétylation de HIF-1 et
I'action des cascades MAPK. Dans I’étude, Korbecki et al. ont mis en évidence les effets de
I’alternance cyclique entre hypoxie et normoxie sur le microenvironnement tumoral. En effet,
I’hypoxie provoque la surexpression de VEGF-A, CCL2/MCP-1, CXCL1/GRO-a, CXCLS8/IL-
8 et COX-2 avec PGE2. Ces facteurs induisent I'angiogenése et recrutent differentes cellules
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dans la niche tumorale, dont les neutrophiles et les monocytes. Dans la tumeur, les monocytes
seront transformés en neutrophiles associés aux tumeurs (TAN) et en macrophages associés aux

tumeurs (TAM) qui participent a la tumorigeneése (Figure 17).
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Figure 17. Effet de I'hypoxie cyclique sur I'angiogenése dans le cancer. L'hypoxie cyclique active HIF-1 et
NF-kB dans la cellule tumorale. (A) Cela conduit a une production accrue de VEGF-A, CCL2/MCP-1,
CXCL1/GRO-a, CXCL8/IL-8 et PGE2. (B) CCL2 / MCP-1, CXCL1 / GRO-a et CXCLS8 / IL-8 induisent le
recrutement de TAM et TAN dans la niche tumorale. Ces cellules acquiérent des propriétés pro-angiogéniques,
pro-tumorales et pro-fibrosantes. Les TAN sécrétent MMP-9 dans le microenvironnement tumoral, tandis que les
TAM sécretent MMP-9 et VEGF-A. La MMP-9 est une métalloprotéinase qui libére le VEGF-A. La PGE2
augmente également I'expression des facteurs proangiogéniques. (C) VEGF-A, CCL2/MCP-1, CXCL1/GRO-a et
CXCLS8/IL-8 induisent I’angiogenése de la tumeur.

Dans une seconde étude menée par Nam et al., il a été montré une seconde fois qu’HIF-1a,
induit par le facteur nucléaire kB (NF-«B) favorisait la croissance tumorale gastrique via la voie

NF-xB/HIF-10/VEGF permettant ainsi d’améliorer 1’angiogenese.

Comme a nouveau évoqué ci-dessus, les mécanismes décrits dans le cancer étant
sensiblement les mémes que ceux impliqués dans la fibrose pulmonaire idiopathique,
I’élargissement au domaine pulmonaire, des méthodes de suivi, de pronostics et de prédiction
actuellement utilisées en oncologie, pourrait nous permettre de suivre la pathogenese et

constitue un enjeu clinique majeur dans le traitement de la FPI.
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3. HIF comme outil diagnostic, pronostic et prédictif de la FPI

3.1. Signatures pronostiques caractéristiques dans la FPI en conditions
hypoxiques

Les patients atteints de FPI présentent des tableaux cliniques, pronostics et des réponses
au traitement tres variables d’un patient a un autre. A I’heure actuelle, les biomarqueurs de
pronostic dans la FPI font défaut pour anticiper une prise en charge thérapeutique personnalisée.
A ce titre, certaines études s’intéressent a 1’établissement de signatures cellulaires et génétiques
caractéristiques de la pathologie. Parmi elles, une étude réalisée par Li et al. a permis d’établir
une signature immunitaire en condition hypoxique capable de prédire le pronostic de survie des
patients 11, En effet, les patients présentant une forte réponse immune sous 1’effet d’une forte
stimulation hypoxique (activation massive des lymphocytes T CD8+, des lymphocytes activés
CD4+, des lymphocytes T mémoire, des lymphocytes NK, des mastocytes activés et des
macrophages de type M1 et MO) avaient un pronostic de survie plus sombre. Une récente étude
transcriptomique réalisée sur des cellules de lavage bronchoalvéolaire de patients, a permis
d’identifier cing genes, dont HS3ST1, WFDC2, SPP1, TFPI et CDC42EP2 comme étant liés a
I'inflammation et a I'nypoxie et pouvant permettre de prédire les résultats cliniques chez les
patients atteints de FPI 2 L’hypoxie induit donc I’activation immunitaire ainsi que
l'inflammation chronique des voies respiratoires et conduit a la fibrose. Puis, le
dysfonctionnement cellulaire et organique provoqué par la fibrose, aggrave la formation d'un
microenvironnement inflammatoire hypoxique et I’ensemble se régule sous I’action d’une
boucle de rétroaction. Ces signatures pourraient permettre d’évaluer le pronostic individuel de
chaque patient et d’adapter les thérapeutiques dans le but d’un accés a une médecine
personnalisée des patients atteints de FPI. Cependant, cette méthode trés invasive d’évaluation
dans les lavages bronchoalveéolaire est particulierement inadaptée voir contre-indiquée chez des

patients atteints de FPI, souvent pluri pathologiques et ageés.

Dans le cancer du poumon ou bien la fibrose pulmonaire idiopathique, les réponses
adaptatives a I'hypoxie sont directement impliquées dans la pathogenése. Les facteurs
inductibles par I'hypoxie (HIF) sont des régulateurs principaux de cette adaptation %3, Aussi,
comme évoquée précédemment, de récentes études indiquent que de nombreux aspects du
métabolisme des lipides sont modifiés pendant I'hnypoxie %% En effet, au sein du
microenvironnement tumoral, les cellules tumorales dialoguent avec les cellules inflammatoires

et ensemble, elles modulent le métabolisme, l'inflammation et la progression de la tumeur %
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Tous ces processus médiés par HIF étant similaires a ceux observés dans la FPI, les outils
thérapeutiques préconisés dans le cadre de cancer pourraient étre utilisés dans le traitement et

le suivi de la progression de la FPI.

4. L’examen HRCT : un outil diagnostique et pronostique
L’examen de tomodensitométrie a haute résolution (HRCT) est un outil d’évaluation de la
fibrose pulmonaire. En effet, la réalisation d’HRCT thoraciques couplés a des tests de fonction
pulmonaire permettent une analyse CT quantitative des zones en nid d’abeille dans la fibrose
pulmonaire %, Cette méthode d’évaluation est largement utilisée afin de diagnostiquer la FPI.
En effet, ’expertise des apparences typiques de la FP1 en tomodensitométrie & haute résolution
(HRCT) est souvent suffisante pour établir un diagnostic sdr de la FP1 sans nécessité de biopsie
chirurgicale. Aussi, I’examen HRCT peut fournir des informations pronostiques importantes
dans la FPI malgré I’hétérogénéité de I’atteinte %7, En effet, une nouvelle ligne directrice
clinique pour la fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) utilise des profils HRCT a des fins de
diagnostics poussés. Dans une étude réalisée par Kwon et al. ils ont cherché a déterminer si ces
schémas HRCT pouvaient étre utilisés afin de prédire les modifications de la fonction
pulmonaire et la survie chez les patients atteints de FP1 %, Les patients ont été classés selon les
criteres de diagnostic de la FPI de 2018. Trois groupes ont été constitués suite a la lecture
HRCT : 48,4% des patients présentaient une pneumonie interstitielle habituelle (PUI), 32,6%
des patients présentaient une PUI probable, 9,8% des patients présentaient un tableau
indéterminé pour la PUI et 9,2% des patients présentaient un diagnostic alternatif. Le groupe
dont la PUI était indéterminée a montré une fonction pulmonaire et une capacité d'exercice plus
élevées et un meilleur pronostic que les autres groupes. lls ont également présenté une
diminution de la fonction pulmonaire moindre que les autres groupes au cours du Suivi.
Cependant, le groupe PUI probable présentait des altérations de la fonction pulmonaire et un
pronostic de survie similaire aux autres groupes PUI. Ces résultats suggérent qu'un modéle
indéterminé de PUI sur HRCT prédit une évolution clinique plus favorable (risque réduit de
déces ou de transplantation pulmonaire) ' chez les patients atteints de FPI et a confirmé la

validité des nouvelles directives de diagnostic de la FPI via I’examen HRCT.

Plus récemment, un autre essai réalisé entre 2011 et 2021 a inclus 39 patients atteints de FPI
dans le but de suivre leurs paramétres cliniques suite a la prise d’anti-fibrotique. En supplément
des classiques tests de fonction pulmonaire, I’examen HRCT a permis de mesurer 1’épaisseur

des tissus mous et d’évaluer le schéma HRCT au moment du diagnostic. Dans cette étude,
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I’examen HRCT a permis de montrer que chez les patients atteints de FPI et traités avec des
agents anti-fibrotiques, I'épaisseur des tissus mous au niveau de la 9e céte droite visible sur la
radiographie thoracique et la capacité résiduelle fonctionnelle (CRF) (qui se définit comme le
volume d'air présent dans les poumons a la fin de I'expiration passive) peuvent étre de nouveaux

prédicteurs de la mortalité liée a la FP1 2%,

Enfin, I’évaluation du rapport entre le volume pulmonaire normalement atténué sur ’HRCT
et le volume pulmonaire total (somme de la capacité vitale et du volume résiduel) pourrait
permettre de prédire la mortalité de la FPI. Dans I’étude menée par Ohkubo et al 2, le volume
pulmonaire total était bien un facteur pronostique de la progression de la FPI et contribue a faire
de 'HRCT une méthode utile de « stratification » dans la FPI. Dans toutes ces études,
I'identification précise des modeles sur I'imagerie est essentielle dans le processus de diagnostic

multidisciplinaire et évite souvent la nécessité d'une biopsie pulmonaire chirurgicale 292293,

Pour autant, cette méthode d’analyse ne permet pas d’anticiper la progression de la pathologie
ou bien d’adapter les thérapeutiques de fagon personnalisée a chaque patient. A ce titre, la
tomographie a émission de positrons (PET) comme outil de suivi de I’évolution de la FPI

pourrait étre un outil prometteur.

5. Latomographie a émission de positrons : un outil prédictif

Dans la fibrose, des modifications métaboliques lipidiques ont été observées au méme titre
qu’en cancérologie. A ce titre, I"utilisation du ®F-fluorodeoxyglucose (*®F-FDG), un analogue
du glucose détectable par imagerie TEP, utilisé en routine en cancérologie pour detecter
I’activité métabolique accrue des tumeurs, a été étendue au suivi de la progression de la FPI.
Le BF-FDG, pénétre dans les cellules par l'action de transporteurs membranaires ou il y subit
une phosphorylation qui I’empéche d’emprunter la voie naturelle de la glycolyse et le piege
dans la cellule. Le radio isotope nommé *8F préalablement couplé au FDG s'accumule donc
dans la cellule et permet une détection du tissu tumoral sous forme d'une hyperfixation. Dans
la FPI, il a été montré par imagerie TEP que le ®F-FDG était davantage accumulé dans les

204 Aussi,

tissus fibreux comparativement a 1’examen de poumons de patients sains
comparativement a un examen classique par HRCT, la TEP présentait I’avantage de mettre en
évidence I’hétérogénéité de la FPI dans le poumon. En effet, dans 1’étude, cet examen a permis
de montrer des variations d’absorption du 8F-FDG dans des zones de poumon des patients

atteints de FPI, avant méme qu’elles ne soient décelables sur examen HRCT. A ce titre,
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I’analyse de texture de I'imagerie TEP-CT pulmonaire est une nouvelle approche dans 1’étude
des changements précoces de la FPI. Cet outil a aussi permis de différencier les nodules
pulmonaires solitaires (SPN) bénins et malins, conséquents a la FP1 2%, Dans une autre étude,
il a été montré que le ¥F-FDG TEP/CT pouvait prédire une exacerbation aigiie de la FPI
postopératoire?®, L’exacerbation aigiie survenant chez 3 & 25% des patients atteints de FPI et
entrainant le décés dans 7 & 23% des cas, I’intérét de les prévenir grace au ®F-FDG est
primordial. Yoon et al. montrent d’autre part que le ®F-FDG permettrait d’évaluer la gravité
de la maladie et le pronostic des patients atteints de FPI. Sur 89 patients d’age moyens de 68.1
ans et atteints de FPI, les valeurs d’absorption standardisées (SUV pour Standardized uptake
value en anglais) moyennes et maximales du '®F-FDG ont été mesurées dans les zones
fibrotiques. Chez les patients souffrant de FPI, tous les paramétres SUV étaient inversement
corrélés avec la capacité vitale forcée et la capacité de diffusion du monoxyde de carbone
(définit comme la capacité de transfert des gaz des alvéoles jusqu'aux globules rouges a travers
les épithéliums ; cette constante est diminuée dans le cadre de la FP1)?%’. A I’inverse, tous les
parameétres SUV étaient positivement corrélés avec le taux de protéine C-réactive (la CRP
traduisant une inflammation) et I'index sexe-age-physiologie. Dans une autre étude réalisée par
Umeda et al., 50 patients atteints de FPI ont subi des examens par TEP au ®F-FDG a un temps
précoce (60min) et a un temps tardif (180min) post-injection du radiotraceur?®, Les valeurs
SUV standardisées ont été mesurées a chacun des deux temps et une valeur d’indice de rétention
(RI-SUV) a été calculée a partir de la formule suivante: RI—SUV (%) =

SUV tartive—SUV précoce

. x 100 . Dans cette étude, un score RI-SUV plus élevé et un score plus
SUV précoce

élevé du score de fibrose (évalué par tomographie a haute résolution (HRCT)) prédisaient une
survie sans progression plus courte. La médiane de survie sans progression des patients avec
un score RI-SUV négatif était meilleure que celle des patients avec un score RI-SUV positif.
Aussi, un RI-SUV plus élevé et une capacité vitale forcée plus faible prédisaient une survie
globale plus courte. Enfin, un RI-SUV positif était un indicateur significatif de mortalité. Ces
résultats permettent a nouveau d’envisager 1’utilisation du ®F-FDG a des fins pronostiques et

prédictives dans la prise en charge de la FP1?%,

Outre les mesures de SUV et de RI-SUV, d’autres parameétres sont évalués en TEP comme
le MAV (maximum alveolar volume) qui se définit comme la somme du volume de réserve
expiratoire et du volume résiduel et le TLG (total lesion glycolysis) qui se définit comme la

glycolyse totale de la lésion calculée en multipliant la MAV par le facteur SUV.
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Dans une étude récente, Justet et al. ont montré que la MAV et la TLG permettaient
également de prédire la survie sans progression des patients souffrant de FPI 2%°. En effet, les
valeurs de SUV moyenne, SUV max, la MLV (metabolic lung volume) et la TLG étaient
corrélées a la sévérité de I'atteinte pulmonaire mesurée par une diminution de la capacité vitale
forcée (CVF), une diminution de la capacité de diffusion des poumons pour le monoxyde de
carbone (DLCO) et une augmentation du score GAP (outil permettant d'estimer le risque de
mortalité au cours de la FPI en fonction du genre, de I’age et de la physiologie du patient). De
plus, l'augmentation de la MLV et de la TLG étaient des facteurs prédictifs indépendants de
décés ou de progression de la maladie au cours des 12 mois suivant la fin de la TEP.
L’évaluation seule du SBR (ratio signal sur bruit de fond) correspondant au rapport entre la
SUVmax et la SUVmin, permet également de prédire le risque accru de mortalité chez les
patients atteints de FPI 2%, Ainsi, 1’absorption pulmonaire du *F-FDG calculée sur différents
parametres, permet d’évaluer la sévérité de la FPI et permet de prédire la survie sans progression

des patients atteints de FPI.

Dans une autre étude, la réponse métabolique précoce est évaluée par TEP scan au 8F-
FDG apreés traitements avec les médicaments antifibrotiques chez les patients atteints de FPI
210 La pirfénidone réduit significativement I'absorption pulmonaire de ®F-FDG pendant la
phase fibrotique dans un modele murin de FPI (bléomycine). Cependant, chez I’homme,
I’utilisation du ®F-FDG afin d’évaluer la réponse précoce des patients atteints de FPI traités au
nintédanib ou avec la pirfénidone, semble présenter un intérét limité 2°, En effet, les données
précliniques obtenues chez la souris n'ont pas été confirmées chez les patients atteints de FPI 3
mois apreés le début du traitement antifibrotique.

Dans un modeéle de pneumopathie interstitielle liée a la myopathie inflammatoire chronique
(M11), grace au 8F-FDG, Liang et al. ont pu construire un modele prédictif de la progression
en PID de la pathologie. En effet, une SUV pulmonaire bilatérale élevée, des ganglions
lymphatiques médiastinaux anormaux et une diminution du pourcentage de DLCO étaient
significativement associes a la progression vers une PID des patients atteints de MII-PID. Le

TEP scan est ici @ nouveau décrit comme un outil prédictif de I’évolution de la pathologie.

Chez des patients atteints de cancer du poumon non a petites cellules de stade Il et IlI,
I’absorption du ¥F-FDG a été comparé a celle du *®F-Fluoromisonidazole (**F-FMISO), un
traceur TEP de I’hypoxie, afin d’identifier les sous-volumes intratumoraux a risque plus élévé

de rechute aprés radiothérapie 2'*. L'analyse basée sur le volume tumoral global montrait une
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bonne superposition entre le signal du ®F-FDG et le ®F-FMISO pour toutes les méthodes de
segmentation d’images, mais une faible corrélation entre la fixation tissulaire réelle du 8F-FDG
et celle du 8F-FMISO dans le poumon. Dans une autre étude, les traceurs *¥F-FDG et 8F-
FMISO ont été utilisé pour évaluer précocement et de facon non invasive la radiosensibilité
d’un traitement a I’irisquinone (IQ) dans un modéle de gliome. Les auteurs ont ainsi mis en
évidence grace a l'absorption du 8F-FDG et du BF-FMISO, I’existence d’une corrélation

significative avec I'expression de HIF-1a. En effet, HIF-1a était diminué suite a ’action de I’IQ
212

Comme en cancérologie, les traceurs d’hypoxie et/ou traceurs métaboliques en tomographie
a émission de positrons, semblent étre des outils prometteurs pour prédire 1’évolution de la FPI
mais également afin d’adapter les stratégies thérapeutiques en fonction de la réponse aux

traitements.

ITI. Les modeles animaux précliniques de fibrose pulmonaire

De nombreux modeles animaux ont été développés dans le but de modéliser au mieux, la
fibrose pulmonaire idiopathique observée chez les patients. Parmi eux, on retrouve :
I’administration intra-trachéale de bléomycine, I’injection de FITC, de silice, d’amiante,
I’irradiation ou encore I’expression spécifique grace a des vecteurs viraux (adénovirus). Chacun

de ces modéles présentent des avantages et des inconvénients décrits dans le tableau 4 (Tableau
7) 213,214_

Modeéle murin Avantages Inconvéniants
Bléomycine (IT) - Trés bien caractérisé - Fibrose non homogene
- Plusieurs voies d’administration - régression de la fibrose sous 28
possible jours (si administration unique)
- Développement rapide (14-28
jours)
Fluorescent - Relativement reproductible et - Absence de motif de PIC et
isothiocynate phénotype de fibrose persistante d’inflammation précédent la
(jusqu’a 6 mois) fibrose
(FITC) - Développement rapide (14-28
jours)
Silice - Modéle proche des Iésions - Manque de reproductibilité
pulmonaires chez ’Homme - Difficile a administrer
- Persistance des Iésions - Développement lent (12-16
semaines)
- Absence de Iésion
caractéristique de PIC
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Amiante

Modélisation de I’exposition a
I’amiante chez ’Homme

Développement lent (au moins
1 mois)

Injection IT unique qui conduit
a une fibrose centrale et non
une initiation pleurale de cette
derniere

Irradiation

Pertinence clinique de fibrose
pulmonaire radio-induite

Développement de la fibrose
tres lente (supérieur a 30
semaines)

Onéreux

Vecteurs viraux

Possibilité de surexpression
d’une cytokine (ex : TGF-B1,
IL-1pB...) et d’observer les voies
de signalisation in vivo

Adénovirus n’affecte que les
cellules épithéliales

Tres fort taux de cytokines peut
comparable aux taux réels

- Possibilité d’adapter le tropisme

Tableau 7. Tableau non exhaustif des modeles animaux de fibrose pulmonaire chez le rongeur décrivant les
avantages et les inconvénients de chacun d’entre eux: FPI: Fibrose Pulmonaire Idiopathique, PIC:
Pneumopathie Interstitielle Commune, IT : IntraTrachéale, NOD : Non-Obese Diabetic, SCID : Severe Combined
ImmunoDeficiency. Adapté de Tashiro et al. (2017)?, Moore et al. (2013)?**

1. Modele de fibrose pulmonaire induite par injection de bléomycine

La bléomycine est un agent antibiotique chimiothérapique utilisé dans le traitement de
certains cancers tel que le lymphome et le cancer des testicules. Sa toxicité pulmonaire?®® limite
son indication thérapeutique dans certains cas 2*¢. Chez I’homme, sa toxicité pulmonaire est
dose-dépendante et associée a un taux de mortalité allant de 1 & 5% 2'7. L’atteinte pulmonaire
induite par la bléomycine présente des similitudes avec celle observée en cas de FPI avec
notamment un départ sous-pleural de la fibrose 28, Le mécanisme principal de la bléomycine
est d’induire la mort cellulaire. A faible dose, elle induit des cassures doubles-brins et de
nombreux dommages & I’ADN 2%, Le poumon et la peau sont particuliérement vulnérables aux
effets de la bléomycine car ces tissus n’expriment pas ou peu, la bléomycine hydrolase, une
enzyme capable de la dégrader 2%, Il a recemmment été montré que I’utilisation d’une forme
déglycosylée de la bléomycine limitait les effets tumoraux in vivo dans plusieurs modeles de

cancer murins mais n’induisait pas le développement de la fibrose pulmonaire %2,

Dans ce modele de fibrose pulmonaire induite, la souche génétique des animaux a son
importance. Les souris C57BI/6J sont sensibles a la bléomycine 2?2 tandis que les souris
BALB/c ou SV129 sont résistances 223. La bléomycine peut &tre administrée selon différentes
voies : I’injection orotrachéale (nommée a tort intratrachéale (1T)), intrapéritoneale (IP), sous-
cutanée (SC), intraveineuse (IV) et par voie inhalée (chambre d’inhalation). La voie IT est la

voie la plus communément utilisée pour générer les Iésions caractéristiques de la fibrose 23, Le
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modele de fibrose pulmonaire induite par injection IT de bléomycine est bien caractérisé
(Figure 18). La bléomycine induit d’importantes 1ésions de 1’épithélium pulmonaire et la
sécretion de médiateurs inflammatoires tels que I’I1L-1p, I’IL-6, le TNF-a et I’'IFNy dans les 7
jours suivants 1’injection de bléomycine. A partir du 7°™ jour, les facteurs pro-fibrosants tels
que le TGF-B1 sont massivement sécrétés dans le tissu pulmonaire. Le pic de production des
médiateurs pro-fibrosants se situe a 14 jours de I’injection. Au cours du développement, une

production massive de MEC envahit les espaces alvéolaires avec une prédominance peri-
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Figure 18. Mode opératoire et cinétique du développement de la fibrose pulmonaire induite via la voie
intratrachéale (IT) par la bléomycine. (A) La souris est suspendue sur un fil par ses dents supérieures. La langue
est tirée vers 1’extérieur de sa bouche a I’aide d’une pince et I’insertion d’un otoscope permet I’injection de la
bléomycine au-dessus des cordes vocales de 1’animal. (B) L’injection IT de bléomycine & JO induit de nombreuses
Iésions au niveau de 1’épithélium pulmonaire a 1’origine d’une phase inflammatoire s’étalant sur 7-9 jours. La
phase inflammatoire est ensuite remplacée par une phase fibrosante caractérisée par 1’expression du TGF-B1 et
I’accumulation excessive de MEC jusqu’a une vingtaine de jours post-injection de bléomycine. D’aprés Moéller
et al. (2008)%**
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L’administration de molécules thérapeutiques pendant la phase inflammatoire peut
permettre de conclure en faveur d’une activité préventive des composes. Cependant,
I’administration des composés actifs au cours de cette période demeure controversée
puisqu’elle permet de conclure sur les effets anti-inflammatoires et non antifibrosants des
molécules #1322°, Les équipes de recherche administrent plus classiquement les composés

thérapeutiques au terme des 9 jours d’inflammation inhérente a I’injection de bléomycine 22°2%,

Bien que majoritairement utilisé jusqu’alors, ce modele differe de la FPI progressive,
irréversible et initialement sous-pleurale ?*’. En effet, la fibrose pulmonaire induite par cette

administration est davantage bronchique et régresse a partir de 28 jours post-injection.

En 2010, Degryse et al., suggérent I’utilisation d’un modéle répété d’injections IT de
bléomycine qui induirait des lésions plus proches histologiquement de celles de poumons de
patients atteints de FPI. La fibrose induite serait aussi plus sévere et formerait dans le

parenchyme, des structures ressemblant a des foyers fibroblastiques 7.

2. Modéle de fibrose pulmonaire induite par transfert de gene du TGF-p1

Ce modele se base sur I’administration d’un adénovecteur qui induit une surexpression
localisée d’un géne particulier. Dans le cas de la fibrose pulmonaire, plusieurs cytokines ont été
ciblées : TGF-B1, IL-1p, IL-13 et TNF-a 2%, Le modéle de surexpression de TGF-B1 par
injection d’un adénovirus (AdTGF-B1) nécessite 1’utilisation d’un adénovirus codant pour la
forme active du TGF-B1 (et non la forme latente) capable d’induire une fibrose pulmonaire.
Dans ce modéle, I’administration de I’ AdTGF-B1 est effectuée par voie IT a une dose de 10°
PFU (Plaque Formation Unit) chez des rats. Il en résulte une accumulation cellulaire
périvasculaire et péribronchique a 7 jours post-injection (J7) (Figure 19) qui s’étend dans le
parenchyme et persiste 64 jours post-injection (Figure 19). Les auteurs ont aussi montré que la
pluricellularité s’accompagnait d’un dépdt de MEC important dans le poumon et d’une
augmentation de 1’expression d’0-SMA, caractéristique de 1’activation des myofibroblastes 2%,
Ce modeéle induit une fibrose pulmonaire progressive et sévere ainsi qu’une faible inflammation
comparativement au modele de fibrose induite par la bléomycine. Cette progression du modele
ne semble pas étre imputable a I’administration de I’AdTGF-B1 car selon les auteurs, les taux
de TGF-B1 reviennent a des taux basaux 14 jours apres administration. Ce modéle confirme a

nouveau le réle central du TGF-B1 dans I’initiation de la fibrose pulmonaire.

66



Figure 19. Modé¢le de fibrose induite par injection d’adénovirus codant pour le TGF-B1. (A) Observation de
sections de poumons de rats 7 jours apres injection intratrachéale (IT) d’un adénovirus codant pour le TGF-f1
actif (AdTGF-B1) et (B) 64 jours aprés injection. Marquage Hématoxyline & Eosine, grossissement x250. V :
structure vasculaire, B : structure bronchique. D’aprés Sime et al. (1997)?%

Ce modele présente tout de méme quelques limites. En effet, I’injection ne peut se
pratiquer qu’en milieu confiné de niveau de sécurité¢ biologique 2 et seules les personnes
habilitées a manipuler ce type d’outil peuvent procéder a ces injections. De plus, les
adénovecteurs utilisés possedent un tropisme spécifique aux cellules épithéliales ce qui limite
donc la surexpression du TGF-B1 a ce type cellulaire et ne refléte pas la réalité physiologique.
Enfin, le niveau de surexpression du transgéne induit lors de 1’infection est bien supérieur au

niveau d’expression physiologique observé en cas de fibrose 2.

L’équipe du Pr.Bonniaud a développé des modeles de fibrose pleurale chez le rat et la
souris 22230 ’objectif était d’induire une fibrose initiée dans la plévre en administrant
1’adénovirus codant pour le TGF-B1 entre les feuillets de la plévre 2%, Cette injection se réalise
dans le flanc droit au niveau du sixiéme espace intercostal. Pour valider le modéle, un
adénovirus codant pour le géne LacZ a été utilisé. Ce géne code pour une enzyme nommeée la
B-galactosidase et dont 1’ajout de son substrat provoque la formation d’un colorant bleu. La
coloration du tissu pulmonaire pleural a ainsi permis de valider cette voie d’administration

intrapleurale (Figure 20).
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Figure 20. Validation du modéle d’injection intra-pleurale d’un vecteur adénoviral codant pour la -
galactosidase. (A) Photo de poumons de rats 4, 10, 14 et 21 jours aprés I’injection intra-pleurale de 1’adénovirus
contréle (AdDL) ou codant pour la B-galactosidase (AdLacZ). (B) Coupe histologique de poumons de rats 4 jours
apres injection intra-pleurale de ’AdLacZ. Contre coloration : « Nuclear fast Red ». D’aprés Decologne et al.
(2007)2%

En remplagant, I’AdLacZ par I’AdTGF-B1, les auteurs ont développé un modele de
surexpression pleurale du TGF-B1 et ainsi caractérisé 1’évolution de la fibrose dans ces
conditions expérimentales. La fibrose pleurale est progressive et se développe jusqu’a 64 jours
post-administration de 1’adénovirus. Ce modéle permet de mettre en évidence I’importance des

cellules mésothéliales de la plevre dans le développement de la fibrose.
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IV. Les protéines de chocs thermiques

1. Généralités

Les protéines de choc thermique ou Heat Schock Protein (HSP), aussi appelées protéines
de stress, sont synthétisées par les cellules lors d’un stress cellulaire (choc thermique, stress
oxydatif, UV, etc.) et sont exprimées de maniere ubiquitaire. Chez les mammiféres, les HSPs
sont classées en fonction de leur poids moléculaire. On distingue les HSP de haut poids
moléculaire (HSP110, HSP90, HSP70, HSP60 et HSP47) et celles de petit poids moléculaire,
dites smalls HSP (sHSP), incluant HSPB1 ou HSP27 (dont I’homologue murin est HSP25) et
HSPB5. Ces protéines induites lors d’un stress sont egalement exprimées de maniere
constitutive dans le but de maintenir I’homéostasie cellulaire 23!, Les facteurs de transcription
impliqués dans cette induction sont appelés les HSF (Heat Shock Factors) qui se fixent sur les
éléments de réponse génique appelés HSE (Heat Shock Eléments) 232,
Le role principal de ces protéines est d’aider a la bonne conformation les protéines
néosynthétisées, mal repliées ou bien de les dégrader afin de prévenir leur agrégation,
phénomene toxique pour la cellule. Pour se faire, elles collaborent avec le systéeme
protéasome/ubiquitine (Ubiquitin-Proteasome System ou UPS). En effet, si les HSP ne
parviennent pas a restaurer la conformation fonctionnelle des protéines dénaturées, elles
dirigent ces dernieres vers le protéasome afin qu’elles y soient détruites. A ce titre, les HSP font
parties des régulateurs de la protéostase cellulaire 23 définie comme étant I'ensemble des
mécanismes régulant la production, le repliement, le transport et la dégradation des protéines

dans la cellule afin de maintenir son homéostasie (Figure 21).
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Figure 21. Réseau de régulation de la protéostase. Les régulateurs de la protéostase (ronds roses) interviennent
a tous les niveaux du réseau régulant le repliement correct des protéines et la dégradation des espéces non natives.
Ce réseau est influencé a une échelle supérieure par la réponse au stress et le vieillissement par exemple, eux-
mémes dépendants des propriétés intrinseques de la cellule ou de I'organisme et de son environnement extérieur.
Figure de Céline N. Martineau adaptée d'aprés Balch et al. (2008) 3

Les HSP ont été largement étudiees dans le domaine de la cancérologie. Elles sont
impliquées dans la résistance des cellules cancéreuses a la mort cellulaire induite par les agents
cytotoxiques. Les recherches menées sur ces protéines visent a inhiber leur fonction de facon a

sensibiliser & nouveau les cellules tumorales aux chimiothérapies.

Les HSP sont retrouvées au niveau cytosolique mais également au niveau extracellulaire ou
elles jouent le réle de ligands de récepteurs membranaires et induisent des effets différents de
leur homologue intracellulaire. L’étude des HSP extracellulaires suscite un intérét croissant

dans la théranostique, néologisme des termes thérapie et diagnostic.

Dans ce chapitre, nous évoquerons uniquement les HSPs intracellulaires et extracellulaires

impliquées dans la fibrose pulmonaire.

2. Les HSPs de haut poids moléculaire

2.1. HSP90
La famille des HSP9O0 est la plus abondante des HSP intracellulaire. Elle représente 1% du

total des protéines retrouvées en conditions basales ?®. Elle se décline en isoformes majeures :
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HSP90a ou HSPCI1 (forme majeure inductible) et HSP90B ou HSPC3 (forme mineure
constitutive). Son analogue Gp96 (Glycosylated protein 96) est retrouvé dans le réticulum
endoplasmique tandis que son analogue TRAP1 (Tumor necrosis factor Receptor Associated
Protein-1) est situé dans la matrice mitochondriale 2%. HSP90 est une protéine ATP-
dépendante. HSP90 est constituée de trois domaines : un domaine N-terminal sur lequel se lie
I’ATP, un domaine central qui lui permet d’interagir avec des protéines clientes et un domaine
C-terminal qui lui permet de se dimériser (Figure 22). HSP90 forme majoritairement des
homodimeres mais peut également étre retrouvée sous forme d’hétérodimeres. Un dimeére
d’HSP90 prend en charge une protéine cliente, la stabilise en la repliant puis la rend active suite
a I’hydrolyse d’une molécule d’ATP %7 (Figure 22).

el

Post-translational
modifications

I

<« Co-chaperones

Figure 22. Le cycle chaperon Hsp90. Hsp90 commence son cycle chaperon dans une conformation ouverte
dimérisée uniquement au niveau du domaine C. La liaison & I'ATP et une série de changements de conformation
lui permettent d'adopter une conformation fermée, dimérisée en N-terminal. Lors de I'hydrolyse de I'ATP, Hsp90
revient a la conformation ouverte et commence un autre cycle chaperon. Les protéines clientes sont ainsi activées.
Ce cycle est étroitement régulé par des protéines co-chaperonnes, des modifications post-traductionnelles et peut
étre inhibé par des inhibiteurs de Hsp90. D’aprés Backe et al. (2020) 2%

Dans le traitement du cancer, plusieurs molécules inhibitrices d’HSP90 ont déja été
identifiées. Par exemple, le 17AAG (17-(allylamino)-17-déméthoxygeldanamycine) empéche
la fixation de molécules d’ATP sur le dimére d’HSP90 2%, L utilisation de tels inhibiteurs a

permis d’améliorer la compréhension du role d’HSP90 dans la signalisation médiée par le TGF-
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B1. Sontake et al. décrivent HSP90 comme un activateur potentiel de la transformation
myofibroblastique et de la production de MEC. Ills montrent que le 17AAG limite le
développement de la fibrose induite par la bléomycine chez la souris 2*°. Une autre étude menée
par Li et al. a permis de mettre en évidence que la myricetin, un flavonoide d’origine végétale,
interférait dans la liaison entre HSP90B et TGF-BRII et empéchait ainsi I'activation des
fibroblastes et la TEM dans un modeéle de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine chez la
souris 21, Bellaye et al. ont également montré qu’HSP90 était capable de se lier au TGF-BRII
et d’ainsi le protéger d’une dégradation protéosomale via son ubiquitinylation. Aussi, HSP90
serait capable de lier le récepteur aux glucocorticoides et de faciliter ainsi I’export nucléaire du
facteur NF-xB profibrosant. Selon les auteurs, I’inhibition d’HSP90 par le 17-AAG pourrait
permettre la séquestration du facteur NF-xB régulant ainsi négativement la voie du TGF-p1 et

limitant la fibrogenése 24?(Figure 23).
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Figure 23. Implication d’HSP90 dans la voie du TGF-f1. Le (TGF)-B1 profibrotique se lie au récepteur 1l du
TGF-B (TGF-BRII) et forme un complexe avec le TGF-BRI, qui est stabilisé par 1'interaction HSP90. La kinase
TGF-BRI activée phosphoryle Smad2/3, qui recrute ensuite Smad4 et se transloque dans le noyau pour initier
I'expression de genes fibrotiques. L'inhibition de HSP90 (par exemple avec la 17-allylamino-
17déméthoxygeldanamycine (17-AAG) ou la 17-diméthylaminoéthylamino-17-déméthoxygeldanamycine (17-
DMAG)) empéche la formation de complexes HSP90/TGF-R, et favorise ainsi la dégradation des TGF-fR par le
protéasome. Cela met fin a la voie de signalisation TGF-f et bloque la transdifférenciation en myofibroblastes des
fibroblastes ou des cellules épithéliales dans le poumon. D’aprés Sibinska et al. (2017) 24

Concernant la sécrétion d’HSP90, elle a initialement été décrite au niveau de cellules
cancéreuses en conséquence d’un stress cellulaire comme ’hypoxie ou encore la stimulation
par des facteurs de croissance comme le TGF-o 24?* En 2017, Dong et al., décrivent
I’existence d’un anticorps monoclonal dirigé contre la forme extracellulaire d’HSP90
(eHSP90), le 1G6-D7, capable d’atténuer la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine en
interférant avec la signalisation LRP1 (Low density lipoprotein Receptor-related Protein 1) Erk
245 Cette étude suggere donc I’existence d’une signalisation eHSP90/LRP1. En 2018, Bellaye
et al. montrent que 1’on retrouve plus d’HSP90a circulant chez des patients atteints de FPI et

que leur concentration dans le sérum correle avec la sévérité de la pathologie. De plus, ils

73



montrent une surexpression de cette protéine dans les LBA et serum de rat atteints de fibrose
pulmonaire induite par administration d’AdTGF-1. Cette surexpression corréle avec le niveau
de collagene mesuré dans les poumons des animaux. De plus, ces travaux ont permis d’établir
une corrélation directe entre HSP90B (forme intracellulaire) et LRP1, essenticlle a la
stabilisation de ce récepteur et favorisant ainsi la signalisation eHSP90o/LRP1 qui promeut la
différenciation myofibroblastique 24 (Figure 24).
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Figure 24. L'inhibition de la protéine de choc thermique HSP90 entrave la signalisation profibrotique a
plusieurs niveaux. A) HSP90B stabilise le récepteur TGF-B de type II (TGF-BRII) favorisant la signalisation
profibrotique du facteur de croissance transformant (TGF)-p. HSP90 interfére également avec la dégradation du
protéasome LRP1. La rigidité tissulaire induit la sécrétion de HSP90a dans le milieu extracellulaire. HSP90a
extracellulaire interagit avec le récepteur LRP1 pour améliorer la différenciation des myofibroblastes et favoriser
les voies profibrotiques. B) L'inhibition de HSP90 par des dérivés de geldanamycine (tels que 17-DMAG) interfere
avec la stabilisation de TGF-BRII et de LRP1 par HSP90 intracellulaire, déclenchant leur dégradation
protéasomique et diminuant les signaux fibrotiques induits par TGF-p et LRP1. De plus, I'inhibition spécifique de
HSP90o extracellulaire a l'aide de l'inhibiteur de HSP90 non perméable HS-30 bloque I'interaction de HSP90a,
avec LRP1. D’aprés Bonniaud et al. (2018) 2/

2.2. HSP70

HSP70 est I’une des HSP les plus connues et son activité anti-apoptotique en fait une cible
thérapeutique majeure dans le cancer 2482%° Le systéme chaperon HSP70 est essentiel au
remodelage des protéines dénaturées. Ce groupe d’HSP comporte un grand nombre d’isoformes
les deux formes principales sont la forme constitutive HSC70 (Heat Shock Cognate 71) aussi
appelée HSPAS et la forme inductible HSP70 appelée aussi HSPALA. Les membres de la
famille HSP70 partagent une structure commune qui comprend : le domaine N-terminal NBD
(Nucleotide Binding Domain), un domaine SBD (Substrate Binding Domain), un domaine en

couvercle hélicoidal (SBDa) et une queue C-terminale de longueur variable (Figure 25) 2%°,
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Les domaines SBD sont les domaines de liaison des protéines clientes. Cette fixation est ATP-
dépendante. L’ATP 1i¢ permet a la protéine HSP70 d’adopter une conformation « ouverte »
affine pour le substrat 233, Cette conformation permet a la protéine de lier HSP40 afin de faciliter
la fixation du substrat et ’hydrolyse de I’ATP %!, La consommation d’une molécule d’ATP
permet le repliement de la protéine native ou mal repliée. Le substrat est relargué grace a
I’intervention du facteur NEF (Nuclear Exchange Factor) qui correspond a HSP110 2°! (Figure
25). La boucle se perpétue suite au nouveau recrutement d’une molécule d’ATP. L’action
d’HSP70 est donc finement régulée par les chaperonnes HSP40 et HSP110.
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Figure 25. Le cycle de liaison/libération du substrat de HSP70. (A) structure du domaine HSP70. NBD :
domaine de liaison aux nucléotides, SBD : domaine de liaison au substrat, aa : acides aminés. (B) La conformation
ouverte liée a I'ATP de HSP70 s'engage avec une protéine de domaine J (JDP) liée au substrat, ce qui provoque
I'nydrolyse de I'ATP et le transfert du substrat a HSP70, ce qui le conduit a passer dans sa conformation fermée.
Un facteur d'échange de nucléotides (NEF) médie la libération d’ADP, qui permet la liaison de I'ATP et entraine
l'ouverture de HSP70 et la libération ultérieure du substrat. D’aprés Abildgaard et al. (2020) 2°2

A I’inverse d’HSP90, I’expression d’HSP70 est réduite dans le tissu pulmonaire des patients
atteints de fibrose pulmonaire. HSP70 est décrite comme limitant la signalisation TGF-p. En

effet, dans une étude menée sur des souris KO pour HSP70, les souris présentaient une plus
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grande sensibilité a la bléomycine 2°3, Aussi, la Geranylgeranylacetone (GGA), un inducteur
d’HSP70 a été décrit comme molécule protectrice contre la fibrose pulmonaire chez les
animaux 24, De maniére intéressante, Yun et al., ont montré en 2010 dans un modéle de fibrose
rénale et dans des lignées cellulaires de poumon, que la geldanamycine (un inhibiteur d’HSP90)
augmentait 1’expression d’HSP70 et entrainait une diminution des récepteurs au TGF-B1
subissant une dégradation protéasomale 2°°. De plus, HSP70 est capable de séquestrer Smad2

et Smad3, favorisant ainsi 1’inhibition de la voie du TGF-B1 62 (Figure 26).
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Figure 26. Schéma du mécanisme de la surexpression de HSP70 inhibant la fibrose. En cas de surexpression,
HSP70 se lie au TGF-B RI et au TGF-B RII pour soutenir leur ubiquitination et leur dégradation protéosomale. De
plus, HSP70 entrainerait la séquestration de Smad2, Smad3, STAT3, ERK et JNK, puis restreindrait leur
phosphorylation et leur translocation nucléaire, entrainant ainsi le blocage de leurs voies de signalisation en aval
et donc la diminution de 1'expression d’a-SMA, du collagéne | et du TGF-B1. Cette inhibition limite I’accumulation
de MEC et inhibe la TEM. En cas de faible niveau d’expression d’HSP70, la protéine n’interfére pas avec la
signalisation du TGF-B1. D’aprés Zhang et al. (2021) 2>

L’expression d’HSP70 a été mesurée dans plusieurs études via une mesure d’anticorps
dirigés contre HSP70. Kahloon et al., ont détecté une concentration élevée d’IgG anti-HSP70
dans le sérum de patients atteints de FPI en comparaison a des volontaires sains. Dans cette
méme ¢étude, les auteurs montrent que ’augmentation de la mortalité¢ et de la fréquence

d’exacerbations aigués est corrélée au niveau circulant d’IgG anti-HSP70 2%, Cependant, Mills
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et al. observent un niveau élevé d’eHSP70 dans le sérum de patients atteint de FPI mais ne
montrent pas de différence de concentration entre ces patients et ceux du groupe comparatif
atteints d’autres ILD 2%°, Gonzales-Ramos et al., montrent en 2013 que la protéine eHSP70 se
lie aux récepteurs TLR4 et induit la production de TGF-B1 par les voies JNK et ERK 20, En
tant que médiateur extracellulaire, HSP70 pourrait favoriser le développement de la fibrose et
son blocage spécifique dans ce compartiment, pourrait étre bénéfique afin de limiter le

développement de la maladie.

Néanmoins, les études méritent d’étre poursuivies afin d’éclaircir le fonctionnement

contradictoire d’eHSP70 dans les processus fibrosants.

2.3. HSP47

HSP47 (appelée aussi SERPINH1 ou encore gp46) est la protéine chaperonne la plus
étudiée dans le processus de fibrogenese puisqu’elle a pour seul substrat, le collagéne. HSP47
est indispensable aux étapes finales de sa biosynthese, elle assure le repliement des triples
hélices de procollagéne 25 (Figure 27) et son expression est corrélée a celle du collagéne 262,
HSP47 a donc été particulierement étudiée dans la recherche de thérapies anti-fibrosantes 2%,
Sur un modeéle de slices pulmonaires murines cultivées en présence de TGF-B1, I’inhibition
d’HSP47 par siARN réduit la sécrétion de fibronectine sans moduler les autres aspects de la

fibrogenése (différenciation en myofibroblastes, sécrétion et dépot de collagéne)?®*.
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Figure 27. Schéma du mécanisme de HSP47 dans la promotion de la fibrose. Les HSF se lient généralement
a HSP47 sous forme de molécules inactives dans le cytosol. En conditions de stress, les HSF sont phosphorylés
par des protéines kinases, forment des trimeres et sont transloqués au noyau ou ils interagissent avec HSE pour
augmenter I'expression de HSP47 dans le cytosol. HSP47 stabilise le procollagene, favorise la formation de la
triple hélice de procollagéne et aide a activer les cellules sécrétrices du collagéne, conduisant a un dépot excessif
de MEC. De plus, le TGF-p favorise I'expression d’HSP47 et la fibrose en régulant les voies de signalisation ERK
et INK. D’aprés Zhang et al. (2021) %’

Dans le sérum de patients atteints de FPI, des études montrent une augmentation de la
concentration d’HSP47 mais uniquement en cas d’exacerbation aigué 2%°. L’utilité diagnostique

de la mesure d’HSP47 circulant en cas de FPI necessite d’étre précisée.

3. Les petites HSPs ou « Small HSPs »
3.1. Structure

Les small HSP ou sHSP sont des protéines de faible poids moléculaire (entre 12-43 kDa)
232 En revanche, elles peuvent s oligomériser et former un complexe protéique supérieur a 800
kDa 266, Cette famille compte 10 membres dont HSPB1 (HSP27), HSPB5 (aB-crystallin),
HSPB6 (HSP20) et HSPB8 (HSP22) sont les plus communément étudiées 2%7. A I’inverse des
HSPs de haut poids moléculaire, les petites HSP ne nécessitent pas d’ATP pour interagir avec
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leur protéine cliente. Comme pour les HSP de haut poids moléculaire, le réle principal des SHSP
est d’éviter la formation d’agrégats protéiques létaux pour la cellule. Elles travaillent en étroite
collaboration avec les HSP ATP-dépendantes pour, renaturer ou guider les protéines non
fonctionnelles vers le protéasome en vue de leur dégradation. Les SHSP possedent une structure
primaire commune comptant 3 domaines: un domaine a-crystallin conservé entre HSP27 et
HSPBS5, un domaine N-terminal et une courte queue C-terminale flexible 2%, HSP27 et oB-
crystallin, possedent toutes les deux un domaine WPDF en région N-terminale, responsable de
la formation des grands oligomeres. Les deux protéines peuvent étre phosphorylées sur des
résidus sérine en position 15, 78 et 82 pour HSP27 et 19, 45 et 59 pour HSPB5 (Figure 28A).
La phosphorylation régule 1’oligomérisation de ces protéines (Figure 28B). Lors d’un stress, les
gros oligomeres non phosphorylés collaborent avec les chaperonnes ATP-dépendantes pour
aider a la conformation fonctionnelle des protéines ou induire leur dégradation, tandis que les
petits dimeres/oligomeéres phosphorylés favorisent la polymérisation de 1’actine et ont donc un

role structural pour la cellule 2°,
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Figure 28. Domaines structuraux des protéines humaines HSPB1 et HSPB5. (A) Représentation schématique
des structures d’HSPB1 et d’HSPBS5 indiquant le domaine N-terminal, le domaine C-terminal flexible, le domaine
WDPF et le domaine cristallin ainsi que les sites de phosphorylation de la sérine (S). (B) la structure
tridimensionnelle de la protéine est gouvernée par son état de phosphorylation. Les dimeéres et petits oligoméres
sont constitués en majorité de protéines phosphorylées alors que suite & un stress, les SHSP adoptent une structure
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d’oligoméres non-phosphorylés pouvant atteindre 800 kDa. Ces différents états suivent un équilibre dynamique
au sein de la cellule. Adapté de Arrigo et al. 2°(2007) et de Acunzo et al. (2012) 27°

3.2. HSP27

HSP27 ou HSPB1 (HSP25 chez la souris) est trés étudiée en cancérologie. En effet, il a été
montré que cette protéine était surexprimee dans les tissus pulmonaires et le sérum de patients
atteint d’un cancer bronchique non a petites cellules. Son expression est directement corrélée
au mauvais pronostic des patients 2%, Dans le cancer ovarien, I’expression sérique d’HSP27 est
augmentée et pourrait a ce titre, constituer un marqueur de la pathologie et de sa progression?’2,
Lors d’un stress, des petits oligomeres d’HSP27 favorisent la dégradation d’IxBa promouvant
ainsi I’activation de la voie NF-kB et donc I’expression de génes impliqués dans la survie
cellulaire 273, Aussi, HSP27 favorise les métastases et la TEM 27 et semble a ce titre, étre une
cible intéressante dans la recherche de thérapies anti-cancéreuses 2. Différentes molécules ont
été identifiées dans le but de limiter ses effets délétéres. Le RP101 ou brivuldine, un nucléoside
capable d’inhiber les fonctions d’HSP27 en se fixant sur cette protéine a ainsi été identifié. Le
RP101 limiterait ses capacités anti-apoptotiques en inhibant sa fixation sur les oncogénes
comme Aktl, pro-caspase 3 et cytochrome C 275, Dans un essai clinique de phase 1l testant
I’association du RP101 au gemcitabine, les patients atteints d’un cancer pancréatique
montraient une amélioration de survie de 2 mois comparativement aux patients contrdles ou
aux patients traités uniquement par la gemcitabine 2’’. Le xanthone, un autre composé utilisé
en thérapies anti-cancéreuses était lui capable, d’induire une dimérisation anormale d’HSP27
218 et de sensibiliser les cellules pathogénes a la radiothérapie dans des modéles murins de
cancers bronchiques non a petites cellules 2°. Enfin, des aptaméres peptidiques (PA), PA11 et
PA50, ont été développés afin de se fixer a HSP27 et I’inhiber, de fagon a induire 1’apoptose
cellulaire. La combinaison de ces aptaméres peptidiques et de la radiothérapie a d’ailleurs
montré une réduction significative du développement tumoral dans des modeles murins

immunodéprimés 27°.

Dans la FPI, HSP27 est surexprimée et omniprésente dans les zones de prolifération
myofibroblastique 172, In vitro, la stimulation pro-fibrosante de cellules pulmonaires
(épithéliales, mésothéliales, fibroblastes) augmente I’expression d’HSP27. HSP27 favorise la
phosphorylation de ERK et de Smad3 ce qui contribue a potentialiser 1’activation
myofibroblastique 2. In vivo, dans un modéle murin de fibrose pulmonaire induite par

radiothérapie, HSP27 était capable d’interagir avec IxB et d’ainsi potentialiser la voie NF-xB
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stimulant la synthése de facteurs pro-fibrosants 282, Enfin, 1’utilisation d’un oligonucléotide
antisens (OGX-427) dirigé contre HSP27 a permis de limiter le développement de la fibrose
dans un modeéle de fibrose pulmonaire induite par administration d’AdTGF chez le rat. Dans
cette étude Wettstein et al. imputent cette effet a la dégradation de Snail (un facteur de
transcription impliqué dans la TEM) chaperonné par HSP27 Y7, L’essai SPRUCE, un essali
clinique de phase 11, montre que le traitement par Apatorsen (OGX-427) couplé au carboplatine
et permetrexed, induit une Iégere amélioration de la survie sans progression des patients atteints

de cancers bronchiques non a petites cellules de stade 1V 2%,

Plusieurs travaux montrent qu’HSP27 peut étre excrétée dans le compartiment
extracellulaire. Dans un contexte d’ischémie cardiaque, HSP27 est décrit comme un motif
moléculaires associé aux dangers (DAMP pour Damage Associated Molecular Pattern en
anglais) ciblant les Toll-like récepteurs 2 et 4 (TLRS) et induisant ainsi une signalisation NF-
«B 28, In vitro sur des cellules endothéliales microvasculaires humaines, 1’augmentation des
concentrations d’HSP27 extracellulaire induit des effets pro-migratoires et pro-angiogéniques
via I’activation de TLR3 2%, De plus, HSP27 induit I’expression et la sécrétion d’IL-10 et de
TNF-a par des monocytes humains en culture via une signalisation MAPK (p38) 2%, Sur une
lignée cellulaire de monocytes cancéreux (THP-1), une étude montre qu’un traitement par
HSP27 induit la sécrétion d’un grand nombre de cytokines pro- et anti-inflammatoires via
encore une fois une signalisation NF-xB 28’. Dans le cancer du sein, Banerjee et al. (2010)
décrivent que la concentration d’HSP27 est augmentée dans le sérum de patientes
comparativement & des patients sains. Dans cette étude, HSP27 extracellulaire exercerait des
effets pro- et anti-inflammatoires via la réduction de la production de cytokines Th1l (IFN-y) et
Th2 (IL-13) par les macrophages différenciés en présence d’HSP27 2%, Une autre étude a
montré la présence d’HSP27 dans des vésicules extracellulaires dérivées de cellules THP-1
(lignée leucémique monocytaire humaine). Les auteurs montrent que les exosomes enrichis en
HSP27 induisent la sécrétion d’IL-10 28,

Dans la FPI, le potentiel role d’HSP27 extracellulaire n’a pas encore été mis en évidence.

3.3. HSPBS5 (aB-crystallin)

HSPBS5 (ou aB-crystallin) est une petite HSP présente dans de nombreux organes. Elle est
omniprésente dans le cristallin de I’ceil et le coeur. Dans les tissus et notamment le tissu

pulmonaire, son expression est limitée. Sa mutation est associée a divers pathologies comme la
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maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson et certains cancers 2°°. Comme HSP27, HSPB5
exerce de puissants effets anti-apoptotiques 2% et est a ce titre, une cible potentielle dans le

traitement du cancer 2%,

Dans un contexte de fibrose hépatique, HSPB5 est surexprimée dans le cytoplasme suite a
I’activation de HSC (Hepatic Stellate Cells) et est transloquée dans le noyau en cas de choc
thermique 2°32%4, Dans une étude menée par Huang et al., il a été montré qu’HSPB5 forme un
complexe avec la protéine 14-3-3( afin d’étre protégée d’une dégradation protéasomale. 14-3-
3( est alors accumulée dans la cellule et permet I’activation d’Erk1/2 et de Slug, un facteur de
transcription impliqué dans la TEM 2%

Dans la FPI, Bellaye et al., ont montré qu’HSPB5 était surexprimée dans les poumons de
patients atteints de FPI, notamment au niveau des foyers fibroblastiques 242. Son expression est
augmentée dans différents modéles de fibrose pulmonaire murins et les souris déficientes pour
HSPB5 sont protégées de la fibrose pulmonaire induite. Les auteurs décrivent qu’HSPBS
empéche 1’ubiquitination de Smad4 par I’E3-ubiquitine ligase TIF-1y et favorise ainsi la
localisation nucléaire de Smad4. La localisation nucléaire de Smad4 dans le noyau favorise la
transcription de genes pro-fibrosants. L’inhibition d’aB-crystallin apparait donc comme une

stratégie intéressante dans le traitement de la FPI. (Figure 29)
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Figure 29. Représentation schématique de I’implication d’aB-crystallin dans la voie du TGF-p1. (A) En
I’absence d’aB-crystallin, la voie des Smads est régulée par I’E3 ubiquitine ligase TIF-1y qui ubiquitine Smad4
induisant ainsi sa sortie du noyau et sa dégradation. De plus, la protéine 14-3-3( est dégradée par le protéasome
I’empéchant d’induire sa signalisation. (B) aB-crystallin, inhibe 1’ubiquitinylation de smad-4 par TIF-1y et son
externalisation du noyau, ce qui favorise les voies pro-fibrosantes. Elle protége la protéine 14-3-3( de la
dégradation, ce qui favorise la signalisation ERK1/2 et donc 1’expression de génes pro-fibrosants. D’aprés Bellaye
et al. (2014)%*

Il n’existe a ce jour aucune molécule capable d’inhiber spécifiquement HSPBS. Une étude
portant sur I’interaction d’HSPB5 avec le VEGF, a permis ’identification de 40 composés
capables in silico d’inhiber cette interaction. Un de ces composés, le NCI-41356 a montré des
propriétés particulierement intéressantes dans le cancer du sein triple négatif. En effet, in vitro
le NCI1-41356 inhibe la liaison HSPB5-VEGF et son administration chez la souris inhibe la
croissance et 1’angiogenése tumorale induite 2. Le cancer et la fibrose partagent de nombreux
mécanismes d’action dans leur pathogenése. A ce titre, 1’étude les effets du NCI-41356 dans un
contexte de fibrose pulmonaire méritait d’étre approfondie et a constitué une partie de mon

travail de thése.
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V. Objectifs de these
Pendant ces trois années, mon travail a permis d’évaluer le potentiel d’un marqueur
d’hypoxie prédictif de la progression de la fibrose et de proposer de nouvelles stratégies

thérapeutiques dans la prise en charge des patients atteints de fibrose pulmonaire idiopathique.

Pour se faire, mon travail a été divisé en 3 parties :

- la premiére partie de mon travail portait sur 1’étude de I'hypoxie pulmonaire in vivo par
imagerie TEP au '®F-FMISO afin d’évaluer le potentiel prédictif de cette sonde et son
efficacitée thérapeutique dans des modéles précliniques de fibrose pulmonaire et

comparativement au 8F-FDG. Ces travaux ont été publiés au cours de ma thése.

- laseconde partie de mon projet de these consistait a évaluer I’intérét de I’utilisation d’un
inhibiteur chimique d’HSPBS5, le NCI-41356, dans des modeles murins de fibrose

pulmonaire induite a la bléomycine. Ces travaux sont en cours de soumission.

- latroisieme partie de mon projet de these consistait a évaluer le potentiel d’un anticorps
ciblant la partie extracellulaire de la protéine de choc thermique HSP90 dans le

traitement de la fibrose pulmonaire idiopathique. Ces travaux sont encore en étude.
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RESULTATS

Projet 1.

Imagerie TEP/TDM F-FMISO de I'hypoxie en tant que biomarqueur non invasif de la
progression de la maladie et de I'efficacité thérapeutique dans un modele préclinique de
fibrose pulmonaire : comparaison avec I'approche TEP/TDM F-FDG

Objectif : Un des écueils de la prise en charge de la FPI est le retard au diagnostic. Une partie de ma
these a consisté a développer une stratégie de marquage précoce non invasive du développement de la
fibrose, en particulier par des techniques d’imagerie. L'imagerie de la FPI se cantonne a la
tomodensitométrie a haute résolution (HRCT) qui n'est souvent pas suffisante pour un diagnostic
définitif et qui a un impact limité sur la décision thérapeutique et la prise en charge du patient. L'hypoxie
du tissulaire pulmonaire est une caractéristique du développement de la fibrose et a été corrélée a la
sévérité de la maladie. Plusieurs sondes traceurs d’hypoxie ont été développées et testées lors d’études
précliniques et cliniques dans le cancer, et notamment la sonde 8F-FMISO. Notre étude consistait a
évaluer I’intérét du marquage des zones pulmonaires hypoxiques par imagerie TEP a I’aide du
radiotraceur F-FMISO, dans le but d’en faire un biomarqueur prédictif de la progression de la maladie
et de I'efficacité thérapeutique des traitements. Cette étude a été réalisé sur nos modeéles précliniques de
fibrose pulmonaire et le ¥F-FMISO a été comparé 8F-FDG.

Méthodes : Des souris C57/BL6 agées de huit semaines ont recu une administration intratrachéale de
bléomycine (BLM) au jour (J) 0 pour initier une fibrose pulmonaire. Les souris ont ensuite été traitées
a la pirfénidone (300 mg/kg) ou au nintédanib (60 mg/kg) par gavage quotidien de J9 a J23. Les souris
ont subi des imageries TEP/CT successives a plusieurs stades de la maladie (initial, J8/J9, J15/J16,
J22/323) avec le BF-FDG et le ¥F-FMISO. L’analyse histologique de l'expression pulmonaire des
marqueurs de I’hypoxie et de I’activité métabolique (HIF-1a et GLUT-1) a été réalisée a J23.

Résultats : Nous avons démontré sur notre modéle de fibrose induite par la bléomycine que le marquage
BE-FDG ou ¥F-FMISO étaient capables de caractériser une fibrose pulmonaire de la méme fagon que
le CT/scan. Aux stades précoces de la maladie, les zones pulmonaires avec absorption de ¥F-FMISO
apparaissent toujours normales au scanner et correspondent a des zones qui se détériorent en Iésions
fibreuses a des stades plus tardifs, ce qui suggére I’intérét de ’utilisation du *F-FMISO pour le
marquage précoce des lésions. Le nintédanib et la pirfénidone ont considérablement et rapidement
diminués la densité pulmonaire moyenne au scanner ainsi que les fixations pulmonaires du *¥F-FDG et
du ¥F-FMISO. L'absorption pulmonaire précoce du ¥F-FMISO a été corrélée a une progression
agressive de la maladie et a une meilleure efficacité du nintédanib.

Conclusion : Notre résultats suggérent que I’imagerie TEP utilisant la sonde *F-FMISO est un outil
prometteur pour détecter et surveiller précocement la progression de la fibrose pulmonaire et prédire
I'efficacité des traitements.

Ce travail a fait I’objet d’une publication le 13 février 2021 dans I’ European Journal of Nuclear Medicine
and Molecular Imaging.
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Abstract

Purpose Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a progressive disease with poor outcome and limited therapeutic options. Imaging
of [PF is limited to high-resolution computed tomography (HRCT) which is often not sufficient for a definite diagnosis and has a
limited impact on therapeutic decision and patient management. Hypoxia of the lung is a significant feature of IPF but its role on
disease progression remains elusive. Thus, the aim of our study was to evaluate hypoxia imaging with [**FJFMISO as a
p&edicﬁve biomarker of disease progression and therapy efficacy in preclinical models of lung fibrosis in comparison with
[ °F]JFDG.

Methods Eight-week-old C57/BL6 mice received an intratracheal administration of bleomycin (BLM) at day (D) 0 to initiate
lung fibrosis. Mice received pirfenidone (300 mg/kg) or nintedanib (60 mg/kg) by daily gavage from D9 to D23. Mice underwent
successive PET/CT imaging at several stages of the disease (baseline, D8/D9, D15/D16, D22/D23) with ['SFJFDG and
[lSF]FMISO. Histological determination of the lung expression of HIF-1¢ and GLUT-1 was performed at D23.

Results We demonstrate that mean lung density on CT as well as [‘SF]FDG and ['°F JEMISO uptakes are upregulated in
established lung fibrosis (1.4-, 2.6- and 3.2-fold increase respectively). At early stages, lung areas with [lsF]FMISO uptake
are still appearing normal on CT scans and correspond to areas which will deteriorate towards fibrotic lesions at later timepoints.
Nintedanib and pirfenidone dramatically and rapidly decreased mean lung density on CT as well as ['SF]FDG and [! 8F]FM[SO
lung uptakes (pirfenidone: 1.2-, 2.9- and 2.6-fold decrease; nintedanib: 1.2-, 2.3- and 2.5-fold decrease respectively). Early
["*FJEMISO lung uptake was correlated with aggressive disease progression and better nintedanib efficacy.

Conclusion [1SF]FM[SO PET imaging is a promising tool to early detect and monitor lung fibrosis progression and therapy
efficacy.

Keywords [*SFJFMISO - Hypoxia - Lung fibrosis - PET/CT - [*FIFDG
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Introduction

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a progressive disease of
the lung, inducing significant morbidity through worsening
dyspnoea and overall lung function decline. The cause of
IPF remains elusive and treatment options are limited with
only two approved drugs, nintedanib and pirfenidone, which
demonstrate efficacy to slow down fibrosis progression but
are unable to reverse or even stop the disease [1]. The prog-
nosis of IPF is poor, with a median survival time of less than 5
years.

Despite major improvements, the diagnosis of [PF remains
complex. While it is possible to validate the diagnosis of IPF
with typical high-resolution computed tomography (HRCT)
in the presence of a usual interstitial pneumonia (UIP) pattern,
most patients may require lung biopsy, which is associated
with a high morbidity and mortality [2]. In addition,
honeycombing, one of the key imaging criteria of UIP, is
indicative of an already advanced stage of the disease. Yet,
early diagnosis is crucial in [PF since longer time to diagnosis
is related to poorer outcome and increased mortality [3]. Thus,
imaging biomarkers for early/active fibrosis are needed to
promote early diagnosis, which could dramatically shorten
current treatment delays.

The lack of tools to monitor disease progression and re-
sponse to anti-fibrotic therapies are also major clinical con-
cems. IPF progression is heterogeneous with some patients
deteriorating rapidly leading to death within months, while
others follow a slower decline with limited progression. In
addition, the high interpersonal variability among IPF patients
in the response to pirfenidone and nintedanib suggests that
non-responders to one drug might benefit from the other.
Considering the disabling side effects which may be associat-
ed with these therapies, the early prediction of treatment effi-
cacy is a major clinical issue. As a consequence, identifying
novel imaging predictive biomarkers to predict/monitor fibro-
sis progression and therapeutic efficacy would be the first step
towards a personalized management of IPF patients.

In vivo molecular imaging has become an essential tool
in preclinical research, clinical trials and medical practice.
Recent publications highlight potential benefits from the
use of [mF]FDG PET imaging in IPF mainly due to the
TGF31-dependent upregulation of glucose transporters on
myofibroblasts [4]. Lung areas with high [lgF]FDG up-
take have been associated with regions of lung parenchy-
mal changes on HRCT [5-7]. In addition, ['*F]JFDG lung
uptake has been shown to be increased in a preclinical
model of lung fibrosis induced by bleomycin (BLM) [8].
Interestingly, in BLM-treated mice, pirfenidone signifi-
cantly reduced the [18F]-FDG uptake compated to control
mice [8]. Despite such promising findings, whether
['*F]FDG PET has a significant clinical value for the
management of IPF patients remains unknown.

Tissue remodelling occurring during the course of IPF ul-
timately causes the distuption of the alveolar structure leading
to major hypoxic areas in the lungs of IPF patients [9]. Several
studies have demonstrated a direct link between hypoxia and
the development of IPF, mainly because hypoxia worsens
fibrosis progression by increasing ECM deposition and vice
versa. Transcriptomic analysis of [PF lungs has shown that
hypoxia signalling pathways are upregulated [10]. At the cel-
lular level, hypoxia signalling is mainly mediated by the up-
regulation of HIF-1c which is able to drive the behaviour of
IPF-derived fibroblasts. As a consequence, the scarring of
lung tissue in IPF is reinforced by the expansion of
fibroblast/myofibroblasts foci. Interestingly, HIF-1c and car-
bonic anhydrase IX (CAIX), a transmembrane protein
expressed in hypoxic conditions, have been demonstrated to
be upregulated in the lungs of IPF patients [11]. HIF-1« and
CAIX expression have also been shown to be upregulated in
preclinical models of lung fibrosis [12, 13], and chronic hyp-
oxia was shown to worsen BLM-induced lung fibrosis in mice
[14]. Furthermore, Burman et al. [15] demonstrated that BLM
induced the formation of hypoxic patches localized around
fibrotic areas. Pimonidazole, a compound which specifically
accumulates in cells in hypoxic conditions, was found to ac-
cumulate in alveolar epithelial cells boarding fibrotic lung
areas upon BLM in mice. Several hypoxia-sensing probes
have been extensively studied in cancer and are now evaluated
in preclinical and clinical settings as tracers for hypoxia im-
aging including '*F-fluoromisonidazole ([**FJFMISO [16]).
Whether tracers of tissue hypoxia may be useful for lung fi-
brosis monitoring remains unstudied and preclinical data eval-
uating [**F]EMISO PET in lung fibrosis are desperately miss-
ing. We therefore hypothesized that hypoxia might be an early
event in the course of lung fibrosis development and might
drive fibrosis progression. The current study evaluates the
value of hypoxia in vivo PET imaging with ['*FJEMISO to
monitor disease progression and therapy efficacy in a preclin-
ical model of pulmonary fibrosis in compatison with comput-
ed tomography (CT) and ['*FJFDG PET imaging.

Material and methods
Animal experiments

All animal studies were conducted in accordance with the
legislation on the use of laboratory animals (directive
2010/63/EU) and were approved by an accredited ethical
committee (C2ea Grand Campus n°105) and the French
Ministries of Research and Agriculture (project #12816).
Eight-week-old female C57/B16 mice received at DO a single
intratracheal injection of 2 mg/kg of BLM (Santa Cruz
Biotechnology, USA) or NaCl (controls) under anaesthesia
(3% isoflurane). BLM-induced lung fibrosis is characterized
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Fig. 1 Computed tomography is able to detect advanced BLLM-induced
lung fibrosis. a Representative lung CT images of NaCl- and BLM-
receiving mice at D21. Graph represents the mean Iung density quantified
on CT images. Results are presented as mean=SEM, #=3 for NaCl and
n=6 for BLM. *p <0.05. HU, Hounsficld unit. b Representative 3D
reconstruction of lung 3DROI segmentation of lung CT images of
NaCl- and BLM-receiving mice at D21. Red represents high-density lung
areas (— 100 1o 300 HU) representative of non-acrated lungs; grey repre-
sents normal density lung areas (— 800 to — 100 HU) representative of

by an initial inflammatory phase lasting from D0 to D7 which
moves on to a fibrotic phase from D7 to D23. When indicated,
animals were treated with nintedanib (60 mg/kg) or
pirfenidone (300 mg/kg) by daily gavage during the fibrotic
phase of BLM-induced lung fibrosis from D9 to D23 as rec-
ommended [17].

@ Springer

Picrosirius red (AU)

aerated lungs. Grraph represents the percentage of aerated lung on CT
images. Results are presented as mean = SEM, n=3 for NaCl and n=6
for BLM, *p <0.05. ¢ Representative Picrosirius red staining lung sec-
tions of NaCl- and BLM-receiving mice at D21. Graph represents the
intensity of picrosirius red staining. Results arc presented as mean=
SEM, n=3 for NaCl and n=6 for BLM, *p <0.05. d Correlation be-
tween mean lung density (HU) measured on CT images and picrosirius
1ed staining of corresponding lungs at D21

PET/CT imaging

A pilot study was performed on NaCl- (n=3) and BLM-
receiving (n = 6) mice by successive PET/CT with ["|FIFDG
at D20 and [“*F]FMISO at D21. Mice were anacsthetized
through isofluranc (1.5%) inhalation for intravenous injection
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«Fig.2 ['*F]FDG is able to detect advanced BLM-induced lung fibrosis. a
Representative g PET/CT images with ["*FJFDG of NaCl- and BLM-
receiving mice at D21. Graph represents the [**FJFDG lung uptake in
%ID/g of NaCl- and BLM-receiving mice at D21. Results are presented
as mean +SEM. n =3 for NaCl and » = 6 for BLM. *p <0.05. b Graph
represents the [**F]JFDG lung uptake in %ID/g of NaCl- and BLM-
receiving mice at D21 in aerated and non-aerated lung areas (segmented
on CT images). Results are presented as mean = SEM, » =3 for NaCl and
n=6 for BLM. *#p <0.01. ¢ Correlation between mean lung density
(HU) measured on CT images and [‘*FJFDG lung uptake (%ID/g) of
corresponding lungs measured on PET at D21. d Representative 3D
reconstruction of lung 3DROI segmentation of lung PET images repre-
sentative of metabolic lung volume (MLV) of NaCl- and BLM-receiving
mice at D21. Cyan represents areas with high ['*FJFDG lung uptake
(above the threshold of MLV gy eano1a = (SUVmean)n, + 28SD); grey repre-
sents areas with low ["*FJFDG lung uptake (below the threshold). Graph
represents the MLV of NaCl- and BLM-receiving mice at D21. Results
are presented as mean+SEM, n =3 for NaCl and » =6 for BLM.
*p <0.05. e Correlation between mean lung density (HU) measured on
CT images and MLV (%) of corresponding lungs measured on PET at
D21

(tail vein) of 5 MBq of [**F]FDG 20 min before imaging or
10 MBgq of ['*FJFMISO 2 h before imaging. Mice were then
maintained under anaesthesia (1.5%) and placed on an imag-
ing heated bed inside a BioPET™-CT (Bioscan, USA). A CT
scan of a lung-centered region was obtained (150 pA, 45 kV,
360 projections, 2 shots/projection) followed by PET acquisi-
tion (30 min) of the same region (lung-centered, 250—
700 keV, Suppl. Fig. 1a).

In another experiment, longitudinal imaging of lung fibro-
sis was performed on NaCl- (n =4) and BLM-receiving mice
treated with vehicle (z = 5), nintedanib (n =5) or pirfenidone
(n=5) by successive PET/CT with ['*F]FDG and
["FJFMISO before BLM installation, at D8/D9, D15/D16
and D22/D23 following the same imaging protocol as de-
scribed above (Suppl. Fig. 1b).

After the last ['SF]JFMISO PET imaging, mice were
sacrificed and lungs and blood were harvested for ex vivo
quantification using a y-counter (Wizard, Perkin Elmer).
Lungs were collected in 10% formalin for further histological
analysis.

Image analysis

All PET/CT fusion images were obtained using the
VivoQuant™ software (Invicro, USA). Each PET/CT image
was visually interpreted and 3D regions of interest (3DROI)
corresponding to the lungs were manually drawn for CT quan-
tification and to determine their radioactivity content. Injected
doses per animal were measured at the time of injection in
MBgq. Lung radioactivity content was expressed in MBq, con-
verted to percentage of injected dose per gram of tissue (%ID/
g). PET scanner was indeed cross-calibrated to the dose cali-
brator and PET data were corrected for scatter and attenuation.
All images were decay corrected for quantification.

@ springer

Additionally, other PET parameters were measured for
["*FJFDG and ["*FJFMISO (SUVmean, SUVmax), lung-to-
background ratio (LTBR). SUV values have been calculated
using a general soft tissue value of 1 g/mL. In addition, the
metabolic ing volume (MLV) which refers to the volume of
the lungs with high metabolic activity was determined on
[*FIFDG PET. The MLV represents the volume of lung tis-
sue with a ['*FJFDG uptake above a threshold determined at
DO as follows [18]:

MLVthreshold = (SUVmean)DO0 + 2 SD

Finally, the hypoxic lung volume (HLV) was calculated
exclusively on ['*FJFMISO PET. The HLV represents the
volume of lung tissue with a ["*FJFMISO uptake above a
threshold determined as follows [8]:

HLVthreshold = LTBR x 1.4

In addition, a semi-automatic segmentation of 3DROI was
performed on CT scans as follows: normal lung density (— 800
to — 100 HU) corresponding to aerated lung areas and high
lung density (— 100 to 300 HU) corresponding to non-aerated/
fibrotic lung areas as previously described [19]. This semi-
automatic segmentation allowed the independent quantifica-
tion of the radioactivity content of ['*FJFDG and ['*FJFMISO
(%ID/g) in normal and high-density lung tissue respectively.

Fluorescence in vivo imaging

Hypoxia fluorescence imaging was performed on NaCl- and
BLM-receiving mice at D21. Mice under anaesthesia (1.5%
isoflurane) received intravenous injection (tail vein) of a
carboxic anhydrase IX (CAIX) targeting tracer, Hypoxisense
680™ (2 nmol/100 L), 24 h prior imaging. Hypoxisense
680™ (PerkinElmer, France) is a commercially available
near-infrared (NIR) fluorescent agent which detects the sur-
face expression of CAIX) protein, which increases in hypoxic
tissues. Mice were then maintained under anaesthesia (1.5%
isoflurane) and placed on an imaging heated bed inside an
optical imager IVIS® LUMINA III (Perkin Elmer, France).
Fluorescence images were acquited with the optimal filter pair
(Aex: 660 nm, A.,;: 710 nm). Images were processed through
the Living Image® software (Perkin Elmer) for exclusion of
background signals (auto-fluorescence, food). Data were
quantified with the Living Image® software and expressed
in mean radiant efficiency.

Collagen quantification

For histomorphometric assay, the amount of collagen in
paraffin-embedded tissue sections was quantified by staining
with Picrosirius red as previously described [20].
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Immunohistochemistry-immunofluorescence

After deparaffinization (Xylene), endogenous peroxidases in-
hibition (PBS-H,0, 1% 20 min) and antigen unmasking

(30 min in citrate buffer pH 6), sections were saturated
(BSA 8%) and incubated overnight at 4 °C with specific an-
tibodies at a dilution of 1:100 for the detection of HIF-1cx
(Santa Cruz Biotechnology, sc-13515), GLUT-1 (Abcam,
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«Fig.3 ["*FJFMISO is able to detect advanced BLM-induced lung fibro-
sis. a Representative ling PET/CT images with [ISF]FMISO of NaCl-
and BLM-receiving mice at D21. Graph represents the [**F]JFMISO lung
uptake in %ID/g of NaCl- and BLM-receiving mice at D21. Results are
presented as mean = SEM, » =3 for NaCl and » = 6 for BLM. *p <0.05.
b Graph represents the [**FJFMISO hmng uptake in %ID/g of NaCl- and
BLM-receiving mice at D21 in aerated and non-aerated lung areas (seg-
mented on CT images). Results are presented as mean+ SEM, n =3 for
NaCl and » = 6 for BLM. ¢ Correlation between mean lung density (HU)
measured on CT images and ['*FJFMISO lung uptake (%ID/g) of corre-
sponding lungs measured on PET at D21. d Representative 3D recon-
struction of lung 3DROI segmentation of lung PET images representative
of hypoxic lung volume (HLV) of NaCl- and BLM-receiving mice at
D21. Cyan represents areas with high [*FJFMISO lung uptake (above
the threshold of HLV gyeshoia = TBR X 1.4); grey represents areas with low
[mF]FMISO lung uptake (below the threshold). Graph represents the
MLV of NaCl- and BLM-receiving mice at D21. Results are presented
as mean+SEM, n =3 for NaCl and n=6 for BLM. *»<0.05. e
Correlation between mean lung density (HU) measured on CT images
and HLV (%) of cormresponding lungs measured on PET at D21. f
Radioactivity content in lungs of NaCl- and BLM-receiving mice and
lung to blood ratio at D21 measured ex vivo with a y-counter. Results
are presented as mean=SEM, n=3 for NaCl and »n =6 for BLM.
5 <0.05

ab115730) and «-SMA (Abcam, ab21027). HRP-conjugated
antibody (Jackson ImmunoReasearch Laboratories, Suffolk,
UK) or Alexa488- and Alexa3568-conjugated (Abcam,
France) were used as the secondary antibody (1:250,
45 min). For immunofluorescence, slides were mounted in
ProLong® Gold with DAPI (ProLong® Gold antifade reagent
with DAPI, Life Technologies).

Statistical analysis

Comparison between two groups was performed using the
Mann-Whitney non-parametric ¢ tests. Comparison between
multiple groups has been performed using the Kruskal-Wallis
non-parametric ANOVA tests. A p < 0.05 was considered sig-
nificant (*p <0.05, ¥¥p < 0.01, ***p < 0.001). Results are pre-
sented as mean + SEM.

Results

CT, ["®FIFDG and ["®FIFMISO PET are able to detect
BLM-induced lung fibrosis

BLM-receiving mice (or NaCl) underwent successive ['F FDG
PET/CT and [**FJFMISO PET/CT at D20 and D21, respective-
ly. Lung CT of BLM-receiving mice at D21 showed an increase
in fibrotic consolidations compared with control mice (Fig. 1a).
CT quantification showed an increase in mean lung density
(MLD) in BLM-treated mice compared with controls (Fig. 1a).
In addition, lungs from BLM-treated mice presented an increase
in high-density voxels associated with a decrease in normal
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density voxels showing a limitation of aerated lung areas upon
BLM (Fig. 1b). As expected, BLM induced an increase in lung
collagen content measured by Picrositius red staining (Fig. 1c).
Interestingly, MLD measured on CT images strongly correlated
with lung collagen content (Fig. 1d).

The global ['**FJFDG and ["*FJFMISO lung uptake was sig-
nificantly increased in BLM-treated mice at D20 and D21 re-
spectively compared to controls (Fig. 2a, Fig. 3a). Similarly,
SUVmean, SUVmax and LTBR were increased in BLM-
weated mice at D20 and D21 (Suppl Fig. 2a, Suppl Fig. 3a).
Interestingly, the increase in ['*F]JFDG uptake was mainly local-
ized in high-density lung areas observed on CT images
confirming a specific uptake of ["*FJFDG in fibrotic lung areas
(Fig. 2b). Contrarily, the increase in ['SFJFMISO uptake was
localized in both aerated and non-aerated lung areas suggesting
an uptake of ["*FJFMISO in lung areas appearing normal on CT
scans (Fig. 3b). In addition, [**FJFDG and ["*FJFMISO lung
uptake was strongly correlated with MLD measured on CT
(Fig. 2¢, Suppl Fig. 2b, Fig. 3¢, Suppl Fig. 3b). Moreover, upon
BLM, the MLV and HLV significantly increased (Fig. 2d, Fig.
3d) with a very strong correlation with MLD quantified on CT
(Fig. 2e).

Finally, ex vivo radioactivity quantification of the lungs con-
firmed an increase in [**FJFMISO lung uptake at D21 in BLM-
treated animals associated with an increase in lung/blood ratio
(Fig. 3f).

The hypoxic status of the lungs of BLM-treated animals
was confirmed by optical imaging using Hypoxisense™. The
lung uptake of Hypoxisense™ was increased at D21 demon-
strating that CAIX expression was enhanced in fibrotic lungs
(Suppl Fig. 4a-b). Interestingly, the Hypoxisense™ signal
was correlated with lung collagen content (Suppl Fig. 4c).

CT can assess anti-fibrotic therapies efficacy

CT scan revealed an increase in MLD in BLM-treated mice
starting from D9 with a peak at D16 and a stabilization up to
D23 (Fig. 4a). CT quantification showed that pirfenidone and
nintedanib stopped the increase m MLD induced by BLM from
D9 to D23 (Fig. 4a). A deeper analysis demonstrated that BLM
induces fibrosis progression with a decrease in lung aerated areas
which was prevented by pirfenidone and nintedanib from D9 to
D23 (Fig. 4b, Suppl Fig. 5). CT results at D23 were confirmed by
histology which showed an increase in collagen in BLM-treated
mice (Fig. 4c) which was inhibited by nintedanib and pirfenidone
(Fig. 4c).

["®FIFDG PET can detect advanced lung fibrosis and is
suitable for anti-fibrotic therapies follow-up

Unlike CT scans, lung uptake of ['*F]JFDG did not in-
crease at early stage (D) in BLM-receiving mice while
it significantly increased at D15 and D22 (Fig. 5a, Suppl
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Fig. 6a). Pirfenidone and nintedanib treatments dramati-
cally decreased ["*FIFDG lung uptake at D15 and D22
(Fig. Sa, Suppl Fig. 6a). Similarly, MLV significantly
increased in BLM-receiving mice and was decreased by
pirfenidone and nintedanib treatment (Fig. Sb, Suppl
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Fig. 6b). In BLM-receiving mice, the ["*FIFDG lung up-
take was mainly observed in non-aerated lung areas with a
significant difference at D22 suggesting that ['*F]FDG
uptake specifically occurs in fibrotic lung arcas (Fig.
Sc). In parallel, in mice treated with pirfenidone and
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<4 Fig.4 CT scan can detect lung fibrosis and efficacy of anti-fibrotic ther-
apies. a Representative limg CT images of NaCl- and BLM-receiving
mice treated or not with nintedanib of pirfenidone at D0, D9, D16 and
D23. Graph represents evolution of the mean lung density quantified on
CT images at all time points. Results are presented as mean+SEM, n =4
for NaCl and n =5 for other groups. Stars (*) are representative of statis-
tical comparison between time points for each group and hashes (#) are
representative of statistical comparison between the groups at each time
points. *®p <0.05, **#)p <0.01. Black arrow represents the start of
treatments. b Representative 3D reconstruction of ling 3DROI segmen-
tation of lung CT images of NaCl- and BLM-receiving mice treated or not
with nintedanib of pirfenidone at D0, D9, D16 and D23. Red represents
high density lung areas (— 100 to 300 HU) representative of non-aerated
lungs; grey represents normal density lung areas (— 800 to — 100 HU)
representative of aerated lungs. Graph represents the percentage of evo-
lution of aerated lung on CT images. Results are presented as mean +
SEM. n =4 for NaCl and n =5 for other groups. Stars (*) are representa-
tive of statistical comparison between time points for each group and
hashes (#) are representative of statistical comparison between the groups
at each time points. *p < 0.05, 5, < 0.01. Black arrow represents the
start of treatments. ¢ Representative Picrosirius red staining lung sections
of NaCl- and BLM-receiving mice treated or not with nintedanib or
pirfenidone at D23. Graph represents the intensity of picrosirius red stain-
ing. Results are presented as mean + SEM, »n = 3 for NaCl, n =4 for BLM
and BLM -nintedanib and » =3 for BLM-pirfenidone. Stars (*) are repre-
sentative of the comparison of each group with the NaCl group and
hashes (#) are representative of statistical comparison of each group with
BLM group *®p <0.05

nintedanib, there was no difference in ['*FJFDG uptake
between aerated and non-aerated lung areas (Fig. 5c¢).
Immunohistofluorescence performed at D23 demonstrated
an increase in x-SMA and GLUT-1 expression in BLM-
treated lungs which was inhibited by pirfenidone and
nintedanib (Suppl Fig. 7a).

["®FIFMISO PET can detect early lung fibrosis and is suitable
for anti-fibrotic therapies follow-up

Lung uptake of [18F]FMISO increased at early stage (D9) in
BLM-receiving mice and remained higher compared to control
up to D23 (Fig. 6a, Suppl Fig. 8a). Interestingly, in BLM-
receiving mice, pirfenidone and nintedanib treatments dramati-
cally decreased ["*FJFMISO lung uptake at D16 and D23 (Fig.
6a, Suppl Fig. 8a). These results were confirmed by gamma
counting at D23 in which ["*FJFMISO lung uptake was signifi-
cantly higher in BLM-receiving mice and was decreased by
nintedanib and pirfenidone (Fig. 6b). Similarly, LHV significant-
ly increased from D9 to D23 in BLM-receiving mice and was
decreased by pirfenidone and nintedanib treatments (Fig. 6c,
Suppl Fig. &b). In BL.M-receiving mice, the ["*FJFMISO lung
uptake was observed in both aerated and non-aerated lung areas
suggesting that ["*FIFMISO uptake occurs in normal and fibrotic
lung areas (Fig. 6d). In BLM-receiving mice, some aetated areas
(normal lung density on CT) which showed an uptake of
["*FIFMISO at D9 (Fig. 6a, white arrowheads) also showed
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fibrotic consolidations at D16 and D23 demonstrating that early
[ISF]FM[SO uptake was indicative of the development of fibrotic
lesions (Fig. 6a, white artowheads). Immunohistochemistry per-
formed at D23 demonstrated an increase in HIF-1 expression in
BLM-treated lungs which was inhibited by pirfenidone and
nintedanib (Suppl Fig. 9a).

["8FIFMISO PET is correlated with fibrosis progression
and nintedanib efficacy

Fibrosis progression as well as pirfenidone and nintedanib effi-
cacy was quantified using the variation of MLD between D9 and
D23 (ACT™P?). BLM induced an increase in ACT™P%
demonstrating fibrosis progression between D9 and D23 (Fig.
7a). Both nintedanib and pirfenidone significantly decreased
ACTP*PZ showing therapy efficacy (Fig. 7a). In order to deter-
mine the predictive value of early CT imaging, ['*FJFDG PET
and ['*FJFMISO PET, correlation between ACTP*P? and
values at D9 of MLD, [ *FJFDG uptake and ['*FJFMISO uptake
were performed. Interestingly, in BLM-receiving mice,
["*F]FMISO uptake at DY positively correlated with ACT>*
D2 showing that lungs with higher [*FJFMISO uptake at D9
were those with higher fibrosis progression (Fig. 7b). On the
contrary, MLD and [**F]FDG uptake at D9 did not correlate with
ACT?*P? (Fig. 7b).

Similarly, ["*FJFMISO uptake at D9 positively correlated
with ACTP’P2* of nintedanib-treated mice demonstrating
that lungs with higher ['*F]FMISO uptake at D9 were those
in which nintedanib showed the best efficacy (Fig. 7¢). On the
contrary, MLD and ["*F]FDG uptake at D9 did not correlate
with ACTP*? in nintedanib-treated animals (Fig. 7¢).

Neither ['*F]JFDG uptake nor [ *FJFMISO uptake signifi-
cantly correlated with ACTP?P? of pirfenidone-treated mice
demonstrating that the early uptake of these two tracers is not
correlated with pirfenidone efficacy (Fig. 7d). On the contrary,
MLD at D9 negatively correlated with ACTP?P?? of
pirfenidone-treated mice meaning that pirfenidone showed
the best efficacy on lungs with higher MLD at early fibrotic
stage (D9, Fig. 7d).

Similar results were obtained when correlating early (D9)
CT, [**F]FDG and ['*F]JFMISO uptakes with the amount of
collagen at D23 measured by histological staining. Only early
["SFJEMISO uptake significantly and positively correlated
with the amount of collagen at D23 in BLM-receiving mice
demonstrating that the lung with high early [**F]FMISO up-
take had the most fibrotic outcome (Suppl Fig. 10a).
Similarly, only early [lsF]FMISO uptake significantly and
negatively correlated with end collagen content in BLM-
receiving mice treated with nintedanib demonstrating that
the lung with high early ['*FJFMISO uptake responded better
to nintedanib (Suppl Fig. 10b). Neither early (D9) CT,
["*FJFDG nor ['*F]JFMISO uptakes correlated with response
to pirfenidone (Suppl Fig. 10c).
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«Fig. 5 ["*F]FDG PET can detect advanced lung fibrosis and is suitable
for anti-fibrotic therapies follow-up. a Representative ['*FJFDG PET/CT
images of NaCl- and BLM-receiving mice treated or not with nintedanib
or pirfenidone at DO, D8, D15 and D22. Graph represents evolution of
[*FJFDG lung uptake (%IG/g) at all time points. Results are presented as
mean £ SEM, n =4 for NaCl and n=35 for other groups. Stars (*) are
representative of statistical comparison between time points for each
group and hashes (#) are representative of statistical comparison between
the groups at each time points. *®p < 0.05. Black arrow represents the
start of treatments. b Representative 3D reconstruction of hing 3DROI
segmentation of PET images representative of metabolic lung volume
(MLV) of BLM-receiving mice treated or not with nintedanib or
pirfenidone at DO, D8, D15 and D22. Cyan represents areas with high
['®F]FDG lung uptake (above threshold of
MLV threshoa = (SUVmean )y + 28D); grey represents areas with low
[IXF]FDG lung uptake (below the threshold). Graph represents the per-
centage of evolution of MLV. Results are presented as mean = SEM, n =
4 for NaCl and » =5 for other groups. Stars (*) are representative of
statistical comparison between time points for each group and hashes
(#) are representative of statistical comparison between the groups at each
time points. *p <0.05. Black arrow represents the start of treatments. ¢
Graph represents the evolution of [**F]FDG lung uptake in %ID/g of
BLM-receiving mice treated or not with nintedanib or pirfenidone at
D0, D8, D15 and D22in aerated and non-aerated lung areas (segmented
on CT images). Results are presented as mean = SEM, n =4 for NaCl and
n=5 for other groups, *p <0.05. Black arrow represents the start of
treatments

segmentation allowed accurate CT quantification with pa-
rameters such as MLD and the determination of aerated
lung areas which are decreased during fibrosis. In our
study, CT quantification detected fibrotic changes in the
lungs of BLM-receiving mice from D9 with progression
up to D23 in correlation with classical histological deter-
mination of lung collagen content in this preclinical mod-
el. Our results are in accordance with previous studies
demonstrating that lung CT imaging segmentation and
quantification using equivalent methods were in good
agreement with histological read-outs and were able to
quantify effectively and non-invasively disease progres-
sion longitudinally in several lung fibrosis models
[21-23]. Furthermore, we demonstrate that our CT imag-
ing lung segmentation/quantification allowed the monitor-
ing of pirfenidone and nintedanib anti-fibrotic efficacy by
reducing MLD and increasing lung aerated areas from D9
up to D23. Similar results were found in a study monitor-
ing the impact of imatinib on aerated lung volume and
MLD by longitudinal CT scans demonstrating the useful-
ness of such technique to monitor therapy efficacy in fi-
brosis animal models [24].

The main clinical challenge remains the impossibility
to predict the disease course at the time of diagnosis.
Cocconcelli et al. [25] demonstrated that fibrotic extent
in HRCT of IPF patients was useful to differentiate rapid
from slow progressors at presentation. In addition, early
structural changes on HRCT have been shown to predict
progression in lung function of IPF patients [26] and
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HRCT scanning indexes including MLD represent addi-
tive value for prediction of outcome [27]. On the contrary,
our preclinical study on BLM-induced lung fibrosis in
mice did not demonstrate a correlation between early CT
quantification and disease progression. This discrepancy
may be explained by the differences between the lesions
observable on CT in animal models and in human IPF.
While BLM-induced fibrosis remains a robust model
regrouping characteristic features such as collagen accu-
mulation and deterioration of lung function, it does not
fully recapitulate IPF features such as honeycombing
which is a hallmark of HRCT in IPF patients. Another
bias resides in the progression pattern of BLM-induced
fibrosis which may be more homogeneous compared with
one of IPF patients due to controlled experimental proce-
dures. In addition, baseline HRCT in IPF patients are
likely representative of more advanced lung fibrosis than
in our animal model due to diagnosis delays. As a conse-
quence, early fibrotic lesions observed in our model at D9
may not be enough advanced to correlate with fibrosis
progression as observed in human IPF. Nevertheless, our
preclinical study highlighted the fact that baseline CT
quantification correlated with pirfenidone efficacy in ac-
cordance with a clinical study by Higo et al. [28] which
demonstrates that an early deterioration of HRCT was
significantly more observed in the progressive versus
improved/stable IPF patients under pirfenidone treatment.
Similarly, increased honeycombing and ground glass
opacities on HRCT were shown to be associated with
progressive IPF patients under pirfenidone [29]. Despite
such promising preclinical and clinical results, HRCT
quantification is not yet integrated in a routine clinic.
Our results confirm the upregulation of Glut-1 specifi-
cally in «-SMA positive myofibroblasts in BLM-induced
fibrotic lungs. Accordingly, ['*FJFDG lung uptake was
specifically found in fibrotic areas and was only increased
at later stages from D15 suggesting that it requires a cer-
tain amount of differentiated myofibroblasts to be observ-
able. Our results are in accordance with the previous find-
ing in preclinical models showing an increase in
["*F]JFDG lung uptake upon BLM at D15 and clinical
findings showing that lung areas with high [ISF]FDG up-
take were associated with regions of lung parenchymal
changes on HRCT [5-7]. The temporal and spatial distri-
bution of the ['*FJFDG uptake in the fibrotic lung both in
clinical and preclinical setting suggest that ['*F]JFDG PET
may detect fibrotic regions that are already visible on
HRCT, thus limiting its interest as a novel imaging tool
for lung fibrosis. In addition, a number of issues persist
with the use of ['*F]FDG for IPF management. Even
though glucose transporters are upregulated on
myofibroblasts in [PF, macrophages and cancer cells are
also characterized by an increased uptake of ['*F]FDG
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lung infection or lung cancer. Interestingly, in line with
our results, a recent study demonstrated the inefficiency
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«Fig.6 ['“FJFMISO PET can detect advanced lung fibrosis and is suitable
for anti-fibrotic therapies follow-up. a Representative [wF]FMISO PET/
CT images of NaCl- and BLM-receiving mice treated or not with
nintedanib or pirfenidone at DO, D9, D16 and D23. Graph represents
evolution of [“*FIFMISO lung uptake (%IG/g) at all time points.
Results are presented as mean = SEM, n =4 for NaCl and n =5 for other
groups. Stars (*) are representative of statistical comparison between time
points for each group and hashes (#) are representative of statistical com-
parison between the groups at each time points. **#*p <0.01. Black
arrow represents the start of treatments. b Radioactivity content in lungs
of NaCl- and BLM-receiving mice treated or not with nintedanib or
pirfenidone and lung to blood ratio at D23 measured ex vivo with a y-
counter. Results are presented as mean+SEM, » =4 for NaCl and n =5
for other groups. Stars (*) are representative of comparison of each group
with NaCl group and hashes (#) are representative of statistical compar-
ison of each group with the BLM group, **» <0.05 and *» <0.01. ¢
Representative 3D reconstruction of lung 3DROI segmentation of PET
images representative of hypoxic lung volume (HLV) of BLM-receiving
mice treated or not with nintedanib or pirfenidone at DO, D9, D16 and
D23. Cyan represents areas with high [**FJFMISO lung uptake (above
threshold of HLV grechoia = TBR X 1.4); grey represents areas with low
[**FJFMISO lung uptake (below the threshold). Graph represents the
percentage of evolution of HLV. Results are presented as mean=SEM,
n =4 for NaCl and » = 5 for other groups. Stars (*) are representative of
statistical comparison between time points for each group and hashes (#}
are representative of statistical comparison between the groups at each
time points. **#?5 < 0.01. Black arrow represents the start of treatments.
d Graph represents the evolution of [ '*F]FMISO lung uptake in %ID/g of
BLM-receiving mice treated or not with nintedanib or pirfenidone at DO,
D9, D16 and D23 in aerated and non-aerated lung areas (segmented on
CT images). Results are presented as mean +SEM, n =4 for NaCl and
n=>5 for other groups. Black arrow represents the start of treatments

of ['"*F]FDG PET imaging to assess the early response of
IPF patients to nintedanib or pirfenidone [18], further
highlighting the crucial need for a better tracer for IPF
carly detection and therapy efficacy monitoring.

Chronic hypoxia of the lung is a significant clinical
feature of patients with IPF and hypoxia exposure exac-
erbates bleomycin-induced lung fibrosis [15].
Interestingly, Burman et al. [15] demonstrated that BLM
induced the formation of hypoxic patches localized
around fibrotic areas. Furthermore, pimonidazole, a com-
pound which specifically accumulates in cells in hypoxic
conditions with a similar mechanism than [lsF]FMISO,
was found to accumulate in alveolar epithelial cells
boarding fibrotic lung areas upon bleomycin in mice.
Our data support the fact that a hypoxic microenviron-
ment develops in the fibrotic lungs upon BLM in mice
with the upregulation of hypoxic markers such as HIF-
loc associated with an increase in ['*FJFMISO lung up-
take in correlation with fibrosis severity, as already dem-
onstrated in oncology [30]. We demonstrate that the in-
crease in ['*FJFMISO lung uptake occurs in the area
appearing “normal” on early CT scans and which will
evolve towards fibrotic lesion. These data are in line with
other studies demonstrating that HIF-1¢ and CAIX were

@ springer

upregulated not only in areas of active fibrosis but also
within areas of IPF lung that appear histologically normal
[11]. These findings suggest that activation of hypoxia
signalling is driving the remodelling of areas in the IPF
lung which are not yet fibrotic thus promoting disease
progression. These data are also supported by the fact that
["FIFMISO uptake occurred at early stage from D9 sug-
gesting the hypoxia imaging with ['*F]JFMISO could rep-
resent an early marker of fibrosis progression. While these
preclinical results are certainly promising, their relevance
for human IPF may not be unchallenging. BLM-induced
fibrosis, while a very robust model of progressive lung
fibrosis, may show some important limitations for clinical
translation regarding hypoxia signalling. As demonstrated
in our study, BLM induces a diffuse and massive expres-
sion of HIFl« in mice lungs which is rather different
from HIF1« signal in IPF lung in which HIF1« expres-
sion has been shown to be more restricted to hyperplastic
alveolar epithelial cells and not (myo)fibroblasts [10, 15,
31]. As a consequence, our preclinical results certainly
need to be further confirmed in phase I clinical studies
evaluating the relevance of [ISF]FMISO PET in IPF
patients.

In addition, we demonstrate that early ['*F]JFMISO
lung uptake cotrelates with fibrosis progression. Upon
BLM, mice lungs with higher ['*FJFMISO uptake show
the most severe fibrosis progression. Similarly, unlike CT
scans and ['*F]FDG, ['F]JFMISO imaging correlates with
nintedanib efficacy. Upon BLM, mice lungs with higher
["*FJFMISO uptake show a better anti-fibrotic response
with nintedanib. Fibrosis progression and therapy efficacy
have been measured by the variation of MLD between
start and end of treatment (D9 and D23) in BLM-
receiving mice treated or not with pirfenidone and
nintedanib. This method therefore assumes that CT scan
is an accurate tool to quantify lung fibrosis. In addition, as
mentioned before, differences in CT scans between pre-
clinical model and human IPF represent a limitation re-
garding the translation of our results in clinical setting. To
further validate our approach, we demonstrated that early
["*F]JFMISO lung uptake also correlated with end collagen
content which is a validated readout in preclinical lung
fibrosis studies. Our preclinical data are in line with re-
cent clinical studies showing that intracellular hypoxia
measured by ['SFJFMISO PET has prognostic impact in
patients with breast and pancreas cancer [32, 33].
Moreover, Quintela-Fandino et al. [34] demonstrated a
predictive role of ['*FJFMISO PET in HER2-negative
early breast cancer treated with nintedanib, detecting the
patients that did not experience benefit from it based on
baseline tumour oxygenation levels and further supporting
the potential impact of hypoxia imaging as an early mark-
er of nintedanib efficacy.
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«Fig. 7 ['*F]JFMISO PET is correlated with fibrosis progression and
nintedanib efficacy. a Variation of mean lung density on CT scans of
NaCl- and BLM-receiving mice treated or not with nintedanib or
pirfenidone between D9 and D23 (ACTDQ'DH). Results are presented
as mean + SEM. n =4 for NaCl and n = 5 for other groups. Stars (*) are
representative of comparison of each group with the NaCl group and
hashes (#) are representative of statistical comparison of each group with
the BLM group, **p < 0.05. b Correlation between, D9 mean lung den-
sity (left), D9 [**FJFDG lung uptake (center) or D9 [*FJFMISO lung
uptake (right) and ACT**™** in BLM-receiving mice. ¢ Correlation
between, D9 mean lung density (left), D9 ['*F]FDG lung uptake
(center) or D9 [**F]FMISO lung uptake (right) and ACTP*P?* in
BLM-receiving mice treated with nintedanib. d Correlation between,
D9 mean lung density (left), D9 [*FJFDG lung uptake (center) or D9
['|FJFMISO lung uptake (right) and ACT"*P?* in BLM-receiving mice
treated with pirfenidone

Conclusion

In light of the lack of tracets to monitor lung fibrosis, our study
proposes to evaluate the impact of [lgF]FDG PET and
["*F]EMISO PET on lung fibrosis monitoring in a preclinical
model. While both tracers are able to detect BLM-induced
lung fibrosis in mice as well as CT (Suppl Fig. 11a),
["SF]JEMISO PET allows an earlier detection of the disease
than [lsF]FDG PET which may be crucial with a view to
promoting early diagnosis in lung fibrosis. In addition, early
["*F]JEMISO lung uptake appears to be a better indicator of
BLM-induced lung fibrosis aggressiveness and response to
nintedanib. As a consequence, ['*FJFMISO PET may be an
interesting tool to evaluate as a first step towards personalized
medicine in IPF to identify patients likely to rapidly/
dramatically progress and likely to respond to nintedanib rath-
er than pirfenidone. It would therefore become an excellent
tool to drive therapeutic decision in order to ultimately im-
prove patients’ outcome in this devastating disease. To that
end, there is an urgent need to provide phase I clinical studies
evaluating the relevance of [* 8F]FM[SO PET in IPF patients.
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Projet 2.

L'inhibition de la protéine HSPB5 par le NCI-41356 reéduit la fibrose pulmonaire

expéerimentale en bloquant la signalisation TGF-p1

Obijectif : Un axe majeur de recherche de notre équipe est de mieux caractériser le role des petites
protéines de choc thermique dans le développement de la fibrose pulmonaire. Dans de précédents
travaux, nous avons montré la surexpression de HSPB5 dans le tissu pulmonaire en cas de fibrose, et
I’efficacité de son inhibition pour en limiter la progression. Différentes stratégies d’inhibition ont été
développées dans 1’équipe. Dans le cadre de mon travail de these, je me suis interessée au NCI-41356,
un inhibiteur chimique d’HSPB5 connu pour inhiber la liaison HSPB5-VEGF et limiter le
développement tumoral.

Cette partie de mathése a consisté a caractériser les effets antifibrosants de ce composé dans nos modéles
in vitro et in vivo de fibrose pulmonaire.

Méthodes : In vivo, la fibrose a été évaluée chez des souris injectées par voie intratrachéale (i.t.) a la
bléomycine (BLM) et traitées avec du NaCl ou du NCI-41356 (3 fois i.t. ou 3 fois par semaine i.v.). La
fibrose a été évaluée par quantification du collagéne (Sircol, coloration rouge Sirius),
immunofluorescence, expression de I’ARNm TGF- (RNAscope). In vitro, la signalisation du TGF-B1
a été évaluée dans des cellules épithéliales traitées par le TGF-B1 avec ou sans NCI-41356 (Western
Blot, Immunofluorescence, Proximity ligation assay). En parallele, nous avons exploré les propriétés
inhibitrices spécifiques du NCI-41356 sur l'interaction HSPB5/SMAD4 (Monolith).

Résultats : In vivo, le NCI-41356 a réduit I'accumulation de collagéne, lI'expression du TGF-B1 et de
plusieurs marqueurs pro-fibrosants (PAI-1, a-SMA). In vitro, le NCI-41356 a diminué l'interaction entre
HSPB5 et SMADA4, et donc le transport nucléaire de SMADA4, étape clé de la signalisation pro-fibrosante
induite par le TGF-B1.

Conclusion : Dans cette étude, nous avons montré 1’intérét de 1’utilisation du NCI-41356 pour limiter le
développement de la fibrose pulmonaire dans nos modeles murins, et que ces effets étaient associés a
une inhibition de la signalisation du TGF-1.

Ce travail est actuellement en cours de soumission au journal Pharmaceuticals.
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Abstract: (1) Background: Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a chronic, progressive and lethal
discase of unknown actiology. In France, it ranks among the most frequent interstitial pathologics
and affects 6 out of 8 people per 100,000 each year. IPF is characterized by dysregulated healing
mechanisms that lead to the accumulation of large amounts of collagen in the lung tissue that dis-
rupts the alveolar architecture. Nintedanib and Pirfenidone are the only currently available treat-
ments even though they are only able to slow down the disease without being curative. In this con-
text, inhibiting HSPB5, a low molecular weight heat shock protein known to be involved in the
development of fibrosis, could constitute a potential therapeutic target. Our aim consists to explore
how NCI-41356 (a chemical inhibitor of HSPB5) can limit the development of pulmonary fibrosis.
(2) Methods: In vivo, fibrosis was assessed in mice injected intratracheally (i.t.) with bleomycin
(BLM) and treated with NaCl or NCI-41356 (3 times i.t. or every other day.). Fibrosis was evaluated
by collagen quantification (Sircol, Sirius Red staining), Immunofluorescence, TGF-f gene expression
(RNAscope). In vitro, TGF-p1 signaling was evaluated in epithelial cells treated by TGF-p1 with or
without NCI-41356 (Western Blot, Immunofluorescence, Proximity ligation assay). In parallel, we
explored the specific inhibitory properties of NCI-41356 on HSPB5/SMAD4 interaction (Monolith).
(3) Results: In vivo, NCI-41356 reduced the accumulation of collagen, the expression of TGF-p1 and
several pro-fibrotic markers (PAI-1, a-SMA). In vitro, NCI-41356 decreased the interaction between
HSPB5 and SMADA4, explaining NCI-41356 anti-fibrotic properties. (4) Conclusion: In this study, we
determined that inhibition of HSPB5/SMAD4 by NCI-41356 could limit IPF in mice. NCI-41356
modulates SMAD4 nuclear translocation thus limiting TGF-p1 signaling and synthesis of collagen
and pro-fibrotic markers. Further investigations are needed to determine if these results can be
transposed in human.

Keywords: IPF; TGF-p; HSPBS; fibrosis; therapy (List three to ten pertinent keywords specific to the
article yet reasonably common within the subject discipline.)

1. Introduction

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a chronic, progressive and fatal disease of un-
known etiology with a median of survival of only 4-5 years that mainly affects individuals
over 50 years old [1]. IPF is characterized by the excessive and aberrant deposition of ex-
tracellular matrix (ECM) in the lung parenchyma resulting in impaired respiratory func-
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tions and progressive morbidity by pulmonary insufficiency. Last estimates show an in- 44
crease in the incidence of IPF worldwide with a global prevalence of 0.33-2.51 per 10,000 45
individuals in Europe [2]. Currently, there is no curative treatments for IPF and available 46
pharmacological treatments, pirfenidone and nintedanib, are only able to mildly slow- 47
down disease progression without stopping it. Even though the mechanisms involved in 48
IPF remain elusive, the emergence and persistence of myofibroblasts responsible for the 49
accumulation of ECM inside the lung are key components explaining the development 50
and progression of IPF. Transforming Growth Factor (TGF)-f1 is a key pro-fibrotic factor ~ 51
involved in IPF through the activation of the SMAD pathway [3]. Heat shock proteins 52
(HSPs) are chaperon proteins involved in several pathways which ensure cellular home- 53
ostasis. HSPs have been shown to be involved in several pathological contexts including 54
lung fibrosis [4]. Our team has shown that HSPB5 (also called aB-crystallin) a member of 55
the small heat-shock proteins (sHSP) family, was up-regulated in experimental models of 56
lung fibrosis and in IPF patients [5,6]. Moreover, HSPB5 enhanced the nuclear localization 57
of SMAD2/3/4 thus promoting TGF-f1 signaling and subsequent lung fibrosis. In addi- 58
tion, depletion of HSPB5 in several in vivo models was able to reduce pulmonary fibrosis = 59
[5,6]. 60

In this context, HSPB5 seems to be a relevant target to develop effective anti-fibrotic 61
therapies. Recently, Chen et al,, have discovered a small molecular inhibitor of HSPB5, 62
NCI-41356 ((25,3R)-3-Methylglutamic Acid Hydrochloride Salt), that can selectively in- 63
hibits HSPB5 activity and reduce tumor growth in a breast cancer model [7]. 64

We hypothesized that selective inhibition of HSPB5 with NCI-41356 may represent 65
an innovative therapeutic strategy for IPF. 66

In the current study, we highlight a mechanism by which NCI-41356 inhibits the in- 67
teraction between HSPB5 and SMAD4 and therefore disrupts the pro-fibrotic TGE-B1 68
pathway. In addition, our findings demonstrate that this inhibitor reduces the excessive 69
collagen deposition in the lungs and decreases the expression of markers of myofibroblast 70

differentiation in experimental lung fibrosis. 71
2. Results 72
2.1 NCI-41356 inhibits HSPB5 activity and prevents HSPB5/SMAD4 interaction 73

HSPs are known for their chaperone-like activity preventing protein aggregation. 74
First, we investigated if NCI-41356 was able to inhibit the chaperon activity of HSPB5. 75
Luciferase was denatured by a heat shock (HS) in presence or not of HSPB5 and HSPB1 76
(as negative control). In absence of NCI-41356, both HSPB1 and HSPB5 were able to par- 77
tially restore luciferase activity upon HS (Figure 1A, ***P<0.0001). However, in presence 78
of NCI-41356, the protective activity of HSPB5 on luciferase was significantly decreased 79
(Figure 1A, **P<0.0001). On the contrary, NCI-41356 had no effect on HSPBI activity 80
demonstrating the specificity of the inhibitor for HSPB5. HSPB5 has been shown to inter- 81
act with SMADA4 to favor its nuclear localization in fibrotic conditions. Our PLA experi- 82
ment demonstrated an increase in the proximity between SMAD4 and HSPB5 upon TGF- 83
{31 which was inhibited by NCI-41356 (Figure 1B, ***p<0.0001). In vitro, we confirmed by 84
a thermophoresis interaction assay that the affinity between HSPB5 and SMAD4 was al- 85
tered in presence of NCI-41356 in a dose-dependent manner (Figure 1C, *p<0.0278). Fur- 86
ther, we demonstrated that NCI-41356 was able to inhibit the translocation of the complex 87
SMAD?2/3/4 into the nucleus induced by TGF-{31 (Figure 2A-B). 88

Altogether, these experiments suggest that NCI-41356 not only selectively inhibits 89
HSPB5 chaperone activity but also interferes with SMAD4 signaling by limiting 90
HSPB5/SMAD#4 proximity and reducing SMAD2/3/4 activation and translocation to the 91
nucleus. 92

93
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2.2 Intra-tracheal administration of NCI-41356 protects from BLM-induced lung fi- 94
brosis 95

Lung fibrosis was induced by intra-tracheal (i.t.) administration of BLM. After bleo- 9%
mycin injection at D0, mice received three i.t. treatments with NCI-41356 at D12, D14 and = 97
D17 (Figure 3A). Interestingly, NCI-41356 significantly decreased the accumulation of col- 98
lagen in the lungs at D21 (Figure 3B, **p=0.0079). Collagen quantification was confirmed 99
by histological measurements that also showed a decrease in collagen lung content at D21 100
upon NCI-41356 (Figure 3C, **p=0.0079). Moreover, NCI-41356 was able to effectively re- 101
duce the expression of a-SMA and PAI-1, two important markers of myofibroblasts dif- 102
ferentiation (Figure 3D-E, *p=0.0079 and *p=0.0159 respectively). In addition, we ob- 103
served that NCI-41356 also significantly reduced TGF-1 mRNA expression in lung tissue 104

(Figure 2F, **p=0.0020). 105
106

2.3 Intravenous administration of NCI-41356 protects from BLM-induced lung fibro- 107

sis 108

Using the same model of lung fibrosis, the anti-fibrotic activity of intravenous ad- 109
ministrations of NCI-41356 was assessed. Intravenous NCI-41356 treatments were per- 110
formed every other day from day 9 to day 19 (Figure 4A). Moreover, intravenous NCI- 111
41356 treatment was able to decrease collagen accumulation in lungs upon BLM (Figure 112
4.B-C, *p=0.0317 and *p=0.0159). In addition, intravenous NCI-41356 reduced a-SMA (Fig- 113
ure 4D, *p=0.0159) and PAI-1 expression (Figure 4E, *p=0.0159). Further, intravenous NCI- 114
41356 induced a decrease in TGF-$1 mRNA expression in lungs upon BLM (Figure 4F, 115
P<0.0001%). 116

Altogether, these results demonstrate that NCI-41356 is able to inhibit pulmonary 117
fibrosis progression when injected locally (i.t.) or systemically (intravenous) by interfering 118
with TGF-p1 signaling in vivo (Figure 5). 119

3. Discussion 120

Nintedanib and pirfenidone are the only available therapeutic strategies for IPF pa- 121
tients, despite being only able to moderately slow down the disease. The lack of curative 122
therapy for IPF remains a major clinical issue which drives us towards the discovery of 123
novel therapeutic combination strategies with compounds affecting complementary pro- 124
fibrotic pathways. HSPs have been shown to play a crucial role in disease development 125
and progression mainly in cancer [8] but also in fibrotic disorders [4,9]. In the context of 126
fibrosis, most HSPs have been shown to be involved in the modulation TGF-31 signaling, 127
one of the main pro-fibrotic factor taking part in IPF [4], suggesting a potential benefit for 128
combination with nintedanib or pirfenidone which affect other pro-fibrotic pathways. The 129
recent interest in HSPs has led to the development of numerous inhibitors that are now 130
being tested in clinical trials, mainly in patients with various cancers [10]. While clinical 131
trial mainly focused on HSPCI blockade in cancer, inhibitors of other HSPs recently 132
emerged [11]. Chen et al. used structure-based molecular docking of HSPB5 and identified 133
a potent small molecular inhibitor, NCI-41356 [7]. In their study, NCI-41356 showed anti- 134
tumor cell proliferation and invasive effects through the disruption of HSPB5/VEGF in- 135
teraction and signaling in the breast cancer cells. NCI-41356 also inhibited tumor growth 136
and vasculature development in breast cancer xenograft models [7]. Our study confirms 137
the findings by Chen ef al. by demonstrating that NCI-41356 is able to inhibit HSPB5 chap- 138
eron activity. As the role of VEGF in lung fibrosis remains unclear and considering previ- 139
ous data from our team on the role of HSPB5 on the SMAD-dependent TGF-31 pathway 140
[5], we focused our study on the impact of NCI-41356 on HSPB5/SMAD4 interaction. We 141
demonstrate that NCI-41356 is able to disrupt the interaction of HSPB5 and SMAD4 ina 142
fibrotic context leading to the inhibition of TGF-f1 signaling in vitro and lung fibrosis in 143
vivo. These results are in accordance with previous studies demonstrating that the lack of =~ 144
HSPB5 in knock-out mice disrupted the TGF-p1 pathway by interfering with SMAD4 nu- 145
clear localization [5,6,12]. Nevertheless, despite the controversial role of VEGF signaling 146
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in fibrosis, the impact of NCI-41356 on HSPB5/VEGF interaction to explain, at least par- 147
tially, its anti-fibrotic effects cannot be completely ruled out. The role of VEGF in IPF is 148
complex, with "healthy” pulmonary zones showing increased neo-vascularization, 149
whereas fibrotic regions, already invaded by the accumulation of ECM, appear devoid of 150
vascularization. Whether this hyper-vascularization, associated with the overexpression 151
of VEGF by alveolar epithelial cells, is the consequence of the establishment of a protec- 152
tion/regeneration process of the alveolar wall in response to pro-fibrotic stimuli or the 153
cause of tissue remodeling favoring the progression of fibrosis remains a controversial 154
question. Several studies support a protective role of VEGF against pulmonary fibrosis, in 155
particular via the conservation of endothelial cell integrity promoting the survival of pul- 156
monary epithelial cells by a paracrine mechanism [13]. However, an increase in VEGF 157
expression has been demonstrated in non-vascularized fibrotic areas in preclinical mod- 158
els, suggesting a role for VEGF independent of the vascular system [14]. Hamada ef al. 159
demonstrated that inhibition of VEGF in vivo induced attenuation of bleomycin-induced 160
lung fibrosis [15]. Finally, preclinical and clinical results showing an anti-fibrotic effect of 161
nintedanib, a tyrosine kinase inhibitor specific on multiple receptors including VEGF re- 162
ceptors, on bleomycin-induced fibrosis on the one hand and in patients with a decrease in =~ 163
IPF progression on the other hand, suggest an importance of the VEGF signaling pathway 164
in fibrogenesis [16]. The full investigation of the impact of NCI-41356 on VEGF signaling 165
in lung fibrosis is beyond the scope of our paper and will require further studies. 166

The efficacy of a treatment mostly depends on the techniques by which the drugis 167
delivered and the optimum concentration of the drug in the targeted organ to produce 168
therapeutic benefit without inducing severe side effects. Due to their crucial role on cellu- 169
lar homeostasis, systemic inhibition of HSPs often comes with undesirable side effectsand 170
unacceptable toxicity [17]. Similarly, TGF-$1 being a multifunctional cytokine of key im- 171
portance to the maintenance of tissue homeostasis, systemic targeting of TGF-{31 signaling 172
has been associated with off-target severe side effects [18]. Even though systemic admin- 173
istration is the most common route of drug delivery, in the context of IPF local pulmonary 174
administration of therapeutic compounds may circumvent the occurrence of adverse side 175
effects while optimizing drug concentration at the site of active fibrosis. A comparison 176
between systemic and inhaled administration of levofloxacin demonstrated that local de- 177
livery improved access of the drug to the lung tissue supporting the relevance of this ap- 178
proach [19]. As a consequence pulmonary drug delivery for IPF gained interest in the last 179
decade and both pirfenidone and nintedanib inhaled formulations have been successfully 180
tested [20,21]. For both drugs, the local administration in the lung was associated with 181
higher lung and lower plasma concentrations with a conserved anti-fibrotic efficacy 182
[20,21]. Most interestingly, the anti-fibrotic effects of NCI-41356 were similar when ap- 183
plied locally (i.t.) and systemically (i.v.) suggesting a potential interest of this drug as an 184
inhaled therapy in IPF. Nevertheless, lung drug delivery does not come without issues. 185
Inhalable formulations are a challenge and drug absorption, particle size, inertia, gravita- 186
tional sedimentation, and Brownian motion are issues that need to be taken into account 187
[22]. As a consequence, further studies are warranted in order to confirm the possibility 188

to use NCI-41356 as an inhaled aerosol to treat lung fibrosis. 189
4. Materials and Methods 190
The Animal procedures 191

All animals were maintained in specific pathogen-free facilities in accordance with 192
FELASA and Animal Experimental Ethics Committee guidelines (University of Bur- 193
gundy, France). This study complied with all relevant ethical regulations for animal test- 194
ing and research and received ethical approval from the Animal Experimental Ethics 195
Committee (University of Burgundy, France). Experiments were performed in 8 weeks- 196
old female C57BL/6 mice weighing 20 to 25 g (Charles River, France). Intratracheal instil- 197
lation of bleomycin (BLM) at 1.5 mg-kg™* (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) or 198
NaCl (control) was performed as previously described [23]. Mice were regularly weighed 199
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and supplemented with Gel Diet (SAFE gel diet, France). (25,3R)-3-Methylglutamic Acid 200
Hydrochloride Salt (NCI-41356) (sc-206572, Santa Cruz) or NaCl (vehicle) were instilled 201
at 16.5 mg-kg™ by intratracheal injection (at day 12, 14 and 17) or at 15 mg-kg™' by intrave- 202
nous injection every two days from day 9 to 19 post-BLM. Mice were euthanized by ab- 203
dominal aortic bleeding at day 21 post-BLM. Lungs were collected for histological, tran- 204

scriptomics and collagen quantification analyses. 205
206
Collagen quantification 207

For histomorphometric assay, the amount of collagen in paraffin-embedded tissue 208
sections was quantified on lung slices from BLM- or NaCl-receiving mice treated or not 209
with NCI-41356 after staining with Picro Sirius Red as previously described [24]. 210

For colorimetric assay, the Sircol assay was performed on lung left lobe extracts using 211
the Sircol kit (Biocolor Ltd, Carrickfergus, UK) and following the manufacturer’s recom- 212

mendations. Results were expressed per mg of lungs. 213
214
Duolink Proximity-Ligation Assay (PLA) 215

PLA assay was performed with Duolink In Situ Orange Starter Kit Mouse/Rabbit 216
(DUO92102-1KT, Sigma Aldrich) following manufacturer’s recommendations. The pri- 217
mary antibodies used were: rabbit anti-SMAD4 (ab40759, 1:100, Abcam), and mouse anti- 218
HSPB5 (ADI-SPA-222, 1:100, Enzolife). Microscopy images were taken on an Axio Imager 219
2 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Germany). Images were acquired using an Axio- 220
Cam MRm monochrome CCD camera (Carl Zeiss GmbH) and analyzed using Image]J soft- 221

ware. 222
223
Immunofluorescence 224

Cells seeded on coverslips in 12-well plates were treated with TGF-p1 (10ng/ml) 225
and/or NCI-41356 (100uM) for 24 hours. Cells were then fixed in 4% formaldehyde for 15 226
minutes at room temperature (RT), washed and permeabilized with 100% methanol for 227
20 min on ice. Then, cells were blocked for 1 h with TBS-T 3% BSA and incubated with 228
primary antibody at 4 °C overnight (anti-SMADA4, ab40759, 1:100, Abcam). After incuba- 229
tion, cells were washed and stained with secondary fluorescent antibodies (CF Dye 568; 230
Biotium). Finally, coverslips were rinsed three times with 1X PBS, stained with DAPI 231
(Sigma-Aldrich) and mounted on slides with Fluoromount-G mounting medium (South- 232
ern Biotech). Images were acquired as described above and analyzed by Zen 2.1 Liteand 233

Image] software. 234
235
RN Ascope assay 236

TGE-B1 mRNA expression was measured using RNAscope assay (RNAscope!™ 2.5 237
HD Assay — BROWN, ACDbio). The assay was performed according to the manufac- 238
turer’s recommendations. Briefly, lung sections were deparaffinazed and endogenous pe- 239
roxidase activity was blocked before slides were boiled in the 1X Target Retrieval solution 240
for 15 min. Slides were then treated with RNAscope® Protease Plus solution and incu- 241
bated in a hybridization chamber (HybEZ'™ Oven, Advanced Cell Diagnostics, Newark, 242
CA, USA) for 30 min at 40 °C. Next, slides were incubated with Mm-TGE-31 probes 243
(407751 ACD bio) or positive or negative control probes (m-PPIB or DapB) at 40 °C for2h 244
in HybEZ'™ Oven. Later, amplification reagents (Amp-1-6) were sequentially added to = 245
the samples and finally sections have been incubated with Fast RED-B and Fast RED-A 246
solutions before counterstaining in Hematoxylin Solution and covered with cover slips 247

using EcoMount medium (biocare medical EM897L). 248
249
RNAscope quantification 250

Microscopy images were taken on an Axio scope.Al (Carl Zeiss GmbH). Images were 251
acquired using Gryphax Jenoptik software and analyzed as previously described using 252
Qupath software (version 0.2.3) [25]. For each slide, 20 randomly taken pictures at x20 253
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were analyzed. Stain vectors were defined by selecting a region of interest that was rep- 254
resentative of the stain. The positive cell detection feature was utilized to identify the pos- 255
itive cells and each automated detection was manually verified. To facilitate visualization, 256
cells were colored on the basis of whether or not they were positive for the marker. The 257
number of positive and negative cells in each specimen for each section was then quanti- 258
fied and results are expressed as the percentage of TGFE{3-1 positive cells for each speci- 259
men. 260
261

Protein interaction studies 262
Protein HSPB5 (Enzolife, ADI-SPP-228-200) was labeled using the Protein Labeling 263

Kit RED-Tris-NTA (NanoTemper Technologies). The labeling reaction was performed ac- 264
cording to the manufacturer’s instructions in the supplied labeling buffer, applying a con- 265
centration of 1.6 uM protein (molar dye:protein ratio = 1:2) at room temperature for 30 266
min in the dark. Unreacted dye was removed by centrifugation. The degree of labeling 267
was determined using UV/VIS spectrophotometry at 650 and 280 nm. A degree of labeling 268
of 0.8 was typically achieved. The labeled protein HSPB5 was adjusted to 400 nM with 269
PBS buffer supplemented with 0.05 % Tween 20. The ligand SMAD4 (ABIN1065691) was 270
dissolved in PBS buffer supplemented with 0.05 % Tween 20, and a series of 16 1:1 dilu- 271
tions was prepared using the same buffer. For the measurement, each ligand dilution was 272
mixed with one volume of labeled protein HSPB5, which led to a final concentration of 273
protein HSPB5 of 104 nM and final ligand concentrations ranging from 19 pMto 15,6 uM. 274
After 10 min incubation followed by centrifugation at 10 000 x g for 10 min, the samples 275
were loaded into Monolith NT.115 Capillaries (NanoTemper Technologies). MST was 276
measured using a Monolith NT.115 instrument (NanoTemper Technologies) at an ambi- 277
ent temperature of 25°C. Instrument parameters were adjusted to 100 % LED power and 278
medium MST power. Data of three independently pipetted measurements were analyzed = 279
(MO. Affinity Analysis software version 2.3, NanoTemper Technologies) using the signal 280

from an MST-on time of Is. 281
282
Cell fractionation and western blot analysis 283

Cytoplasmic and nuclear extracts were obtained using the NE-PER Nuclear and Cy- 284
toplasmic Extraction reagent kit (Pierce-Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). Samples 285
were prepared in classical loading buffer and loaded on SDS-PAGE gel before being trans- 286
ferred on PVDF membrane (GE Healthcare Europe GmbH) in an ethanol-supplemented 287
glycin buffer. Membranes were saturated with TBS-Tween 0.1% Milk 5% solution for 45 288
minutes before overnight incubation at 4°C with primary antibodies: rabbit SMAD4 289
(40759, 1: 1000, Abcam), rabbit GAPDH (5174, 1: 1000 Cell Signaling), rabbit PARP (9542,1 290
: 1000 Cell Signaling), rabbit Phospho-Smad2 (Ser465/467)/Smad3 (Ser423/425) (D27F4) 291
(#8828, 1:1000, cell signaling) and rabbit HSPB5 (ADI-SPA-223, 1 : 1000 enzolife). Second- 292
ary antibodies used for revelation were conjugated to HRP (Jackson ImmunoResearch, 293
Cambridge, UK). Data acquisition was performed using chemilumiscent reagent (Western =~ 294
Blotting Luminol Reagent. Santa Cruz Biotechnology) on Chemi-Doc XRS Imaging Sys- 295

tem (Bio-Rad). 29
297
Quantitative PCR analysis 298

Total RNA from lung tissue was extracted with Trizol (Invitrogen). In all, 300 ng of 299
total RNA was transcribed into cDNA by M-MLYV reverse transcriptase with random pri- 300
mers in the presence of RNaseOUT RNAse inhibitor (Invitrogen). cONAs were quantified 301
by real-time PCR with a SYBR Green Real-time PCR kit (Applied Biosystems) on a Viaa7 302
detection system (Applied Biosystems, France). Relative mRNA levels were determined 303
with the ACt method. Oligonucleotides used for qRT-PCR are as follows: PAI-1, 5- 304
GGCCGTGGAACAAGAATGAGA-3" and 5-GCTTGAAGAAGTGGGGCATGA-3; 132, 305
5-GAAACTGGCGGAAACCCA-3' and 5-GGATCTGGCCCTTGAACCTT-3. 306

307
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Anti-aggregation activity of HSPB5 308

HSPB5 anti-aggregation function was evaluated as previously described [26]. Hu- 309
man HSPB5 (ADI-SPP-228, enzolife) and human HSPB1 (ADI-SPP-715, enzolife) (1.5uM) 310
were incubated with firefly luciferase (Sigma-Aldrich, L9506) in reaction buffer (HEPES- 311
KOH 25mM pH 7.6, MgCl2 5mM, DTT 2mM, ATP 2mM) in presence or in absence of NCI- 312
41356 and heated in water bath for 30 min at 42 °C. The heated reaction was diluted 10- 313
fold into buffer containing 60% of rabbit reticulocyte lysate (TnT®T7 QuickMaster Mix, 314
Promega) and incubated for 2 h at RT. Anti-aggregation activity was assessed througha 315

luciferase assay on Envision system (Perkin Elmer). 316
317
Statistical analysis 318

All results are shown as mean +SEM, and data sets were compared using nonpara- 319
metric test Mann-Whitney or two-way ANOVA when appropriate. Statistical analysis 320
was performed with GraphPad Prism 8.3. All p values were two-tailed. A p<0.05 was 321
considered statistically significant for all experiments. 322

5. Conclusions 323

In our study, we demonstrate the anti-fibrotic potential of a new chemical inhibitor 324
of HSPB5/SMADA4 interaction in a bleomycin-induced pulmonary fibrosis model. Our re- 325
sults have shown that NCI-41356 can limit collagen accumulation in the lungs and also 326
decrease the expression of several pro-fibrotic markers through the modulation TGE-1 327
signaling. Our findings suggest that NCI-41356 could constitute an effective therapeutic 328

strategy in IPF either alone or in combination with already existing therapies. 329
6. Patents 330

This section is not mandatory but may be added if there are patents resulting from 331
the work reported in this manuscript. 332
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Fig 1. NCI-41356 decreases SMAD4/HSPBS5 interaction.

A. Anti-aggregation assay on luciferase exposed to heat shock (HS) in presence or absence of recombinant chaperone
HSPB1/HSPB5 and NCI-41356 (n=3) ***p<0.0001.; B. Proximity ligation assay between SMAD4/HSPB5 on A549 cells treated by
either NCI-41356 or TGE-B1 or both compounds. One spot match with one interaction between these two proteins (n=3) *p <0.05;
*p <0.01; ***p <0.0001).; C. Interaction measurement by thermophoresis between HSPB5 and SMAD4 proteins with or without
NCI-41356 tested at 100 uM and 1 mM.

Data are expressed as means + SEM and compared using nonparametric Mann-Whitney and Kruskal-Wallis test or two-way

ANOVA.
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Fig 2. NCI-41356 modulate TGF-B1 signaling.

TGF-1 TGF-B1 + NCI-41356
TGF-B1 - - * ok
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A. Immunofluorescence staining of SMAD4 protein on A549 cells treated with TGF-$1 with or without NCI-41356 (n=3). B. Protein
expression studied by western blot of nuclear or cytoplasmic fractions of A549 cells treated with TGF-f1 with or without NCI-
41356. One representative experiment out of 3 is shown.
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Fig 3. Intratracheal administration of NCI-41356 reduce pulmonary fibrosis in bleomycin treated mice.

A. Mice experimental injection plan between day 0 (D0), the day of bleomycin (BLM) injection (1.5 mg/kg) and the day of sacrifice
(D21). Mice have been treated with NaCl 0.9% (n=6) or NCI-41356 (n=6) (13 mg/kg) every other day between day 12 and 17; B.
Collagen quantification by sircol assay (expressed as ug of collagen per mg of lung) of bleomycin treated mice lungs treated or not
with NCI-41356 (**p <0.0079); C. Collagen semi-quantification by rouge sirius staining performed on bleomycin treated mice with
or without NCI-41356 (**p <0.0079); D. Quantification of a-SMA staining by immunofluorescence performed on lung tissues from
bleomycin treated mice with or without NCI-41356 (**p <0.0079).; E. Relative PAI-1 mRNA expression compared to control L32 in
the lung of bleomycin treated mice with or without NCI-41356 (*p <0.0159); F. TGE-f1 mRNA expression on lung tissues from
bleomycin treated mice with or without NCI-41356 (**p<0.0020). Data are expressed as means £ SEM and compared using
nonparametric Mann-Whitney test.
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Fig 4. Intravenous administration of NCI-41356 reduce pulmonary fibrosis in bleomycin treated mice.
A. Mice experimental injection plan between day 0 (D0), the day of bleomycin (BLM) injection (1.5 mg/kg) and the day of
sacrifice (D21). Mice have been treated with NaCl 0.9% (n=6) or NCI-41356 (n=6) (13 mg/kg) 3 times a week between day 9
and 19; B. Collagen quantification by sircol assay (expressed as ug of collagen per mg of lung) of bleomycin treated mice
lungs treated or not with NCI-41356 (*p<0.0317); C. Collagen semi-quantification by rouge sirius staining performed on
bleomycin treated mice with or without (*p<0.0159). D. Quantification of a-SMA staining by immunofluorescence
performed on lung tissues from bleomycin treated mice with or without NCI-41356 (*p <0.0159).; E. Relative PAI-1 mRNA
expression compared to control L32 in the lung of bleomycin treated mice with or without NCI-41356 (*p < 0.0159); F. TGF-
1 mRNA expression on lung tissues from bleomycin treated mice with or without NCI-41356 (***p<0.0001). Data are
expressed as means + SEM and compared using nonparametric Mann-Whitney test.
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Fig 5. Proposition of mechanical pathway involved in inhibitory effects of NCI.

NCI-41356 inhibits SMAD4 and his partners’ translocation to the nucleus, thus limiting the synthesis of collagen, pro-fibrotic
markers and fibrosis.
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Projet 3.
Intérét de I’inhibition d’HSP90 extracellulaire dans la fibrose pulmonaire idiopathique

La troisieme partie de ma thése, axée sur le rdle de la protéine extracellulaire HSP90 dans la
fibrose pulmonaire idiopathique, est toujours en cours d’étude. Cette partie ne sera donc pas
présentée sous forme d’article. J’exposerai ci-dessous, de fagon chronologique, I’ensemble des

résultats obtenus jusqu’alors.
Contexte pathologique

Le role d’HSP90 est primordial dans de nombreux processus physiologiques comme la
maturation des protéines de signalisation impliquées dans la division et le développement
cellulaires, tels que les récepteurs d'hormones stéroides, les kinases et les protéines oncogenes
clés comme le suppresseur de tumeur p53. Dans le cancer, HSP90 régule de nombreuses
protéines impliquées dans la signalisation cellulaire et la promotion tumorale. A ce titre,
plusieurs études précliniques ont montré que 1’utilisation combinée a d’autres thérapies anti-
cancéreuses ou unique du 17-AAG, un inhibiteur d’HSP90 évoqué précedemment, constituait
une avancée majeure dans la prise en charge de nombreux cancers chez I’Homme. Pour autant,

sa faible solubilité et sa toxicité hépatique restreignent son utilisation clinique 2%’
Chez les patients atteints de FPI les études ont montré que :

- les niveaux HSP90 dans le plasma des patients étaient augmentés et corrélés a la
séveérité de la pathologie

- les fibroblastes des patients atteints de FPI étaient a I’origine de la sécrétion accrue d’
HSPA0 et présentaient une exporession membranaire accrue d’HSP90a

- HSP90a et HSP90p étaient retrouvés abondement dans les myofibroblastes et foyers
fibroblastiques de l'interstitium pulmonaire des poumons de patients atteints de FPI et

comparativement aux témoins.

A ce titre, I’inhibition d’HSP90 dans la FPI justifie de nouvelles expérimentations précliniques
pour mieux identifier leurs effets anti-fibrotiques, leurs doses optimales et leurs potentiels effets
indésirables. Dans le but de limiter ces effets indésirables dus a une inhibition des fonctions
chaperonnes physiologiques d’HSP90 dans la FPI, nous avons choisi de concentrer nos travaux
sur I’inhibition de la forme extracellulaire (sécrétée et membranaire) d’HSP90, a savoir

HSP90a. De plus, la mise au point d’une sonde radioactive ciblant HSP90a afin de prédire et
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suivre 1’évolution de la FPI constitue un second objectif de nos travaux. Nos résultats

préliminaires seront décrits ci-apres.

Matériels et Méthodes
In vitro

Culture cellulaire

La lignée de cellules fibroblastiques humaines CCL-210 (ATCC) a été cultivée dans du milieu
de culture Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) high glucose (Dutscher) supplémenté
par 10 % de Sérum de Veau Feetal (SVF, Dominique Dutscher). Les cellules ont été cultivées
a 37 °C dans une atmosphere humide contenant 5 % de CO2. Les cellules sont décollées par
action mécanique a ’aide d’un grattoir (Dutscher) dans leur milieu de croissance.

Transfection
Les cellules sont implantées a une densité de 150 000 cellules (30-50% de confluence) en
flacons de culture T25 et mises a incuber sur la nuit. Les siARN Control (Scramble) et LRP1
sont transfectés a J1 a I’aide de 1’agent de transfection Interferin (Polyplus) selon les
recommandations du fournisseur. Apres 6 heures, le milieu complet de croissance (10% SVF)
est changé vers un milieu contenant 1% de SVF pendant 12 heures.

Traitements
A J2, les cellules ont été mises en présence de TGF-B1 recombinant humain (R&D systems
240-,10 ng/mL) et d’anticorps anti-HSP90a (ADI-SPS-771-F enzolife, 40 ng/mL) utilisés seuls
ou associés pendant 24 heures.

Extraction et dosage des protéines

Apres decollement mécanique, les cellules ont été récupérées et lavées au PBS (Phosphate
Buffer Salin), puis centrifugées a 300 G pendant 5 min. Les cellules sont lavées une seconde
fois et culotées par centrifugation. Les protéines cytosoliques et associées a la membrane sont
ensuite extraites et isolées selon les recommandations du fournisseur (Mem-PER Plus
Membrane Protein Extraction Kit, Thermoscienftific ref 89842). Les échantillons sont ensuite

dosés par la méthode de Lowry modifiée a 1’aide du kit Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad).
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Protéines Fournisseur Dilution
o-tubuline Sigma aldrich Clone B-5-1-2 T5168 1/1000
HSP90a Enzolife ADI-SPS-771-F 1/1000
HSP90B Enzolife ADI-SPS-884 1/1000
HSC70 Santa Cruz Biotechnologie sc-7298 1/1000
a-SMA Abcam 5694 1/1000
PAI-1 Thermo Fischer MAS 17171 1/1000
Fibronectine Novus biological NBP1-91258 1/1000
LRP1 Abcam [EPR3724] (ab92544) 1/1000

Tableau 8. Anticorps primaires utilisés

Western-Blotting

Les échantillons protéiques ont été dénaturés 5 min a 95 °C par un tampon de charge (Laemmli,
contenant du SodiumDodécylSulfate (SDS), du 3-mercaptoéthanol, du glycérol et du Tris-HCI)
et une quantité 30 pg de protéines a été déposée sur gel de polyacrylamide, le pourcentage
d’acrylamide (8 a 12 %) étant déterminé selon la masse moléculaire des protéines d’intérét. La
séparation par migration dans le gel s’effectue sous 1’action d’un champ électrique de 60 V (20
min), puis 120 V (1 H 40) dans un tampon de migration (Tris 25 mM, glycine 200 mM, SDS
0,01 %).

Les protéines ont ensuite été transférées du gel de migration sur une membrane de
PolyVinyliDene Fluoride (PVDF, GE Healthcare Europe GmbH). La migration s’effectue a 60
V pendant 2 h dans un tampon de transfert (Acide Borique 50 mM et Tris 50 mM).

Les membranes ont été saturées en présence de lait 5 % (poids/volume) pendant 45 min a
température ambiante et sous agitation, puis incubées dans une solution d’anticorps primaire
(Tableau 1.) dilué dans de la BSA ou du lait 1 %, et ce a 4 °C, toute la nuit sous agitation. Les
membranes sont ensuite soumises a 3 lavages au PBS-Tween 0,1 % ou TBS-Tween 0,1 % puis
incubées 45 min a température ambiante avec I’anticorps secondaire couplé a la peroxydase et
dilué au 1/10000 dans une solution de BSA 1 %. De nouveau, 3 lavages ont été effectués puis
les membranes séchées et mises en contact 1 minute avec un réactif chemiluminescent (solution
ECL, Santa-Cruz Biotechnology, et/ou Luminata Crescendo Western horseradish peroxidas
substrate, Milipore) en fonction du niveau d’expression de la protéine d’intérét. La
luminescence est révélée avec ’appareil ChimiDoc XRS+ (Bio-rad) et les résultats sont

analyses avec le logiciel ImageLab (version 5.1 build 8, Bio-rad laboratories).

120



In vivo

Tests in vivo des effets d’un anticorps monoclonal murin anti-HSP90 imperméable

aux cellules

Protocole d’expérimentation animale

Des souris C57/BL6 males agées de 8 semaines (Charles River) ont eté utilisées pour tester les
effets d’un inhibiteur extracellulaire d’HSP90 sur le développement de la fibrose. L’ensemble
des expérimentations s’est déroulé a 1’animalerie centrale de 1’Universit¢ de Bourgogne. La
nourriture enrichie et I’ecau des rongeurs ont été fournies ad libitum. Les animaux ont éte traités
conformément aux lignes directrices du Ministere de la Recherche et de la Technologie et toutes
les expériences ont été approuvées par le comité d’éthique du Grand Campus Dijon (protocole
20745). L’anesthésie a été pratiquée par injection intra-péritonéale de kétamine (100 mg/kg) et
xylazine (10 mg/kg). Les souris ont été traitées avec de la bléomycine (Santa-Cruz) a la dose
de 1,5 mg/kg ou du NaCl (0.9%) par injection intratrachéale (IT). Cet anticancéreux est connu
pour sa toxicité pulmonaire. Il induit une fibrose ce qui en a fait depuis de nombreuses années
un modele internationalement utilisé pour étudier la fibrose pulmonaire chez le rongeur. Les
animaux ont été pesés tous les 2 jours a partir du 3°™ jour aprés 1’injection de bléomycine. A
partir de J7 et jusqu’au 21°™ jour, les animaux injectés avec de la bléomycine ont recu tous les
jours, différentes concentrations d’anti-HSP90a (1mg/ml, 0.5 mg/ml ou 0.25 mg/ml ; mAb4C5,
Biolntron) ou d’IgG non relevant a 1mg/ml par voie intrapéritonéale (IP). Les souris ont éteé
sacrifiees a J21.

Prélévements et analyses post mortem

A J21, sous anesthésie profonde induite par le mélange kétamine-xylazine, un échantillon de
sang a été prélevé au niveau de 1’aorte abdominale (avant exsanguination de 1’animal). La
trachée a ensuite été canulée, un liquide de lavage broncho-aléolaire (LBA) a été effectué par
injection puis aspiration de 600 pl de NaCl 0,9 % dans 1’arbre broncho-alvéolaire. Les poumons
ont ensuite été prélevés, le poumon droit d’une part a été insufflé au formol et maintenu dans
cette solution de fixation pendant 24 h afin d’étre utilis¢é pour colorations et analyse
immunohistochimique. Le reste du tissu pulmonaire a été congelé a -80 ° pour y doser le
collagene par la technique du Sircol (Sircol Assay, biocolor).

L’inclusion en paraffine, la découpe tissulaire, la mise sur lames et la coloration au rouge sirius

a été réalisée par la plateforme d’histologie (CelllmaP, UFR des Sciences de Sante, Dijon). Les
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échantillons de LBA ont été centrifugés et les surnageant des LBA placés a -20°C jusqu’a
analyse.

Quantification du collagene par le kit Sircol

La fibrose pulmonaire se caractérisant par une accumulation de collagene dans le tissu
pulmonaire, la quantification du collagene du tissu pulmonaire est essentielle pour évaluer la
fibrose. Cette quantification a été réalisee dans le tissu pulmonaire du lobe droit de chaque
animal a 1’aide du kit Sircol Assay (Biocolor LTD). Les poumons des souris ont été broyés dans
1 ml de tampon de lyse (Tris-HCI 10 mM, NaCl 2 M, EDTA 1 mM Tween 0.01 %, cocktail
d’inhibiteurs de protéases, pH 7.4) puis laissés sur roue a 4 °C pendant la nuit. Pour chaque
poumon, 5 ul d’extrait protéique ont été dilués dans 95 pl de tampon de lyse. 500 pl de
« Reagent Dye » ont été ajoutés a chaque échantillon et a la gamme de collagene fournie avec
le kit. Les tubes ont été agités sur roue a 4 °C pendant 30 min. Apres centrifugation a 13000 g
pendant 10 min, les surnageants ont été éliminés et les culots rincés avec 750 ul de « Cold Acid
Salt Wash Reagent ». Aprés un second ringage, un culot de collagéne s’est formé au fond de
chaque tube. Ce culot a été repris dans 250 ul d’Alkali Reagent. Les tubes ont été laissés sur
glace en vortexant régulierement jusqu’a dissolution complete du culot. 200 pl de chaque
¢chantillon et de la gamme ont été déposés sur une plaque 96 puits et I’absorbance a été lue a
555 nm pour déterminer la concentration en collagéne de chaque échantillon. La quantité de
collagéne est exprimée en pg/mg de poumons.

Analyse histomorphométrigue (Rouge Sirius)

La quantité de collagéne était analysée sur des lames marquées au rouge sirius (marquage
réalisé par la plateforme d’histologie de la Faculté¢ de Médecine de Dijon, Cellimap). Les lames
ont été observées sous lumiere polarisée et dix champs aléatoires ont été photographiés sur
chaque lame. Le pourcentage d’émission du marquage (logiciel Histolab/Microvision
Instruments) sur chaque photo correspondait au pourcentage de collagene. La quantité du
collagéne dans le parenchyme pulmonaire a été mesurée grace a des cercles posés aléatoirement
sur les photographies des lames (10 cercles par champs, (Figure 30)). Ces cercles, placés a
I’intérieur du parenchyme pulmonaire, avaient un diametre constant. La quantité de collagene
contenue dans les cercles a été exprimée de facon arbitraire comparativement a la moyenne des
mesures obtenue dans chaque groupe, rapportées a 1. Les bronches, les vaisseaux sanguins et

la plevre étaient exclus de cette quantification.
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Figure 30. Représentation des mesures histomorphométriques. Sous lumiére polarisée, le rouge Sirius
marquant le collagéne apparait. Chaque cercle placé aléatoirement mesure 1’intensité lumineuse correspondant a
la quantité de collagéne présente a cet endroit précis et comparativement a la mesure d’une premiere aire dépourvue
de collagéne.

Cytométrie en flux

Les poumons sont récupérés et broyés par action d’un Gentelmacs (Myltenii) dans une
solution de dissociation prévue a cet effet. Ensuite, les cellules sont reprises dans une solution
hémolytique afin d’éliminer les globules rouges. Puis, les cellules sont lavées avec du PBS
avant marquage. Les cellules sont culotées par centrifugation 300 G, 5 min et le culot est
resuspendu dans une solution saturante (Stain buffer, 554656 BD biosciences). Les cellules sont
ensuite lavées et incubées 30 min avec un panel d’anticorps primaires (Tableau 9). Un marqueur
de viabilité cellulaire est ajouté (FVS570). Les anticorps sont dilués dans la solution saturante.
Les cellules sont ensuite lavées a deux reprises avec du PBS avant analyse au cytomeétre.
L’analyse s’est effectuée sur un AURORA (BD Biosciences, USA). Le poumon total a été
utilisé dans cet examen. Les valeurs de compensation ont été déterminées sur 1 000 000 de
cellules monomarquées. L’analyse et le calcul des compensations ont été effectués sur le
logiciel FlowJo Version 10.7.2 (Treestar Inc, USA). L’expression des marqueurs est présentée
par I’expression de I’intensit¢ de la médiane de fluorescence (MFI). Les contrdoles FMO

(Fluorescence Minus One) ont été réalisés a chacune des expériences.

Cibles Type cellulaire ciblé Fournisseur  Référence Clone Hoéte  Fluorochrome Dilution
CD45 Cellules immunitaires BD 752415 13/2.3 Mouse BUV805 1/200
CD326 Cellules épithéliales BD 563214 G8.8 Mouse BVv421 1/100
CD31 Cellules endothéliales BD 563089 MEC 13.3 | Mouse BV510 1/100
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CD49%e - High BD 743115 HM Mouse BUV395 1/50

expression : ALPHA 5-
myofibrblastes 1
- Low

expression :

fibroblastes
activés

Ly-6A -High expression : BD 558162 D7 Mouse PECY7 1/100

fibroblastes résidents

- Low expression :
fibroblastes activés
CD146 Cellules : musculaires BD 558162 ME-9F1 Mouse BV605 1/100

lisses vasculaires,
musculaires lisses

bronchiques, péricytes

LYVE-1 cellules endothéliales | ThermoFisher | 48-0443- ALY7 Rat Ef450 1/50
lymphatiques scientific 82
HSP90a Cellules concernées Novus Bio NBP1- Rabbit FITC 1/50
T77682F
LRP1 Cellules concernées VWR BOSSBS- Rabbit | Alexa Fluor 1/100
5409R- 647
A64T

Tableau 9. Liste des anticorps utilisés pour le marquage cytométrie

Imagerie in vivo

Onze souris ont été injectées avec de la bléomycine (Santa-Cruz) a la dose de 1,5 mg/kg et cing
souris ont recus du NaCl (0.9%). 18 jours apres I’injection de bléomycine, 6 souris bléomycine
et 5 souris NaCl ont recu une injection IV de traceur ciblant HSP90 (anticorps mAb4C5
bioconjugué avec un agent chélatant pour incorporation d’atomes radioactifs d’Indium-111
(*In) pour imagerie SPECT). Le traceur *!In-4C5 a été injecté a un rapport d'activité
volumique de 15 MBq/25ug/100uL par souris correspondant a une concentration finale de
11In-4C5 de 250 pg/mL par injection 1V du composé radiomarqué dans la veine caudale sous
anesthesie (isoflurane 2 %). Le deuxiéme groupe bléomycine (groupe bloquant, n =5) a recu le
compsé radiomarqué (111In-4C5, 15 MBq/25ug/100puL) avec un exces de 20 fois d’anticorps
4C5 (Biolntron) non radioactif (froid) pour visualiser la compétition de liaison entre les sondes
radioactives et non radioactives (Groupe « Blocking »). Des images SPECT/CT simultanées
(NanoSPECT/CT®, Mediso, Budapest, Hongrie) ont été acquises 1 h, 4h et 24h apres
I'injection. Apres 24 h, les souris ont été euthanasiees et les poumons et le sang ont été préleves

pour le comptage radioactif avec un compteur y (Wizard® 1480, PerkinElmer, Villebon-sur-
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Yvette, France). Les poumons ont été recueillies dans du formol a 10 % pendant 24 h puis
transférées dans de I'éthanol a 70 % pour analyses histologiques.
Analyse d'images SPECT/CT

Toutes les images de fusion SPECT/CT ont été obtenues a l'aide du logiciel VivoQuant™

(Invicro, Needham, MA, USA). Chaque image a été interprétée visuellement et les régions
d'intérét 3D (ROI 3D) correspondant aux poumons ont été dessinées manuellement pour
déterminer leur contenu radioactif. Les doses injectées par animal ont été mesurées au moment
de Il'injection en MBq. Le contenu de la radioactivité pulmonaire a été exprimé en MBq,
converti en pourcentage de dose injectée par gramme de tissu (%ID/g). Toutes les images ont

été corrigées en fonction de la décroissance radioactive pour la quantification.
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Etudes d'interaction protéique

La protéine HSP90a a été marquée a l'aide du kit de marquage de protéines RED-NHS
(NanoTemper Technologies). La réaction de marquage a été effectuée selon les instructions du
fabricant dans le tampon de marquage fourni, en appliquant une concentration de 20 uM de
protéine (rapport molaire colorant : protéine =~ 3:1) a température ambiante pendant 30 min dans
I'obscurité. Le colorant n'ayant pas réagi a été éliminé avec la colonne d'élimination de colorant
fournie équilibrée avec du tampon MST (TrisHCI 50 mM pH 7,8, NaCl 150 mM, MgCI2 10
mM). Le degré de marquage a été déterminé par spectrophotométrie UV/VIS a 650 et 280 nm.
Un degré de marquage de 0,8 était généralement atteint. La protéine HSP90o marquée a été
ajustée a 3 nM avec du tampon MST additionné de 0,01 % de Tween 20. Le ligand (fragment
Ab anti-HSP90) a été dissous dans du tampon MST additionné de 0,01 % de Tween 20, et une
série de 16 dilutions 1:1 a été préparée en utilisant le méme tampon, produisant des
concentrations de ligand allant de 76.2 pM a 2.5 uM. Pour la mesure, chaque dilution de ligand
a été mélangée avec un volume de protéine HSP90 marquée, ce qui a conduit a une
concentration finale de protéine HSP90 de 1.5 nM et des concentrations finales de ligand allant
de 38.1 pM a 1.25 uM. Aprés 10 min d'incubation suivie d'une centrifugation a 10 000 x g
pendant 10 min, les échantillons ont été chargés dans des capillaires Monolith NT.115
[Premium] (NanoTemper Technologies). Le MST a été mesuré a l'aide d'un instrument
Monolith NT.115 (NanoTemper Technologies) a une température ambiante de 25°C. Les
parameétres de I'instrument ont été ajustés a 100 % de puissance LED et a une puissance MST
moyenne. Les données de trois mesures pipetées indépendamment ont été analysées (logiciel
MO.Affinity Analysis version 2.3, NanoTemper Technologies) en utilisant le signal d'un temps
MST de 1s.

Tests statistiques

Les comparaisons entre les différents groupes ont été réalisées en utilisant le test ANOVA non
paramétrique de Kruskal-Wallis. Les valeurs de p inférieures a 0,05 ont été considérées comme
statistiquement significatives. Les expérimentations in vitro ont été répétées au moins 3 fois
(sauf mention contraire) et I’expérimentation la plus représentative a été choisie pour illustrer

les résultats dans les figures.
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Résultats

In vitro, sur des cellules fibroblastiques humaines, nos résultats confirment qu’en conditions de
stimulation au TGF-B1, I’inhibition d’HSP90a induit une diminution de I’expression des
protéines cytosoliques de la TEM comme a-SMA, fibronectine ou encore PAI-1 (Figure 1.A).
L’expression des protéines du cytosol HSP90P et d’HSP90a ne varie pas. Aussi, lors d’un
traitement ciblant HSP90a, 1’inhibition simultanée de LRP1 en conditions profibrotiques
(Figure 2.B) (un récepteur impliqué dans la voie de signalisation d’HSP90), potentialise
I’inhibition induite par le traitement anti-HSP90a. De facon surprenante, les cellules
fibroblastiques dont seules les expressions de LRP1 et HSP90a sont inhibées, présentent un
niveau protéique cytosolique d’a-SMA et de PAI-1 augmenté. L’expérience a été réalisée 2

fois.

Dans le but d’utiliser un fragment de 1’anticorps anti-HSP90a comme outil de suivi et de
prédiction des traitements des patients atteints de FPI, un radioélément a été couplé directement
au fragment d’anticorps ciblant HSP90a. en collaboration avec I’ Institut de Chimie Moléculaire
de I'Université de Bourgogne (ICMUB, UMR 6302) (Figure 2.A). In vitro, des mesures
d’affinité entre une protéine HSP90 recombinante et le fragment d’anticorps anti-HSP90a
original non couplé¢ au radioélément a permis de mettre en évidence une affinité de 1’ordre de
15nM entre les deux partenaires (Figure 2.B). Dans les cas ou les anticorps ont subi un couplage
aux radioéléments possédant différents degrés de marquage a leur surface (DOL2.3 et DOL
3.6), l’affinité entre la protéine et les anticorps décroit de fagon inversement corrélée a
I’augmentation des DOL a la surface des anticorps (Figure 2.C et 2.D). Dés lors, nous avons
choisi de poursuivre les expériences de radioimagerie avec I’anticorps couplé au radioélément
possédant 2.3 DOL dont I’affinité avec la protéine recombinante n’a pas ét¢ impacté par 1’ajout
du radioé¢lément comparativement au contrdle d’interaction (liaison entre la protéine
recombinante et I’anticorps non radiomarqué). L’expérience a été réalisée 3 fois. In vivo, dans
un modele préclinique de fibrose induite a la bléomycine (Figure 3.A), les animaux injectés par
voie intraveineuse avec le fragment d’anticorps anti-HSP90a radiomarqué et ayant été
préalablement instillés a la bléomycine, ne présentaient pas d’augmentation significative de
I’accumulation pulmonaire de la sonde anti-HSP90o 1h, 4h et 24h post injection et
comparativement aux animaux ayant regu I’anticorps bloquant non radiomarqué en exceés (dit
« blocking ») (Figure 3.B). Les comptages y n’ont pas permis de montrer une différence

significative d’accumulation radioactive dans les poumons des animaux des différents groupes
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(Figure 3.C). Afin d’évaluer le potentiel thérapeutique de cet anticorps, nous avons injecté
quotidiennement en intrapéritonéale ce dernier a différentes concentrations dans un modele
murin expérimental de fibrose induite par la bléomycine (Figure 4.A). A partir de J10, les
animaux présentaient une reprise de poids corrélée a I’injection de dose croissante d’HSP90a
laissant présumer d’une amélioration de leurs états de santé globaux (Figure 4.B). Aussi, un
examen sircol mesurant le contenu en collagéne des tissus pulmonaires d’animaux des
différents groupes, montre que comparativement au groupe injecté¢ avec 1’IgG contréle non
relevant, I’injection de la plus forte concentration d’HSP90a réduit significativement le
collagene (Figure 4.C) (*P<0.0327). Cependant, la quantification du collagéne via I’examen
histologique (coloration rouge sirius) n’a pas révélé de différence significative entre les groupes

IgG controle et HSP90a (Figure 4.D).

Sur modele murin préclinique de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine, nous
avons par cytométrie en flux discriminer les différentes populations cellulaires du poumon afin
d’évaluer I’expression d’HSP90a et de LRP1 dans chacune d’entre elles. Cet examen a été
réalisé 7 jours, 14 jours et 20 jours apres instillation de bléomycine et nous comparions les
souris instillées a la bléomycine et les souris instillées au NaCl. A J7, ’augmentation de
I’expression d’HSP90o était corrélée a celle de LRP1 principalement dans les cellules
immunitaires (CD45+) chez des animaux bléomycine et comparativement aux animaux NaCl
(Figure 5.A et 5.B ; J7). A J15 de I’instillation par la bléomycine, les cellules endothéliales
(CD31+) et épithéliales (CD326+) d’animaux instillés a la bléomycine semblent conjointement
exprimer davantage de HSP90a et de LRP1. (Figure 5.A et 5.B; J15). A J20, les cellules
épithéliales (CD326+) et les myofibroblastes (CD49 high) sont les deux types cellulaires qui
surexpriment HSP90a et LRP1 chez les animaux instillés a la bléomycine. L’analyse des
différents types cellulaires qui surexpriment HSP90a et LRP1 dans un modele préclinique de
fibrose pulmonaire induite nous permettra de mesurer leurs implications dans la

physiopathologie de la FPI et de les cibler préferentiellement en thérapie.
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Figure 1. Effets de I’inhibition d’HSP90a et de son récepteur associé LRP1 sur I’expression de marqueurs de la TEM (a-
SMA, PAI-1, fibronectine) de cellules fibroblastiques humaines (CCL-210) stimulées par le TGF-g1. (A) Analyse par
western blot du niveau protéique cytosolique des formes intra et extracellulaire d’HSP90 et des marqueurs de la TEM (a-SMA,
PAI-1, fibronectine) de cellules CCL-210 traitées 24h par du TGF-B1 (10ng/ml), Ab anti-HSP90a polyclonal (40ug/ml) ou
I’association des deux. Les cellules étaient préalablement transfectées ou non pendant 24h avec un siARN dirigé contre le
récepteur LRP1 (50nM) (N=2) ; (B) Analyse par western blot du niveau protéique membranaire du récepteur LRP1 et de la forme
extracellulaire de cellules CCL-210 traitées 24h par du TGF-B1 (10ng/ml), Ab anti-HSP90a polyclonal (40ug/ml) ou I’association

des deux. Les cellules étaient préalablement transfectées ou non pendant 24h avec un siARN dirigé contre le récepteur LRP1
(50nM) (N=2) .
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Figure 2. Etude d’interactions entre la protéine HSP90 et un fragment d’anticorps anti-HSP90a. couplé ou non a un
radioélément. (A) Processus de couplage d’un radioélément au fragment d’anticorps anti-HSP90a. ; (B) Courbe de saturation et
mesure d’affinité entre la protéine HSP90 et le fragment d’anticorps anti-HSP90a non couplé a un radioélément ( kKD=15 nM) ;
(C) mesure d’affinité entre la protéine HSP9O0 et le fragment d’anticorps anti-HSP90a couplé a un radioélément et possédant 2.3

DOL (kD=40 nM) ; (D) mesure d’afiinité entre la protéine HSP90 et le fragment d’anticorps anti-HSP90a couplé & un
radioélément et possédant 3.6 DOL (kD=55.8 nM) (N=3)
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Figure 3. Examen SPECT de la spécificité et de la fixation de la sonde **In-4C5 dans un modéle expérimental de fibrose
induite par la bléomycine (A) Plan expérimental d’injection et des imagerie des animaux ; (B) Imagerie SPECT obtenues par
contourage des zones pulmonaires radioactives des animaux instillés au NaCl versus les animaux instillés a la bléomycine ; ’imagerie
a été réalisé 1h, 4h et 24h aprés I’injection du traceur par voie intraveineuse caudale ; les animaux NaCl et BLM ont recu la méme
concentration de sonde radioactive *'In-4C5 tandis que les animaux dits « blocking » ont recu la sonde radioactive et une
concentration de sonde non radioactive 20 fois supérieure ; le contenu de la radioactivité pulmonaire a été exprimé en MBq, converti
en pourcentage de dose injectée par gramme de tissu (%ID/g) ; (C) Mesure de I’activité radioactive contenu dans les poumons des
animaux instillés a la bléomycine ou au NaCl en post euthanasie (comptage gamma).
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Figure 4. Mesure du collagéne contenu dans les tissus pulmonaires d’animaux traités avec un anticorps ciblant HSP90o dans
un modele expérimental de fibrose induite par la bléomycine (A) Chronologie du protocole et des injections ; (B) Evaluation de
la perte de poids des animaux inhérente a ’injection de la bléomycine et de leur reprise de poids en fonction des différentes traitements
regus ; (C) Evaluation quantitative du collagéne (Sircol) contenu dans les tissus pulmonaires d’animaux instillés a la bléomycine et
traités avec un IgG non relevant ou I’anticorps anti-HSP90a & différentes concentrations ( *P<0.0327) ; (D) Evaluation histologique
du collagéne (coloration au rouge sirius) contenu dans les tissus pulmonaires d’animaux instillés a la bléomycine et traités avec un IgG
non relevant ou I’anticorps anti-HSP90a a différentes concentrations (P <0.34)
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Figure 5. Cinétique d’expression d’HSP90a et LRP1 dans le tissus pulmonaire d’animaux pour lesquels la fibrose pulmonaire
a été induite par la bléomycine (A) Chronologie du protocole expérimental ; (B) Mesure de ’expression d’HSP90a a J7, J14 et J20
post instillation de bléomycine et dans les différents types cellulaires du tissu pulmonaire d’animaux ; les animaux NaCl ont été instillés
avec 0.9% de NaCl (C) Mesure de I’expression de LRP1 a J7, J14 et J20 post instillation de bléomycine et dans les différents types
cellulaires du tissu pulmonaire d’animaux ; les mesures ont été réalisées en MFI (% of median fluorescence intensity)
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Les protéines de choc thermique extracellulaires comme cibles thérapeutiques et biomarqueurs

dans les maladies pulmonaires interstitielles fibrosantes

Les maladies pulmonaires interstitielles (MPI) sont nombreuses et présentent des pronostics
variables souvent associés au developpement d’une fibrose progressive. La fibrose pulmonaire
idiopathique (FPI) est la MPI fibrosante chronique typique associée a un déclin progressif de la
fonction pulmonaire. D'autres MPI fibrosantes sont associées a des maladies du tissu conjonctif
(comme la polyarthrite rhumatoide-Pl (RA-ILD) et la sclérose systémique (SSc-ILD)) ou a une
exposition d’origine environnementale/médicamenteuse. Compte tenu du grand nombre de
MPI fibrosantes progressives et des disparités dans les schémas cliniques et les caractéristiques
de la maladie, I'évolution de ces maladies est hétérogene et ne peut pas étre prédite avec
précision pour chaque patient. Par conséquent, la découverte de nouveaux biomarqueurs pour
ces types de maladies est un défi clinique majeur. Les protéines de choc thermique (HSP) sont
des chaperons moléculaires largement décrits comme étant impliqués dans les phénomeénes de
fibrose. Leurs formes extracellulaires (eHSPs) ont été récemment et avec succes utilisées
comme cibles thérapeutiques ou biomargueurs circulants dans le cancer. La revue ci-dessous
décrit le role des eHSP dans les MPI fibrosantes, soulignant lI'importance de ces protéines de
stress pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques et la découverte de

biomarqueurs potentiels dans ces maladies.

Cette revue a été publié le 22 aolt 2021 au sein de I’International Journal of Molecular

Sciences.
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Abstract: Interstitial lung diseases (ILDs) include a large number of diseases and causes with variable
outcomes often associated with progressive fibrosis. Although each of the individual fibrosing
TLDs are rare, collectively, they affect a considerable number of patients, representing a significant
burden of discase. Idiopathic pulmonary fibrosis (IPI) is the typical chronic fibrosing 1LD associated
with progressive decline in lung. Other fibrosing ILDs are often associated with connective tissues
diseases, including rheumatoid arthritis-IL.ID (RA-I1.D) and systemic sclerosis-associated 1.1 (SSc-
1LD), or environmental /drug exposure. Given the vast number of progressive fibrosing [LDs and
the disparities in clinical patterns and disease features, the course of these diseases is heterogeneous
and cannot accurately be predicted for an individual patient. As a consequence, the discovery
of novel biomarkers for these types of diseases is a major clinical challenge. Heat shock proteins
(HSPs) are molecular chaperons that have been extensively described to be involved in fibrogenesis.
Their extracellular forms (el 1SPs) have been recently and successfully used as therapeutic targets or
circulating biomarkets in cancer. The current review will describe the role of eHSDs in fibrosing ILDs,
highlighting the importance of these particular stress proteins to develop new therapeutic strategies

and discover potential biomarkers in these discases.

Keywords: extracellular [ 1SP; interstitial lung diseases; biomarker; lung fibrosis; IPI7; heat shock proteins

1. Introduction

Interstitial lung discases (IL1s) is a group of respiratory lung discases affecting the
lung interstitium which may lead to progressive lung fibrosis and ultimately, respiratory
failure. Recent studics estimate that 13-40% of ILDs evolve to a fibrosing phenotype [1]. In
others cases, pathology is spontancously self-limited. Overall prevalence for progressive
fibrosing 11.Ds is around 2.2-20 per 100,000 in Europe and 28 per 100,000 in the USA [1].

ILDs are typically assigned to many disease categories for classification and man-
agement purposes, roughly on the basis of a known underlying disease (e.g., pulmonary
fibrosis associated with rheumatoid arthritis), an inciting agent (c.g., pneumoconiosis or
drug side effect), or the absence of a known cause (idiopathic ILDs). Idiopathic ILDs include
a large panel of diseases including idiopathic forms such as acute interstitial pneumonia
(AIP), nonspecific interstitial pneumonia (NSIP) or idiopathic pulmonary fibrosis (IPT) [2],
the most common form of fibrotic I1.D [3]. On the other side, several diseases can induce
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pulmonary complications of known origin that may lead to progressive fibrosing ILDs in
their most severe form [3]. For instance, a significant proportion of patients with systemic
inflammatory/autoimmune disorders such as rheumatoid arthritis (RA), and systemic
sclerosis (SSc) can develop ILDs and pulmonary fibrosis. Among all patients with fibrotic
ILDs other than IPE, 13 to 40% have a progressive fibrosing phenotype [4]. Sarcoidosis
(SA) is an idiopathic granulomatous disease that affects most commonly the lung and
can evolve into fibrotic ILD [5]. The prognosis of idiopathic ILDs and, particularly, IPF, is
poor and fibrotic ILD complications of underlying diseases such as RA and SSc are usually
a marker of poorer prognosis in comparison to patients without lung involvement. As
a consequence, a better understanding of the underlying mechanisms involved in lung
fibrogenesis as well as the discovery of novel biomarkers for this type of disease is a major
clinical challenge.

While fibrogenesis is different depending on the initiating insult and the affected
organ, many of the major steps in its pathogenesis are similar [6]. Epithelial cell damage
and apoptosis are thought to be major early events during fibrogenesis with subsequent
recruitment and activation of inflammatory cells and an important secretion of pro-fibrotic
cytokines such as PDGE, TGF-$ and IL-10. PDGF is known to stimulate fibroblast prolifera-
tion and migration whereas IL-10 is an anti-inflammatory cytokine that promotes fibrosis
by stimulating macrophage recruitment [7,8]. Such a pro-fibrotic microenvironment leads
to the activation of neighboring cells and drives the progression of fibrosis. The hallmark of
pulmonary fibrosis is an abnormal and massive increase in extracellular matrix (ECM) de-
position, mainly collagen, which disrupts the alveolar architecture. Transforming Growth
Factor-p1 (TGF-f1) is a key cytokine involved in the process of fibrogenesis as it plays a
pivotal role during fibrosis in many different organ systems. TGF-31 causes myofibroblast
proliferation and differentiation, and increases the synthesis of ECM components such as
collagen and fibronectin. Transient adenoviral vector-mediated gene transfer of active TGF-
B1 (AATGF-B123/25) in rat or mouse lungs leads to progressive and severe fibrosis [9].
Moreover, it has been shown that this growth factor induces the transformation of alveolar
epithelial cells into cells with a myofibroblastic phenotype, a process called Epithelial-to-
Mesenchymal Transition (EMT) [10]. Furthermore, TGF-31 levels are increased in fibrotic
lung tissue from patients affected with pulmonary fibrosis [11].

Heat shock proteins (HSPs) are upregulated in cells following various stresses (hy-
pothermia/hyperthermia, hypoxia, ionizing radiation, cytotoxic drug exposition (alkylat-
ing agents, antibiotics, antimetabolites, etc.)). They are classified in high molecular weight
HSP (HSP110/HSPH, HSP90/HSPC, HSP70/HSPA, HSP60/Cpn and HSP47/DNAJ) and
the small HSP (HSP27/HSPB1 and «f3-crystallin/HSPB5) [12] (Table 1). HSPs are molecu-
lar chaperones that are mainly involved in the folding of newly synthesized proteins to
promote their stabilization, correct cellular location and proper turnover. During stress, the
accumulation of misfolded proteins enhances the formation of aggregates, which disrupt
the cellular machinery and can lead to cell death. The presence of HSPs ensures either
the correct folding of misfolded proteins or, if refolding is impaired, they promote their
degradation through the proteasome system [13] (Figure 1). In addition, HSPs have been
extensively implicated in the pathogenesis of cancer. HSPs take part in several molecular
mechanisms thereby favoring oncogenesis, tumor progression and /or cancer cell resistance.
They inhibit key effectors of apoptosis machinery at the pre- and post-mitochondrial level,
such as HSP27 associating cytochrome C, HSP90 inhibiting adaptor molecule apoptotic
protease activation factor-1 (Apaf-1) or HSP70 associating Apaf-1 and apoptosis inducing
factor (AIF). Thus, they have been implicated in cellular proliferation, immune modulation
and tumor invasion, which is facilitated furthermore by their proangiogenic properties.
Accordingly, HSPs appeared to be beneficial for cancerous cells and thereby deleterious for
patients affected by a wide range of cancer types. Their depletion induces the regression of
the tumors [14]. Therefore, the inhibition of HSPs appears to be of great interest to improve
the efficiency of chemotherapy and the disease outcome, and a large number of inhibitors
targeting HSP are currently developed or clinically tested for cancer treatment [15].
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Table 1. HSP nomenclature and localization.

Classification Nomenclature Di VYel,ght . Localisation ATP Depending
scrimination
HSP27 HSPB1 : Cytoplasm/nucleus ATP-independant
Small molecul t
aB-Crystallin HSPB5 R Cytoplasm/nucleus ATP-independant
HSP90 HSPC Cytoplasm/Endoplasmic s gonendent
reticulum/Membrane
Cytoplasm/nucleus/
HSP70 HSPA1A mitochondrie/ ATP- dependent
endoplasmic reticulum
HSP47 DNA] High molecular weight ~Endoplasmic reticulum ATP-independant
HSP60 HSPD1 Mitochondrie ATP- dependent
HSP65 Mtb
HSP16 Mtb DNAK Membrane/cytosol/envelope ATP- dependent
HSP70 Mtb
Alpha-2-HS ’ :
glycoprotein Fetuin-A Cytosol ATP-independant
£ \
d Protective functions / spoo HSPMtb Hspas
[ HSP) HSP27 ‘
> Folding of new proteins HSPa2 HSP47 HSP60
or degradatation of unfolding
proteins Modulation of immune
response
> Cell protection against stress and
ell protec ;:':);;’2:‘: stress an ‘ ’
> Immune system Adaptative Innate
Response Response

regulator

» Teells
recrutement

» Macrophages
and APC
cells
recrutement

Yy

Figure 1. Schematic representation of HSPs” biological functions. All HSPs mentioned are found in
both intracellular and extracellular compartments.

The intracellular role of HSPs in fibrogenesis has largely been investigated [16]. HSP47
is the most studied HSP in fibrogenesis due to its specific role on collagen synthesis and
secretion [17-19]. Hagiwara et al. demonstrated that HSP47 inhibition by antisense-
oligonucleotide reduced lung injury and collagen deposition as well as improved lung
morphology and function in several experimental models [20-22]. In addition, HSP90
has been shown to favor TGF-$1 signaling pathway by stabilizing TGF-BRII, thus pro-
moting myofibroblast activation and ECM production [23,24]. Some HSP90 inhibition
strategies have been shown efficient to reduce lung fibrosis in mice models [23]. On the
contrary, HSP70 has been shown to protect from lung fibrosis. Knock-out mice for HSP70
presented higher sensitivity to bleomycin-induced lung fibrosis [25] and HSP70 induction
via geranylgeranylacetone has been shown to prevent lung fibrosis in animal models [26].
Small HSPs have also been involved in the process of fibrogenesis. HSP27 was described
as a chaperon protein to Snail, an EMT transcription factor, able to enhance the TGF-31
signaling pathway [27]. Its inhibition with OGX-427, an HSP27-targeted oligonucleotide
antisense, was shown to inhibit fibrosis in animal models. In addition, a3-crystallin was
described to be essential for the activation of TGF-f31 signaling through the enhancement
of the nuclear translocation of Smad4 [28] and the sequestration of TRIM33, a negative
regulator of lung fibrosis [29].
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Although HSPs were mainly studied for their intracellular cytoprotective and chap-
eron role, recent work highlighted a major role of secreted HSPs which interact with
immune cells and act as immunomodulators (Figure 1).

Furthermore, growing body of evidence has shown that extracellular HSP (eHSP)
could be used as circulating biomarkers, mainly in cancer [30]. Extracellular HSPs were de-
scribed to be involved in tumor progression and metastasis [31]. For example, HSP70 serum
level has been shown to correlate with tumor volume in non-small cell lung cancer [32].
HSP27 has also been extensively studied in various cancers including breast, ovarian, or
colorectal cancer in which an increase in its extracellular level has been associated with
poor prognostics [33-35]. In the tumor microenvironment, extracellular HSP27 (eHSP27)
was able to activate TLR3 receptors and thereby to promote angiogenesis [36]. Recent
studies showed that eHSPs could also be found in extracellular vesicles (EVs) and could
represent new perspectives for diagnosis and therapeutic strategies [30]. For example, a
recent study showed that the concentration of circulating HSP70-positive exosomes in lung
and breast cancer patients was significantly higher compared to healthy volunteers and
were useful to discriminate metastatic from non-metastatic patients [37].

The current review will describe the role of extracellular HSPs in several lung disorders
involving [LDs and progressive lung fibrosis highlighting the importance of this particular
stress proteins to develop new therapeutic strategies and discover potential biomarkers in
fibrosing ILDs (Figure 2 and Table 2).

\
\

towards fibrosing ILD current difficulties eHSPs potential applications
P——————— = N
IPF 5
% Complicated and UL
NSIP late diagnosis i
SSc i "
¢ Lack of '
RA discriminative :
SA biomarkers y
Blood ' BALF
PNC < No curative :
therapeutic [ |
HP strategies i
DILD ;
& collagen accumulation \ B
eHSP eHSP to better
to earlier diagnosis |, discriminate type
and disease of disease
monitoring

«» eHSP as therapeutic targets

s L

Figure 2. eHSPs are a promising biomarker and therapeutic target in ILDs. IPF: idiopathic pulmonary fibrosis; NSIP:
nonspecific interstitial pneumonia; SSc: systemic sclerosis; RA: theumatoid arthritis; SA: sarcoidosis; PNC: pneumoconiosis;
HP: hypersensitivity pneumonitis; DILD: drug-induced lung disease.
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Table 2. Incorporation of pathogenic roles of eHSP in ILDs that implicate their roles as biomarkers and as therapeu-

tic molecules.

Pathology eHSP Protein  Auto-Antibody Blgllsig‘;:al Prognosis/Diagnosis Authors
HSP90 - - Serum Prognosis [16]
IPF HSP70 - + Serum, BALF Prognosis/Diagnosis [38-40]
HSP47 - 0 Serum Prognosis [41-43]
HSP70 + - Serum, BALF Prognostic [44,45]
SSe HSP90 + - Blood Prognostic [46]
HSP27 - - Blood Diagnosis [47]
«2 HSP + — BALF Diagnosis [48]
RA citrljifll?te d + + Blood Prognosis/Diagnosis [49]
HSP70 + — Blood Under investigation [50]
HSP70 — + Serum Diagnosis [51]
HSPMtb 16 + Serum Diagnosis [52]
SA HSPMtb 65 + - Serum, BALF Diagnosis [53]
HSPMtb 70 + — Serum Diagnosis [54]
HSP70 + - BALF Diagnosis [53]
] Deserve further investigated in fibrosing ILD context
HSP60
[55]
NSIP HSP47 i + Serum, BALF Diagnosis/Prognosis [42]
[56]
HSP70 + - Serum Diagnosis [57
PNC HSP27 + - Serum Diagnosis [58]
HSPY0 . - Blood Under investigation [59]
HSPMtb Deserve further investigated in fibrosing ILD context
HSP70 + - BALF Diagnosis [60]
HP «2 HSP + = BALF Diagnosis [61]
HSPMtb 65 Deserve further investigated in fibrosing ILD context
DILD HSP47 + - Serum Diagnosis [62]

2. Heat Shock Proteins Modulate Immune Cell Functions in Fibrosing ILDs

Even if the origin of inflammation leading to fibrosis in ILDs depends on the patho-
genesis of each diseases, similar sub-types of immune cells and cytokines/chemokines are
involved in all cases. Briefly, it is clear that cells of both the innate and adaptive immune
system such as macrophages, APC cells, CD4+ T-cells (Th1, Th2, Th17) are linked to the
pathogenesis of fibrosing ILDs [63,64] (Figure 1). Oversimplified M1/M2 macrophage polar-
ization nomenclature can help to understand how macrophages contribute to fibrosis. M1-
like macrophages have been found to promote fibrosis by secreting pro-inflammatory 1L-6,
IL-12 and TNF-« as well as promoting the Th17 and neutrophilic immune response [65-68].
In autoimmune or inflammatory fibrosing ILDs, macrophages promote secretion of pro-
inflammatory cytokines, ROS, stimulates Th1/Th17 response and inhibits regulatory cells
(e.g., RA, SA, hypersensitivity pneumonitis, pneumoconiosis) [69]. M2-like macrophages
have been linked to fibrotic processes through the promotion of CC ligand (CCL) 2 and
CC ligand 17 and particularly by increased secretion of TGF-3, IL-10, and IL-33; three
well-known pro-fibrotic cytokines. These suppressive cells, implicated in wound healing,
stimulates Treg/Th2 expansion and restrains T-cell activation. In SSc-ILDs, macrophages
seem to be programmed to differentiate in M2 phenotype through TLR2-TLR4 signaling
and promote fibrosis [70]. In addition, in response to interactions with pathogen-associated
molecular patterns or danger-associated molecular patterns and TLR2-TLR4 signaling,
antigen-presenting cells (DC, neutrophils or macrophages) can also adopt fibrosing prop-
erties as seen in SA with HSPs from pathogens such as Mycobacterium tuberculosis. In IPF
and SSc-ILD, increased production of CCL18 by APC cells promotes collagen production
by lung fibroblasts [7]. On the contrary, the role of lymphocytes in fibrosing ILDs remains
poorly understood. Nevertheless, an excessive accumulation of T lymphocytes has been
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observed in several pulmonary fibrotic diseases (SSC-ILDs and IPF) [71]. Moreover, a
disturbance in Th1/Th2 balance with abnormal profibrotic Th2-polarized T-cell response
has been associated with tissue damage and fibrosis in SSc-ILD and in IPF [72,73].

Immunomodulation by regulatory immune cells is crucial in dampening pathogenic
immune responses and inhibiting the transition from inflammation to fibrosis. Therefore,
many current treatments against fibrosis in all ILDs are based on immunoregulators such
as glucorticoids and TNF inhibitors. It has been shown that extracellular or receptor-bound
HSPs mediate immunological functions and immunomodulatory activity [74,75]. Therefore,
modulating HSPs in the context of ILDs could help to restore a proper inflammatory
environment and promote patients” recovery by slowing down fibrosis.

For instance, Hsp70, known to be involved in SSC-ILD, SA, RA, hypersensitivity
pneumonitis or IPF promotes the production of anti-inflammatory cytokines and interacts
with APC and macrophages by binding to their endocytic receptors resulting in the release
of anti-inflammatory cytokine IL-10 that promotes fibrosis [76]. Moreover, eHSP70 has
also been observed not only to induce the production of other pro-fibrotic cytokines such
as IL-6 and TGF-3 in auto-immune diseases but also to increase Th17 response in these
diseases [77]. TLR2/4 receptors” activation is the main characterized pathway through
which eHSP70 may induce its inflammatory effects. Therapeutics strategies modulating
HSP70 expression in tumor environment have been able to modulate regulatory phenotype
of macrophages and promotes tumor regression [78]. One can imagine that in a same
way, targeting eHSP70 expression in the lung could help to slow down fibrosis by modu-
lating macrophage polarization and lung inflammation, damage and fibrosis. Similarly,
Hsp90 involved in the pathogenesis of SS¢/RA-ILDS or pneumoconiosis is known to pro-
mote wound healing and activate innate immune system through NFKB signaling [79,80].
Recently, Hsp90 inhibitors have been shown to ameliorate autoimmune RA, and lung in-
flammation by modulating macrophages, T and DC activity, and may contribute to develop
new therapies against fibrosing ILDs [81]. Finally, HSPs from mycobacterium tuberculosis
that participates to fibrosing SA, and environmental ILDs, are capable of eliciting important
inflammatory immune response through TLR signaling to the extent that they have been
labeled as “superantigens” [82]. Their properties can explain how they promote fibrosis
through inflammation-induced damage to the lung.

The complete mechanisms by which eHSPs modulate immunity and ILDs” pathogen-
esis are yet to be understood. However, it is clear that they are a promising therapeutic
target that can not only be used as a biomarker but also to modulate immune response in
fibrosing ILDs (Figure 1).

3. Extracellular HSP and Fibrosing Diffuse Interstitial Lung Disease
3.1. Fibrosing Idiopathic Diffuse Interstitinl Lung Disease
3.1.1. Idiopathic Pulmonary Fibrosis

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is the most common and canonical chronic fi-
brosing ILD. It is a devastating disease with an unknown etiology and a median overall
survival of approximately 5 years. This rare disease reaches a prevalence around 0.33 and
4.51 cases per 10,000 [83]. This pathology also affects more men than women and rather
the elderly population (rarely under the age of 60) [3,84]. Aging is the main risk factor but
genetic predisposition and environmental factors such as cigarette smoke, wood dust and
air pollution may be involved [85]. To date, only two drugs, pirfenidone and nintedanib,
have been shown to slow down disease progression and no other drug demonstrated
efficiency to stop or reverse it [84,86].

HSPs and eHSPs were highlighted to take part in the pathogenesis of IPF and have
been widely investigated [16]. Dong et al. demonstrated the usefulness of 1G6-D7, a
monoclonal antibody specifically targeting eHSP90«, to attenuate bleomycin-induced lung
fibrosis by interfering with LRP1-Erk signaling [87]. In 2018, Bellaye et al. confirmed the
importance of eHSP90 as a potential circulating biomarker. They demonstrated a higher
level of HSP90« in the sera of IPF compared to non-IPF patients in correlation with the
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worsening of fibrosis assessed by respiratory parameters (TLC, FVC and Fevl). In this
study, HSP90« was also found increased in BALF (Broncho Alveolar Lavage Fluids) and
sera from rats with AdTGF-induced lung fibrosis in correlation with collagen level in the
lungs. This work also demonstrated a direct interaction between HSP90f3 (intracellular
isoform) with LRP1 which seems to be essential for the stabilization of LRP1 in plasma
membrane as well as to allow eHSP90«/LRP1 signaling and to promote myofibroblast
differentiation and persistence [88].

Wallace et al. were the first to describe circulating autoreactive IgG against a 70-90 kDa
alveolar epithelial cells” antigen in IPF [38]. Recently, a higher concentration of anti-HSP70
IgG in sera of IPF patients compared to healthy volunteers was described. In this study,
the presence of anti-HSP70 IgG was correlated with a poor prognosis in [PF patients and
with the development of acute exacerbations [39], defined as increasing dyspnea and
or hypoxemia within the preceding 30 days, and new radiographic infiltrates without
other attributable cause of lung dysfunction [89]. They demonstrated that anti-HSP70 IgG
isolated from IPF patients were able to induce lymphocyte and monocyte activation with
an increase CXCL8 secretion associated with disease progression. In contrast, elevated
HSP70 level in the serum of IPF patients compared to healthy subjects was observed
by Mills et al. but without difference with other ILD patients. In this study, higher
BALF levels of anti-HSP70 antibodies were also found in non-progressor IPF patients
compared with progressors but no difference was observed in the antibody levels in the
serum between these two groups of patients. These results support a rather beneficial role
of intra-pulmonary anti-HSP70 antibodies which may promote a homeostatic immune
response [40].

Regarding HSP47, the collagen-specific HSP, the level of protein and autoantibodies
in the sera were not significantly elevated in IPF patients compared with RA or mixed
connective tissue disease (MCTD) patients [41]. These results were further investigated
by Kakugawa et al. who demonstrated that the serum level of anti-HSP47 was higher in
NSIP than IPF patients. In this study, IPF patients did no longer present higher level of
anti-HSP47 compared with healthy controls [42]. A study involving a small cohort showed
an increase in HSP47 level in the serum of IPF patients with acute exacerbations, compared
with stable IPF patients [43]. These results, which should be confirmed in a larger cohort of
patients, suggest different mechanisms of regulation of circulating HSP47 between stable
patients and patients with acute exacerbation. Up to date, findings are too scarce to support
the usefulness of measurement of HSP47 or autoantibody against HSP47 circulating level
in the monitoring of IPF patients (Figure 2 and Table 2).

3.1.2. Nonspecific Interstitial Pneumonia (NSIP)

Nonspecific interstitial pneumonia (NSIP) is often of unknown etiology but its develop-
ment can also occur secondarily to a connective pathology or following toxin exposition [90].
Still poorly understood, the diagnosis of this disease requires the exclusion from all the
other lung pathologies. Sometimes, the difference between nonspecific interstitial pneumo-
nia and usual interstitial pneumonia (UIP), an imaging and histopathological pattern that
characterized IPF, is even difficult to determine. Indeed, a recent work mentioned that an
expansion of fibrotic alveolar walls and fibroblast foci could also be observed in NSIP with-
out being immediately associated with a more deadly UIP [91]. NSIP has a better prognosis
than IPF [92]. NSIP may present as an “inflammatory type” associated with an important
lymphocytic tissue inflammation and good response to immunomodulating therapies in-
cluding corticosteroids or a “highly fibrotic type” associated with lung fibrosis, no response
to therapy, and rapid evolution towards progressive fibrosis [93]. As previously described
in many fibrotic diseases, the expression of HSP47 is increased in type II pneumocytes
and fibroblasts in NSIP in association with a poorer prognosis [55,56]. Additional work
performed in sera of patients with different fibrosing lung diseases showed that higher
levels of anti-HSP47 autoantibodies were found in idiopathic fibrosing NSIP patients than
in patients with IPF or in healthy volunteers [42]. The therapeutic or prognostic value of
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this marker remains to be elucidated. No other eHSP has been investigated in NSIP and,
due to their involvement in other fibrotic diseases, more studies are needed to provide
new information on specific markers and therapeutic strategies in this disease (Figure 2,
Table 2).

3.2. Fibrosing Diffuse Interstitial Lung Disease Associated with Connective Tissue (CTD-FLD)
3.2.1. Systemic Sclerosis-Associated Interstitial Lung Disease (SSc-ILD)

Systemic sclerosis (SSc) is a rare chronic autoimmune disease of unknown cause char-
acterized by diffuse fibrosis and vascular abnormalities in the skin, joints, and internal
organs. Interstitial lung disease (ILD) affects approximately 30 to 50% of SSc patients
and is in its progressive fibrosing form, the leading cause of death in SSc. SSc-ILD be-
longs to the connective tissue diseases (CTDs) and affects mostly young and middle-aged
women [94,95]. This disease is characterized by severe tissue damage, which impairs ep-
ithelial cells that release several pro-fibrotic cytokines thereby promoting the differentiation
of myofibroblasts. Moreover, these myofibroblasts together with remaining resident fibrob-
lasts generate a global immune dysregulation by aggravating inflammation, promoting
immune cells” recruitment and fibrosis [96]. Some studies have shown that mesenchy-
mal cells from SSc-ILD patients strongly upregulate the expression of collagen and other
profibrotic genes” expression such as ACTA2 or WIF1 [97]. However, most studies report
that dysregulation of the immune system causes an accumulation of autoantibodies [98]
responsible for the onset of SSc-ILD. Due to its importance in this pathology, the immune
system is a major target to develop biomarkers and therapeutic tools. Current strategies
targeting the immune system have been shown to slow the progression of the disease.
Indeed, immunosuppressant combination therapies such as mycophenolate mofetil and
cyclophosphamide are currently used to delay disease progression [98]. Moreover, recent
clinical studies have shown that antifibrotic agents approved in IPF such as nintedanib
may be indicated in progressive SSc-ILD to slow down fibrosis progression [99]. In most
severe cases, both hematopoietic stem cell transplantation and lung transplantation are
also discussed [95]. Due to the lack of available effective treatments, biomarker discovery
is the next challenge in therapeutic care of SSc-ILD patients [100]. In recent years, several
potential biomarkers and therapeutic targets have been proposed. Among them, some alve-
olar epithelial cell damage markers such as SP-D (surfactant protein D) and KL-6 (Krebs
von den Lungen-6) have been described and are directly correlated with lung disease
severity [101]. In this context, some HSPs have also been defined as circulating biomarkers.
Luzina et al. showed in a mouse model of bleomycin-induced SSc-ILD that extracellular
HSP70 (eHSP70) levels were enhanced in association with 11.33, a maker correlated with
pulmonary fibrosis severity in sera of SSc patients [44]. These studies also unveiled an
increase in eHSP70 levels in BALF from patients with SSc-ILD and reinforce the interest
in this extracellular HSP as a therapeutic and diagnostic tool [44]. Recently, Ogawa et al.
revealed that eHSP70 level in patients” sera correlated with pulmonary fibrosis and the
modified Rodnan total skin thickness score (which scores the SSc stage in patients) [45].

Other studies have shown that eHSP90 was associated with increased inflammatory
activity, worse lung functions, and severe skin involvement in patients with SSc. In
this study, baseline HSP90 level in plasma was predictive of the 12-month change in
DLCO (diffusing capacity for carbon monoxide) in SSc-ILD patients [46]. In addition, the
expression of HSP27 also appears to be increased in the blood of SSc patients [47]. On the
contrary, proteomic investigation performed in BALF from SSc patients with and without
pulmonary fibrosis described a decrease in «-2 heat shock protein, specifically in patients
with lung fibrosis, suggesting that individual HSPs may be differently regulated depending
on specific diseases [48]. Taken together, these findings suggest that eHSPs are promising
easily accessible and detectable biomarkers for SSc-ILD patients” follow-up and could
improve patient care. Nonetheless, little is known about the involvement of increased level
of HSPs in SSc-ILD pathogenesis and further investigations are required to understand
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whether they can be potential therapeutic targets in SSc-associated lung fibrosis (Figure 2,
Table 2).

3.2.2. Rheumatoid Arthritis-Associated Interstitial Lung Disease (RA-ILD)

Rheumatoid arthritis (RA) is one of the main connective tissue diseases associated
to ILD. Progressive lung fibrosis is a major complication of RA, which occurs in 30% of
patients affected with this inflammatory joint pathology [102]. RA-ILD can further be
divided according to its severity and prognosis into nonspecific interstitial pneumonia
(NSIP) or usual interstitial pneumonia (UIP) which presents 1.6-fold higher risk of death.
Moreover, RA is a gateway to opportunistic infections and drug toxicity which increases
significantly disease-associated morbidity and mortality [103]. This pathology is char-
acterized by a global inflammatory response in patients that progressively affects many
tissues including the lungs. This disease is distinguished by the presence of autoantibodies
not only in blood but also in the lungs. They are representative of a systemic inflamma-
tion characterized by the presence of inflammatory cytokines and chemokines. Increased
level of TNF-«, IEN-y, IL-6, I1-12, ROS, and other chemokines are observed with an en-
hanced recruitment of inflammatory macrophages and neutrophils that are also described
in the pathogenesis of lung fibrosis [104]. Beyond glucocorticoids, disease-modifying
antirheumatic drugs (DMARDSs) like methotrexate, TNF-« inhibitors, and other emerging
biotherapy are indicated and often efficient to treat the rheumatologic disease. Antifibrotics
(nintedanib or pirfenidone) have been recently recommended in progressive lung fibrosis
associated with RA [105]. However, level of evidence of their use is low [106]. Thanks
to high-resolution computed tomography (HRCT) different researchers have been able
to correlate ILD progression and mortality in RA-affected patients [105]. Unfortunately,
HCRT is not an early diagnosis tool and can only be used when pulmonary symptoms
are seen in patients with RA. Thus, tools that allow an early detection of patients at risk
to develop ILD are needed and under investigation. Recently, several biomarkers have
been proposed to evaluate ILD in RA patients. Among these markers, the gain-of-function
MUCS5B promoter variant involved in mucin production [107], KL-6, and other glycopro-
teins produced by pneumocytes are described as potential ILD biomarkers [108]. In this
context of discovering predictive markers in RA-ILD, the search of autoantigens containing
the amino acid citrulline in inflamed fluid seems to be a promising axis [109]. Previous
work have identified the presence of anti-citrullinated HSP90 antibodies in patients” sera
and determined that they can help to distinguish RA-ILD from RA or IPF [49]. Furthermore,
Harlow et al. have also identified the presence of citrullinated HSP90@ that induced an
autoreactive T-cell response in BALF from RA patients [110]. It has also been described
that incubation of blood from RA-ILD patients with citrullinated HSP903, induces IFN-y
(Th1 like cytokine) expression compared to blood from RA patients without ILD [111].
These studies suggested that citrullinated HSP90@ could promote inflammation and may
contribute to fibrosis in a RA-ILD context. This assumption needs to be further investigated
and could promote citrullinated HSP90$3 as not only a predictive biomarker but also an
interesting therapeutic target to treat RA-ILD. In classical RA, many other eHSPs have been
also studied for their therapeutic potential [50]. For example, the dual (immunosuppres-
sive or pro-inflammatory) role of eHSP70 has been notably observed in human peripheral
blood mononuclear cells. Tukaj et al. demonstrated that HSP70 mediated I1-6 secretion
and, consequently, an increase of Th17 and Th17/Treg ratio and a decrease in Th1 and
Th1/Th2 ratio [112]. As these effects are associated with the promotion of fibrosis in lung
tissue, studying eHSP70 implication in RA-ILD could provide new therapeutic strategies.
Furthermore, in this constant quest for predictive biomarkers, a deeper investigation of the
relevance of anti-HSP autoantibodies in RA-ILD may be interesting in order to anticipate
and mitigate their pulmonary manifestations (Figure 2, Table 2).
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3.3. Sarcoidosis-Associated Interstitial Lung Disease (SA-ILD)

Lung are involved in 90 to 95% of cases of sarcoidosis, a pathology of unknown
etiology, and patients present respiratory and systemic symptoms, including cough, chest
pain, fatigue, musculoskeletal symptoms, fevers, and weight loss. Sarcoidosis-associated
interstitial lung disease mortality is increasing over the years [113]. Even though little is
known about the pathogenesis of this disease, some research showed that an unknown
antigen presented by antigen-presenting cells (APCs) (such as macrophages, dendritic
cells or AEC II) to naive T-cells could be responsible for its initiation. The polarization of
the T lymphocytes into a Thl phenotype might induce the recruitment of inflammatory
macrophages and lymphocytes that proliferate and differentiate into a sarcoid granuloma
able to initiate fibrosis. This peripheral fibrosis causes a massive deposition of collagen
which obliterates the parenchymal tissue and constitutes the final stage of sarcoidosis [114].
Systemic corticosteroids are often the first line of treatment for SA but some other therapies
such as methotrexate or TNF-alpha inhibitors can also be recommended [115]. Therapies
used to treat SA generate multiple side effects, which is why discovery of new therapeutic
agents are needed. In this context, it has been reported that some IgG against HSP70
but not HSP90 were increased in the sera of patients with pulmonary sarcoidosis [51].
Due to the similarities between sarcoidosis and tuberculosis, some studies suggested that
Muycobacterium tuberculosis could be a promoting factor of SA-ILD [116]. Some bacterial
HSP such as Mycobacterium tuberculosis (Mtb) HSP65, HSP70, and HSP16 were investigated
in the context of SA. Mycobacteria antigens are recognized by the host immune system as
PAMPs/DAMPs (pathogen-associated molecular patterns/damage-associated molecular
patterns) and presented by antigen-presenting cells (APC). As a consequence, HSPj,
are expressed on the surface of APC to be presented to T-cells and may promote an
autoimmune response involved in SA. Dubaniewicz et al. demonstrated that HSP,,
were present in lymph nodes from SA-ILD patients and participated at several stages of
the disease’s development. HSP16y, was expressed at early stage whereas HSP70,y,
was expressed later and HSP65);, was continually expressed in capillary vessels in the
lymph nodes [117]. Highly expressed HSP16ys, would be the main actor to initiate the
autoimmune response in SA. Moreover, it appears that HSP16yy, maintained M. tuberculosis
in a genetic dormant stage in patients and is believed to further promote the development
of SA [52]. Further, HSP16,, inhibited nitric oxide synthase’s expression, antimicrobial
activity, and induced monocyte apoptosis resistance, a feature of sarcoidosis, suggesting
that HSP16y5;, may have a prominent role in sarcoidosis pathogenesis. Treatment of
peripheral blood mononuclear cells from SA patients with Mtb-HSPs induced a strong
upregulation of pro-inflammatory cytokines suggesting that these antigens could elicit the
host’s immune response [54]. Mtb-HSPs signaled through specific receptors, mainly TLR2
and TLR4, and induced an inflammatory cascade that damaged tissues and contributed
to the release of more pro-inflammatory mediators resulting in chronic inflammation
and autoimmunity. Nevertheless, the inflammatory response induced by Mtb-HSPs is
dependent on the genetic predisposition of the host [116].

In another study on patients diagnosed with sarcoidosis, it was shown that high levels
of HSP65 and HSP70 were found in alveolar macrophages retrieved in BALF [53].

Besides, it is worthwhile to note that several inflammatory bowel diseases, also asso-
ciated with granuloma, generate pulmonary complications [118]. For example, Crohn’s
disease was described to mimic sarcoidosis with some patients presenting lymphocytic
alveolitis in BALF with an elevated CD4/CD8 ratio, a highly specific marker of sarcoido-
sis [119]. As eHSP such as HSP90« or HSP60 are already described to be involved in
inflammatory bowel diseases [120], it should be interesting to further explore their role as
new biomarkers and therapeutic targets in the development of fibrosing lung complications
in these types of diseases (Figure 2, Table 2).
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3.4. Fibrosing Environmental Interstitial Lung Disease
3.4.1. Pneumoconiosis (PNC)

Pneumoconiosis are a group of disease caused by the inhalation of inorganic dust
mainly observed in a professional environment. These ILDs are often associated with
progressive fibrotic damage to the lung. Silicosis and asbestosis are the most common
forms of pneumoconiosis [121]. Alveolar macrophages present inside the lung will respond
to the inhalation of particles by inducing phagocytosis and initiating the inflammatory
process, ultimately leading to collagen production and development of a fibrotic pneumo-
coniosis [122]. Currently, there is no effective treatment for this pathology. In this context,
finding early disease markers may help to limit the evolution of pneumoconiosis into
lung fibrosis. Yang et al. showed in coke oven workers that HSP70 level in plasma was
increased proportionally to the dose of burned coal they were exposed to [57]. Surprisingly,
in lymphocytes from coke workers, HSP70 expression was negatively proportional to pa-
tients” exposure to particles. This may suggest that a high level of particles reduces HSP70
which may have a beneficial role on the disease progression, as previously shown in other
fibrotic diseases. In peripheral blood lymphocytes from coke oven workers, several studies
described the existence of three polymorphic forms of the HSP70 gene: HSP70-1 G190C,
HSP70-2 G1267A, and HSP70-hom T2437C. People with homozygous HSP70-1 C/C geno-
type were the most susceptible to develop DNA damage inside their peripheral blood
lymphocytes. Expression of HSP70 and evaluation of HSP70 polymorphism in circulating
lymphocyte collected from the blood may represent a novel type of “liquid biopsy” instead
of direct measurement of circulating HSPs. Thus, further investigation is needed to deter-
mine if HSP70 in plasma and /or in circulating lymphocytes can be used as a biomarker to
protect employees from occupational pneumoconiosis and its complications [58]. Similarly,
Zhang et al. determined that HSP90 was increased in blood lymphocytes from coke oven
workers and this was dependent on the exposition to polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHs [59]). These data suggest that HSP90 may also be involved in pneumoconiosis and
may serve as a biomarker, as HSP70, in circulating lymphocytes. Interestingly, this study
also highlighted that HSP60 and HSP27 expression in circulating lymphocytes were similar
in coke oven workers and controls suggesting a specific interest of HSP70 and HSP90 in this
disease [59]. Some others studies showed that the TGF-p1-dependent SMAD pathway and
EMT could be promoted by exposition to silica. As EMT is one of the major processes in
pneumoconiosis/fibrosis and HSPs are important regulators of EMT, one can hypothesize
that modulating HSPs might limit fibrosis progression in pneumoconiosis [123]. Unfor-
tunately, to date, no studies further investigated the role of eHSPs in silica-induced EMT.
Lastly, several works have identified a relationship between coal workers” pneumoconiosis
and Mycobacterium malmoense, a nontuberculous mycobacteria [124]. Knowing that HSPs
from Mycobucterium have been incriminated in ILD associated with sacroidosis, there is a
potential interest, not yet investigated, to evaluate their expression and potential use as a
biomarker in pneumoconiosis (Figure 2, Table 2).

3.4.2. Hypersensitivity Pneumonitis (HP)

Hypersensitivity pneumonitis is an immune-mediated inflammatory lung disease
caused by the inhalation of a large variety of antigens from animals, bacteria, fungi, plants,
metals, and chemicals found in the environment [125]. These antigens are responsible
for several specific well-described entities with, for instance, Farmer’s Lung Disease Bird
Fancier’s Lung or metalworking-fluid hypersensitivity pneumonitis or hot tub lung. HP
are classified into nonfibrotic and fibrotic phenotypes [125]. Early detection of the factors
responsible for these diseases would allow to prevent their progression from acute forms to
chronic fibrotic forms with poor prognosis [126]. Patients with HP present an increase in IL-
17 potentially caused by a defective regulatory T-cell function that leads to an exacerbated
immune response. In fibrotic HP patients, an important increase in T-helper 17 lymphocytes
(CD4+) has been observed. This increase in pro-inflammatory Th17 cells, known for
their implication in autoimmune disease or fibrotic mechanisms, could give additional
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explanation on the development of fibrosis during HP [127]. Concerning HP’s treatment or
prevention, the most obvious recommendation is to limit exposure to previously described
pathogens in a professional environment, but corticoids can be recommended to circumvent
inflammation in patients with mild HP. In severe cases of HF, a lung transplantation can
also be considered [128]. In order to improve the management and prevent serious forms
of the pathology, several studies are investigating serological or BALF markers in context
of HP. For example, KL-6, previously described in connective disease, was found to be
increased during the acute exacerbation of HP and correlated with SP-D expression by
different epithelial lung cells in this disease [129]. In this context, HSPs have been found
to act as promising circulating markers. Racine et al. showed that alveolar macrophages
(AMs) from challenged mice with antigens from Saccharopolyspora rectivirgula (SR) exhibited
increased basal level of HSP70 compared to control mice. However, a second stimulation
with SR-antigen on these AMs, did not further enhance HSP70 levels in sensitized mice
compared to control mice, which showed much higher HSP70 levels [60]. The absence
of HSP70 response to an additional stress in HP mice could be explained by the altered
immunoregulatory activity observed during HP. Furthermore, AMs isolated in BALF from
HP patients expressed higher levels of HSP70 than healthy patients. Altogether, these
findings suggest that targeting HSP70 in circulating macrophages could modulate the
dysregulated immune response. Interestingly, it has been reported that expression of «-2
heat shock glycoprotein is decreased in BALF from patient with fibrotic HP compared to
HP patients with usual interstitial pneumonia phenotype [61]. Therefore, x-2 heat shock
glycoprotein and HSP70 in circulating immune cells may be potential therapeutic targets
and biomarkers that could be used to anticipate the evolution of this pathology (Figure 2,
Table 2)

3.4.3. Drug-Induced ILD

Drug-induced lung disease (DILD) is another set of ILD associated with an exposure.
Kakugawa et al. [62] have evaluated serum HSP47 levels in patients with DILD. This study
demonstrated that serum HSP47 levels were elevated in patients with DILD who had
the worst outcomes among the different subgroups of DILD. Serum HSP47 levels also
significantly correlated with various respiratory parameters. Interestingly, they show that
serum levels of HSP47 in the group of patients requiring glucocorticoids were significantly
higher than those in patients who experienced clinical improvement without glucocorticoid
administration (Figure 2, Table 2).

4, Conclusions

This review highlights the role of extracellular HSPs and their potential use as diagnos-
tic and therapeutic tools in fibrosing interstitial lung disease (Figure 2 and Table 2). HSPs
are ubiquitous proteins whose expression is enhanced under various stresses and diseases.
HSPs have been demonstrated to be involved in numerous pathologies including fibrosing
ILDs. Despite the growing body of evidence demonstrating that HSPs are largely involved
in fibrosing ILDs, the diagnostic or therapeutic strategies involving H5Ps” measurement
or inhibition/upregulation are far from being investigated. In addition, this review un-
covers autoantibodies against eHSPs as potential biomarkers as they are found in many
patients with ILDs. Nevertheless, little is known about their functions and whether their
upregulation in fibrogenesis is a driving factor or if an indirect marker of the evolution of
disease remains unclear. Antibodies against HSPs are found in normal conditions as well
as in pathological contexts and they are described to modulate positively or negatively
the immune response. Further investigations are required to understand whether they
are a cause or a consequence of the disease and if they could be used as a diagnostic or
therapeutic tool in fibrosing ILDs (Figure 2 and Table 2). It is clear that HSPs seem involved
in all ILDs and results presented here clearly point out their role in pathogenesis as well as
their presence in several biological fluids. Nevertheless, the major limitation in the use of
eHSPs as biomarkers may be the lack of specificity of eHSPs since there are a wild range of
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conditions in which they are overexpressed. However, a growing number of studies sup-
ports their usefulness, and options for improvement exist by combining several markers.
In addition, even though the use of eHSPs as biomarker of diagnosis in the context of ILDs
seems unlikely, their use as biomarker of disease progression and/or therapy efficacy in
fibrosing ILDs may be useful to improve patients’ outcome and management.

Moreover, strategies in vivo to modulate eHSPs” expression were somehow effective
to prevent, limit or stop the progression of certain types of ILDs such as IPFE. Finally, the
current review highlights the lack of investigations on the role of extracellular vesicles and
especially HSPs in EVs in the field of fibrosing lung diseases. Today, extracellular HSPs
and, in particular, HSPs in exosomes are widely studied for their theranostic potential in
cancer. It is important for the respiratory research and clinical field to take advantage of
this knowledge about HSPs in exosomes that are the reflection of eHSPs from cells and try
to discover new therapeutic targets and diagnostic strategies to overcome the burden of
lung diseases that continues to increase over the years.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

La fibrose pulmonaire est une maladie incurable qui occasionne chaque année le déces de
milliers de patients. A ce jour, plusieurs problématiques persistent dans la prise en charge des
patients atteints de FPI. En effet, la prise en charge souvent tardive des patients, la complexité
du diagnostic et le mangue de solutions thérapeutiques sont autant de points qui expliquent le
taux de mortalité élevé de cette pathologie. Bien que la FPI soit la pathologie pulmonaire
interstitielle la plus fréquente, 13 a 40% des pneumopathies dites d’exposition, de causes
inconnues ou acquises d’une premiere affection (telle que la sarcoidose, la polyarthrite
rhumatoide, la sclérodermie systémique, etc.), évoluent aussi vers un phénotype de fibrose
progressive 2%8. Aussi, de récentes études portant sur le COVID-19 établissent qu’environ 45%
des survivants a I’infection a coronavirus auraient développé une fibrose pulmonaire inhérente
a I’infection virale et corrélée a sa gravité 2°°. Dans ce contexte thérapeutique tendu, accroitre
I’offre thérapeutique et mieux prédire la réponse aux traitements constitue I’enjeu clinique de
demain. Mes travaux de thése nous ont dans un premier temps, permis d’évaluer le **F-FMISO
ciblant les zones hypoxiques pulmonaires comme biomarqueur prédictif de la pathologie. Ce
marqueur permet aussi d’anticiper et de suivre la réponse aux thérapeutiques de facon a faciliter
I’acces des patients a une médecine davantage personnalisée. Ensuite, nous avons mis en
évidence le potentiel intérét d’une molécule chimique inhibitrice de la petite protéine de choc
thermique HSPB5, le NCI-41356 dans la fibrose induite expérimentalement. Cette molécule
pourrait venir agrandir a elle seule I’offre thérapeutique actuelle ou bien étre administrée de
fagon combinée a une molécule existante. En effet une des stratégies d’amélioration de la prise
en charge des patients FPI est d’associer plusieurs molécules médicamenteuses aux mécanismes
d’action différents, donc modulant différentes voies mécanistiques profibrotiques. Enfin, nos
travaux tout juste initiés et portant sur I’inhibition de la forme extracellulaire d’HSP90 et de
son récepteur associ¢é LRP1 dans la FPI montrent que I’administration de ’anticorps anti-
eHSP90 diminuerait ’accumulation de collagéne de fagon dose-dépendante dans un modele
murin de fibrose induite a la bléomycine. De futures investigations sont nécessaires pour

confirmer ces données.
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Projetl. [®F] FMISO en tant que biomarqueur précoce de la maladie et
predictif de la réponse au traitement

Dans le cadre de ce projet intitulé « Imagerie via le ¥F-FMISO PET/CT de I'hypoxie, un
biomarqueur non invasif de la progression de la maladie et de I'efficacité des traitements dans
un modéle préclinique de la fibrose pulmonaire : comparaison avec la TEP/CT ®F-FDG »,
nous nous sommes tout d’abord intéressés a I’utilisation du **F-FMISO en tant que biomarqueur

non invasif de la progression de la maladie et de la réponse aux traitements antifibrotiques.

[18F]FMISO en tant que biomarqueur diagnostic précoce et prédictif de la
progression de la maladie : une solution complémentaire innovante

L'imagerie moléculaire in vivo est devenue un outil central dans la recherche préclinique, les
essais cliniques et la pratique médicale pour le diagnostic et le suivi de nombreuses affections
(tumeur du sein, cancer bronchique non a petites cellules, etc.) 3°. L'imagerie de la fibrose
pulmonaire reste souvent limitée a la tomodensitométrie a haute résolution dans la pratique
clinique a la fois pour le diagnostic et le suivi. Dans ce projet, nous avons tout d’abord confirmé
les rapports précédents, en montrant que I'imagerie CT longitudinale est un outil fiable pour
surveiller la gravité et la progression des zones fibrotiques pulmonaires. En effet, la
quantification CT a détecté des zones fibrotiques dans les poumons des souris recevant la BLM
a partir de J9 avec progression jusqu'a J23 en corrélation avec la détermination histologique
classique de la teneur en collagene pulmonaire dans ce modele préclinique. Nos résultats sont
ainsi conformes aux études précédentes démontrant que la quantification médiée par la
tomodensitométrie pulmonaire était corrélable aux lectures histologiques et permettaient ainsi
de quantifier de maniére efficace et non invasive la progression longitudinale de la maladie
dans plusieurs modeles de fibrose pulmonaire 302303,

Cependant, le principal défi clinique reste I'impossibilité de prédire I'évolution de la maladie au
moment du diagnostic. Cocconcelli et al. ont démontré que la mesure de I'étendue des zones
fibrotiqgues pulmonaires des patients FPI par HCRT était utile pour différencier les
« progresseurs » rapides des progresseurs « lents » a la présentation de la maladie . De plus,
il a été démontré que les changements structurels précoces déterminés par HRCT pouvaient
également prédire la progression de la fonction pulmonaire des patients atteints de FP1 395306,
Neanmoins, dans notre étude préclinique sur la fibrose pulmonaire induite par la BLM chez la
souris nous n'avons pas retrouveé de corrélation entre la quantification précoce par HCRT et la
progression de la maladie. Cet écart peut s'expliquer par les différences entre les lésions

observables au scanner dans les modéles animaux et dans la FP1 humaine. Alors que la fibrose
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induite par la BLM reste un modéle robuste regroupant des caractéristiques telles que
I'accumulation de collagéne et la détérioration de la fonction pulmonaire, elle ne récapitule pas
complétement les caractéristiques de la FPI observables en HCRT telles que les Iésions en nid
d'abeille caractéristiques des patients atteints de FPI. Un autre biais réside dans le schéma de
progression de la fibrose induite par la BLM qui peut étre plus homogéne que celui survenant
chez les patients atteint de FPI, et ce en raison de procédures expérimentales controlées. De
plus, I’'imagerie HRCT de diagnostic, réalisée chez les patients atteints de FP1 est probablement
représentative d'une fibrose pulmonaire plus avancée que dans notre modéle animal en raison
des retards de diagnostic observeés dans la vie courante. En conséquence, les lésions fibrotiques
précoces détectées dans notre modele a J9 peuvent ne pas étre suffisamment avancées pour étre
corrélées a la progression de la fibrose telle qu'observée dans la FP1 humaine.

Pour résumer, bien que de nombreuses études précliniques et cliniques aient montré 1’intérét de
I’utilisation de la quantification HRCT a des fins diagnostiques et de suivi de la maladie, cette
derniére n'est encore pas intégrée dans une pratique clinique de routine.

C’est dans ce contexte que le couplage de la tomodensitometrie haute résolution a I’utilisation
de traceurs radiopharmaceutiques pourrait permettre un diagnostic plus précoce ainsi qu’un
suivi plus robuste et précis de la maladie. En effet, les avancées réalisées ces derniéres années
ont permis le développement de nouvelles sondes d'imagerie ciblant le collagéne (®®Ga-CBP8)
307 les intégrines ([*3F]FB-A20FMDV2)!" ou encore le métabolisme du glucose ([*®F]FDG)3%®
validés avec succes lors d’essai cliniques. Ces sondes couplées a la tomodensitométrie classique
devraient permettre d’améliorer la gestion de la FPI et prédire I’évolution de la maladie chez
les patients. Notre étude s’inscrit dans cette recherche de marqueurs plus pertinents. Nous avons
choisi d’exploiter une caractéristique clinique importante des patients atteints de FPI, I'nypoxie
pulmonaire chronique, afin de diagnostiquer plus précocement et efficacement la fibrose.
D’aprés nos résultats, le ®F-FMISO semble présenter une meilleure spécificité et un plus fort
pouvoir diagnostic et prédictif que le ®F-FDG utilisé en clinique. En effet, la distribution
temporelle et spatiale de I'absorption du ®F-FDG dans le poumon fibrotique a la fois en
contexte clinique et préclinique suggére que la TEP au ®F-FDG ne peut que détecter des régions
fibrotiques déja visibles par HRCT, limitant ainsi son intérét en tant que nouvel outil d'imagerie
pour la fibrose pulmonaire. L’utilisation du ®F-FDG pose en outre un certain nombre de
problemes. Méme si les transporteurs de glucose sont regulés a la hausse dans les
myofibroblastes au cours de la FPI, les macrophages et les cellules cancéreuses sont également

caractérisés par une absorption accrue de *F-FDG, ce qui peut conduire a une mauvaise
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interprétation de I'imagerie TEP au ®F-FDG chez les patients atteints de FPI présentant des
comorbidités courantes telles qu’une infection ou un cancer du poumon. Concernant le 8F-
FMISO nous avons démontré que contrairement au 8F-FDG, il était capable non seulement
d’identifier des zones fibrotiques non détectables par HCRT mais également de prédire
I’évolution de la maladie de maniére fiable. En effet, nous avons demontré que I'augmentation
de la captation pulmonaire du 8F-FMISO se produisait dans des zones apparaissant « normales
» en tomodensitomeétrie précoce qui correspondaient aux futurs lésions fibrotiques. Ces données
sont conformes a d'autres études démontrant que HIF-1a et CAIX, deux marqueurs de
I’hypoxie, étaient régulés positivement non seulement dans les zones de fibrose active, mais
également dans les zones pulmonaires de FPI qui semblent histologiquement normales 3%°. Ces
résultats suggerent que I'activation de la signalisation de I'nypoxie entraine le remodelage des
zones du poumon FPI qui ne sont pas encore fibrotiques, favorisant ainsi la progression de la
maladie. Ces données sont également étayées par le fait que la fixation du 8F-FMISO s'est
produite a un stade précoce a partir de J9 dans notre modéle suggérant que l'imagerie de
I'hypoxie au F-FMISO, contrairement aux autres sondes disponibles, pourrait représenter un
marqueur précoce de la progression de la fibrose.

Bien que nos résultats obtenus dans un modéle préclinique soient prometteurs, nous devons
nous assurer de leur pertinence chez I’Homme. En effet, malgré la fiabilité de notre mod¢ele
d’étude murin, il est important de rappeler qu’il existe des différences physiologiques pouvant
limiter ’utilisation de notre stratégie chez I’Homme. En effet, la BLM induit une expression
diffuse et massive de la protéine HIF1a dans les poumons de souris, ce qui est différent du
signal HIF1a observé chez les patients atteints de FPI ou ’expression de HIFla s'est avérée
restreinte aux cellules épithéliales alvéolaires hyperplasiques et non aux (myo)fibroblastes 310
312 En conséquence, nos résultats précliniques doivent étre confirmés par des études cliniques
de phase | évaluant la pertinence de la TEP 8F-FMISO chez les patients atteints de FPI. Le *8F-
FMISO fait actuellement 1’objet d’une étude clinique initiée par le service de pneumologie du
CHU de Dijon en collaboration avec le service de médecine nucléaire du Centre Régional De
Lutte Contre Le Cancer Georges-Francois Leclerc (C.G.F.L) de Dijon, chez des patients atteints
de FPI. Cette étude clinique viendra appuyer I’intérét de ce radiotraceur présenté dans un
modele de fibrose expérimentale ou au contraire ne nous permettra pas de conclure
favorablement quant a 1’utilisation de ce dernier dans un contexte de FPI chez ’Homme. Dans
une étude clinique réalisée sur 10 patients FPI, Porter et al. concluent que 1’utilisation du *8F-

FMISO chez les patients FPI ne présente aucun intérét. Cependant, cette étude présente de
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nombreux biais méthodologiques, notamment 1’utilisation comme contrdle des zones saines au
HRCT des patients FPI. Or, nos résultats tendent a montrer que les zones apparaissant saines
au HRCT présentent une augmentation de captation du ®F-FMISO. Ainsi, nous pensons qu’une
autre étude clinique est indispensable pour conclure sur le potentiel intérét du 8F-FMISO en

clinique et dans un contexte de fibrose pulmonaire idiopathique.

Compte tenu des contrindications a la pratique de biopsie sur les patients souffrant de FPI
souvent agés et pluri-pathologiques, la mise au point de biomarqueur non-invasif comme le 8F-
FMISO, pourrait étre un outil révolutionnaire dans la prise en charge des patients. Aussi, il
pourrait permettre d’adapter les thérapeutiques en fonction des réponses observées a la suite
d’une primo-thérapie. Enfin, sur des patients a risque de développer une fibrose pulmonaire
(patient souffrant d’apnée du sommeil, patients atteints de polyarthrite rhumatoide, etc.), le *8F-
FMISO pourrait étre un outil de suivi régulier afin de traiter de fagon préventive et ainsi limiter
le développement de la FP aux conséquences létales. Dans ce cas de figure, la balance
bénéficie/risque d’un traitement préventif de la fibrose reste a évaluer. Aussi, dans un but
préventif ou thérapeutique, 1’élargissement de I’offre de traitement apparait primordial dans le

traitement de la FPI.

[‘F]JFMISO en tant que biomarqueur dans le suivi de la réponse au
traitement

L’identification de biomarqueurs capables de prédire la réponse aux traitements antifibrotiques
correspond aujourd’hui a un besoin clinique réel. Dans le cadre de ces travaux, nous avons
démontré que la variation du taux de *¥F-FMISO incorporé au sein du poumon permettait non
seulement de prédire de maniére précoce la prgression de la FPI mais également de prédire la

réponse aux traitements antifibrotiques.

Aujourd’hui deux médicaments antifibrotiques, la pirfénidone et le nintédanib, sont préconisés
pour le traitement des patients atteints de fibrose pulmonaire idiopathique. Les expériences
menées par notre équipe suggerent que contrairement aux méthodes usuelles (HRCT et/ou
imagerie ®F-FDG), I'imagerie ®F-FMISO permet de prédire I'efficacité du nintedanib. En effet,
nous avons démontré qu’une absorption plus élevée du ®F-FMISO dans le tissu pulmonaire
était associée a une meilleure réponse anti-fibrotique au nintedanib. La progression de la fibrose
et I'efficacité du traitement ont été mesurées par la variation de la MLD (Mean Lung Density)
entre le début et la fin du traitement (J9 et J23) chez les souris controle ou BLM traitées ou non

par la pirfénidone ou le nintédanib. Cette méthode suppose donc que la tomodensitométrie est
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un outil précis pour quantifier la fibrose pulmonaire. Afin de valider davantage notre approche,
nous avons de plus démontré que I'absorption pulmonaire précoce du ®F-FMISO était
également corrélée a la teneur en collagene finale des poumons. Par ailleurs, nos données
précliniques sont en phase avec les résultats de plusieurs études cliniques récentes montrant que
I'hypoxie intracellulaire mesurée par I’imagerie au ®F-FMISO a un impact pronostique chez
les patients atteints de cancer du sein et du pancréas®3!4, De plus, Quintela-Fandino et al. 31°
ont démontré un role prédictif de la TEP au F-FMISO chez les femmes atteintes d’un cancer
du sein précoce HER2 négatif et traitées avec du nintédanib. En effet, en se basant sur des
niveaux d'oxygénation tumorale initiale de patientes non traitées ou traitées avec du nintédanib,
les chercheurs ont montré le F-FMISO permettait de mesurer I'efficacité du nintédanib de
facon précoce.

Par ailleurs, conformément a nos résultats, une étude récente a démontré l'inefficacité de
I'imagerie TEP au 8F-FDG pour évaluer la réponse précoce des patients atteints de FPI au
nintédanib ou a la pirfénidone [18], soulignant davantage le besoin crucial d'un meilleur traceur

pour la détection précoce de la FPI et la surveillance de I'efficacité de la thérapie.

En conclusion, le ®®F-FMISO est un outil prometteur dont 1’utilité prédictive dans un contexte
de fibrose pulmonaire, reste toutefois a évaluer chez I’Homme. Si son efficacité était prouvée,
I’utilisation routiniere de cette sonde non invasive, permettrait de vérifier la réponse
thérapeutique et de la moduler dans les meilleurs délais dans un souci constant, d’améliorer le
confort et la prise en charge des patients souffrant de FPI. D’autre part, le 1®F-FMISO pourrait
servir d’outil de screening permettant d’identifier de nouvelles thérapies dans un premier temps
dans un modele préclinique de fibrose puis chez ’Homme. Enfin, dii a sa spécificité de fixation,
le BBF-FMISO pourrait constituer un outil théranostique de référence permettant de délivrer de
facon ciblée, des drogues couplées au ®F-FMISO au sein des zones hypoxiques et fibrotiques
exclusivement et d’éviter ainsi, les effets systémiques ou non spécifiques des médicaments. Au
sein de notre laboratoire, nous pourrions imaginer coupler systématiquement le F-FMISO aux
molécules anti-fibrosantes en cours de développement afin de suivre I’intérét thérapeutique de
chacune d’entre elles ou bien coupler le ¥F-FMISO a de nouvelles molécules qui seraient

utilisées en prévention du développement de la fibrose.

Dans I’intérét du développement de nouvelles molecules inhibitrices de la fibrose, notre
prochaine étude a permis de montrer que le NCI-41356, un petit inhibiteur chimique, réduisait

la fibrose dans un modele préclinique expérimental.
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Projet 2. Approche therapeutique utilisant le NCI1-41356, un inhibiteur de la
proteine HSPB5 afin de limiter la fibrose pulmonaire

Les protéines de choc thermique (HSP) jouent un rdle crucial dans le développement et la
progression des troubles fibrotiques en modulant notamment la signalisation TGF-B1, I'un des
principaux facteurs pro-fibrotiques participant a la FPI 298316 | es données de la littérature
soulignent I’intérét de mettre en place de nouvelles stratégies thérapeutiques combinatoires afin
de lutter contre cette pathologie. Dans ce contexte, I'association d’inhibiteur des HSPs avec le
nintedanib ou la pirfénidone, aux mécanismes d’action différents, pourraient améliorer
I’efficacité du traitement.

L'étude des HSP au cours des deux dernieres décennies a conduit au développement de
nombreux inhibiteurs de ces protéines en cours d’évaluation clinique, principalement chez les
patients atteints de cancers 37, Tandis que les travaux de recherche se concentraient
majoritairement sur le blocage des fonctions d’HSPCI1 dans le cancer, des inhibiteurs d'autres
HSP ont récemment fait leur apparition 3. L’équipe de Chen et al. a identifié un inhibiteur
spécifique de la protéine HSPB5 nommé NCI-41356 31°. Ces auteurs ont démontré que le NCI-
41356 est capable de module la prolifération cellulaire anti-tumorale et la neo-angiogénese en
perturbant l'interaction HSPB5/VEGF et la signalisation associée dans les cellules cancéreuses
du sein *!°, Notre étude confirme les résultats de Chen et al. puisque nous avons montré que le
NCI-41356 inhibe 'activité chaperonne d’HSPBS5 mais régule aussi négativement les voies pro-
fibrotiques médiées par la signalisation TGF-B1 dépendante des protéines SMAD 318, En effet,
nous avons montré que le NCI-41356 est capable de perturber l'interaction de HSPB5 et
SMADA4 dans un contexte fibrotique conduisant a I'inhibition de la signalisation TGF-B1 in vitro
et a I’inhibition de la fibrose pulmonaire in vivo. Néanmoins, malgreé le role controversé de la
signalisation VEGF dans la fibrose, I'impact du NCI-41356 sur l'interaction HSPB5/VEGF
pourrait en partie expliquer les effets anti-fibrosants observés dans notre étude. Le réle du
VEGF dans la FPI est complexe, avec des zones pulmonaires "saines" montrant une néo-
vascularisation accrue, alors que des régions fibrotiques envahies par I'accumulation de matrice
extracellulaire apparaissent dépourvues de vascularisation. Ainsi, que 1’hyper-vascularisation
associee a la surexpression du VEGF par les cellules épithéliales alvéolaires soit la consequence
de la mise en place d'un processus de protection/régénération de la paroi alveolaire en réponse
a des stimuli pro-fibrotiques ou bien, la cause d'un remodelage tissulaire favorisant la
progression de la fibrose reste une question controversée. Plusieurs études soutiennent un réle

protecteur du VEGF contre la fibrose pulmonaire, notamment via la conservation de I'intégrité
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des cellules endothéliales, qui favorisent la survie des cellules épithéliales pulmonaires par un
mécanisme paracrine 32°. Néanmoins, une augmentation de I'expression du VEGF a été mise en
évidence dans les zones fibrotiques non vascularisées au sein de modeles précliniques,
suggérant un role du VEGF indépendant du systéme vasculaire®?!. Hamada et al. ont démontré
que l'inhibition du VEGF in vivo induisait une atténuation de la fibrose pulmonaire induite par
la bléomycine 322, Enfin, des résultats précliniques et cliniques montrant un effet anti-fibrotique
du nintedanib, un inhibiteur de tyrosine kinase spécifique de plusieurs récepteurs dont les
récepteurs du VEGF, sur la fibrose induite par la bleomycine d'une part et chez les patients
présentant une diminution de la progression de la FPI d'autre part, suggerent une importance de

la voie de signalisation du VEGF dans la fibrogenése 23,

Nos études expérimentales chez la souris, ne nous ont pas permis de conclure sur un quelconque
role du NCI-41356 sur la signalisation du VEGF. Toutefois, nous avons montré que le NCI-
41356 diminuait I’interaction entre VEGF et HSPB5. Dans ce contexte, de futures
investigations pour établir le réle du NCI-41356 sur cette voie de signalisation semblent
nécessaires. Le NCI-41356 pourrait inhiber simultanément la voie de TGF-B1 et limiter la
néovascularisation en inhibant le VEGF. A ce titre, le NCI-41356 pourrait étre une molécule de
choix dans le traitement des patients atteints de FPI. Aussi, I’utilisation de la sonde *F-FMISO
en paralleéle pourrait nous permettre d’administrer trés précocement ces composés de fagon

ciblée et de vérifier leur efficacité a inhiber le développement de la fibrose.

L'efficacité d'un traitement dépend principalement des techniques par lesquelles le médicament
est administré et de la concentration optimale du médicament dans I'organe ciblé pour produire
un bénéfice thérapeutique sans induire d'effets indésirables graves. En raison de leur role crucial
dans I'homéostasie cellulaire, I'inhibition systémique des HSP s'accompagne souvent d'effets
indésirables et d'une toxicité inacceptable 32 (telle que diarrhée, démangeaisons, nausées, etc.)
825, Cette toxicité est le principal frein au développement d’inhibiteurs d’HSP en clinique. De
méme, le TGF-B1 étant une cytokine multifonctionnelle d'une importance clé pour le maintien
de I'noméostasie tissulaire, la modulation systémique de la signalisation du TGF-1 a eté
associée a des effets indésirables graves *?°. Dans ce contexte, ’administration locale dans
I’arbre alvéolaire pulmonaire des molécules actives permettraient d’eviter I'apparition d'effets
indésirables systémiques tout en optimisant la concentration de médicament au site ou la fibrose
est active 327, Un exemple trés courant d’administration par voie inhalée est celle des corticoides

pour le traitement de 1’asthme. Nous pouvons également citer comme autre exemple
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I'administration systémique ou inhalée de lévofloxacine qui a démontré que I'administration
locale améliorait I'accés du médicament au tissu pulmonaire, soutenant la pertinence de cette
approche 3%, On peut également noter que I'administration pulmonaire de médicaments pour
traiter la FPI a suscité un intérét au cours de la derniere décennie et les formulations inhalées
de pirfénidone et de nintédanib ont été testées avec succés chez I’Homme 32933, Pour les deux
médicaments, I'administration locale dans les poumons était associée a des concentrations
pulmonaires plus élevées et plasmatiques plus faibles avec une efficacité anti-fibrotique
conservée 329330 Récemment, Liu et al. 33!, ont synthétisé des liposomes capables de réduire le
dépdt excessif de MEC et la TEM médiée par les macrophages et d’ainsi atténuer la fibrose
pulmonaire en régulant a la hausse la signalisation Nrf2, capable d’inhiber 1’expression des
ROS et du TGF-p. L'administration de ce liposome par inhalation pourrait permettre de réduire
les effets indésirables systémiques et améliorer les effets thérapeutiques. De maniére similaire,
lors de nos travaux nous avons mis en évidence que les effets anti-fibrotiques du NCI-41356
étaient analogues lors d’une administration locale (i.t.) et systémique (i.v.), suggérant un intérét
potentiel de ce médicament en tant que thérapie inhalée dans la FPI. Des travaux
supplémentaires sont nécessaires afin de confirmer le potentiel du NCI-41356 comme

traitement aérosol inhalé de la fibrose pulmonaire.

Projet 3. Intérét de I’inhibition d’HSP90 extracellulaire dans la fibrose
pulmonaire idiopathique

Les travaux sur I’inhibition partielle d’HSP90 dans le contexte de la fibrose pulmonaire

idiopathique sont actuellement encore en cours.

L’inhibition d’HSP90 dans la FPI a largement été étudiée dans la fibrose et des inhibiteurs
comme le 17-AAG ou le 17-DMAG ont vu le jour 240243, L utilisation de ces molécules présente
toutefois quelques limites dues & leur manque de solubilité destabilité et leur hépatotoxicité 332,
De plus, I’inhibition d’HSP90, dont les fonctions physiologiques sont essentielles, pourrait
annihiler les bienfaits de I’utilisation d’un tel traitement 333, Dans le but de réduire les effets de
la fibrose provoquée par HSP90 mais également de limiter les conséquences déléteres de son
inhibition totale, nous nous sommes intéressés a la mise au point d’un traitement ciblant
uniquement la partie extracellulaire d’HSP90 (forme sécrétée et membranaire) et son récepteur
associ¢ LRP1. A ce titre, nous cherchons a ne cibler que la forme extracellulaire d”HSP90

(eHSP90), dont I’expression est augmentée dans la FPI. En effet, Bellaye et al. 2*¢ ont montré

que le niveau circulant d’HSP90 de 31 patients atteints de FPI était plus élevé que celui de
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patients contréles (N=9). De plus, le taux d’expression d’eHSP90 était corrélé a la séverité de
la pathologie. En parallele, Bellaye et al. ont démontré que la forme intracellulaire HSP90B
stabilise LRP1 ce qui permet d’amplifier 1'action extracellulaire de HSP90a. C’est dans ce
contexte, que I’inhibition spécifique d’HSP90a extracellulaire semble étre une stratégie
thérapeutique prometteuse pour réduire la signalisation pro-fibrotique dans la FPI. Dans un
modele de cancer du sein, Stivarou et al. ont mis en évidence, que I’utilisation d’un anticorps
monoclonal anti-HSP90 ne pénétrant pas dans les cellules, réduisait la croissance tumorale et
constituait ainsi un outil prometteur 34, Dés lors, dans nos études, nous nous sommes intéressés
a I’utilisation de ce méme anticorps anti-HSP90 extracellulaire (mAb4C5) dans un contexte de
FPI. Nos premiers résultats montrent qu’in vitro I’inhibition d’HSP90 extracellulaire réduirait
I’expression de marqueurs de la TEM (PAI-1, a-SMA, fibronectine) ; aussi, dans un modéle de
fibrose préclinique, nous avons pu mettre en évidence une signature spécifique de chaque type
cellulaire concernant I’expression d’HSP90 et de LRP1 en fonction de la progression de la
fibrose. In vivo, I’administration quotidienne d’anti-HSP90 extracellulaire a diminué le taux de
collagéne chez les animaux ayant recu la plus forte de dose de traitement comparativement au
groupe contréle. Concernant la sonde de radioimagerie, nos résultats actuels n’ont pas montré
jusque la une plus forte accumulation de la sonde ciblant HSP90 extracellulaire chez les

animaux BLM comparativement aux groupes controles.

Limites et perspectives du Projet 3.

Le Projet 3 étant toujours en cours d’étude, je ne ferai état ici que des difficultés rencontrées
et des perspectives de ce dernier. Une des premiéres limites de ce projet concerne la répétition
des différentes expériences. En effet, I’ensemble de ces expériences mérite d’étre réitéré avant
de pouvoir conclure quant aux réels bénéfices de 1’utilisation thérapeutique de ce fragment
d’anticorps dans le traitement de la FPI. Aussi, I’échec de la quantification par technique
ELISA d’HSP90a dans les sérums et lavage broncho alvéolaire (LBA) d’animaux traités par
I’anti-HSP90a et/ou bléomycine ne nous a pas permis de Vérifier la spécificité de 1’inhibition
d’HSP90. Compte tenu de la tres faible détection voir de 1’absence de détection d’HSP90a dans
les sérums et LBA, cet échec semble étre de nature technique (ELISA peu spécifique,
échantillons détériorés). De plus, 1’IgG contrdle seule a aggravé les effets de la bléomycine et
a provoque la mort d’un plus grand nombre de souris que la bléomycine seule. Compte tenu du
faible nombre d’animaux par groupe, cette mortalité a induit un nombre final insuffisant

d’animaux par groupe, ce qui peut expliquer I’absence de différence significative entre ces
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groupes lors de la mesure du taux de collagéne via I’examen sircol et I’analyse du rouge sirius
respectivement. De plus, I’examen du poids des animaux révele que les écarts entre les
variations des poids des animaux des différents groupes, seraient davantage significatives aux
15eme jour post injection de bléomycine. En effet, les variations de collagéne contenu dans les
poumons des animaux pourraient suivre la méme tendance que celle du poids des animaux. A
ce titre et compte tenu du fait que notre modele de fibrose est un modele régressif, I’examen du
collagene pourrait étre plus opportun a J15 et non J21 aprés ’injection de bléomycine.
L’expérience sera donc prochainement réitérée a J15 et J21, a I’aide d’un autre lot d’anticorps
IgG non relevant. Les problématiques de notre modele régressif de fibrose, du faible nombre
d’animaux inclus et de I’hétérogénéité de notre mode d’injection de la bléomycine pourraient
également expliquer I’absence de différence significative de 1’absorption de notre sonde
radioactive anti-HSP90a. En effet, dans cet examen, seuls 5 animaux par groupe étaient injectés
avec la sonde radioactive, 18 jours aprés I’injection de bléomycine. Nous pouvons également
suspecter que le niveau de surexpression d’HSP90 a la surface des myofibroblastes est trop
faible pour étre détecté par imagerie SPECT. Cette expérience mesurant la capacité de notre

sonde radioactive a détecter les zones de fibrose sera également prochainement réitérée.

Dans un premier temps, notre étude vise donc a élaborer une nouvelle thérapie anti-fibrosante
pouvant étre combinée aux traitements déja existants ou utilisée seule. Dans un second temps,
en complément des examens classiques permettant le diagnostic de la FPI, la mesure non
invasive (prise de sang) de la quantit¢ d’HSP90a pourrait étre utilisée comme outil de suivi
et/ou biomarqueur de Iatteinte pulmonaire au méme titre que le ®F-FMISO. Son utilisation
pourrait aussi étre couplée a celle du ®F-FMISO afin de combiner I’intérét prédictif de 1’un et
thérapeutique de 1’autre. Enfin, la mise au point d’outils ciblant HSP90a dans une population
cellulaire définie pourrait limiter les effets systémiques de I’inhibition. Concernant 1’inhibition
de LRPI1, nous pensons que I’inhibition simultanée d’HSP90a et de son récepteur associé
pourrait avoir des effets déléteres. De plus, nous ne parvenons pas a nous procurer I’inhibiteur
de LRP1 qui a déja fait I’objet de plusieurs études. Cet axe du projet fera donc 1’objet de futures

recherches.
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CONCLUSION GENERALE

Le domaine de la fibrose fait actuellement face a la progression constante du nombre de
malades et a I’absence de traitements efficaces. En effet, malgré les avancées thérapeutiques de
ces derniéres décennies, aucune n’a permis d’enrayer la pathologie. La detection tardive de la
FPI est aujourd’hui un probléme majeur persistant qui nuit a la bonne prise en charge des
patients. Pour autant, 1’avancé réguliére des recherches dans ce domaine nous permet
d’imaginer mieux prédire et traiter 1’atteinte de fagcon a en limiter les sequelles. Les récents
travaux d’imagerie et les études visant a améliorer la compréhension des mécanismes sous-

jacents de la FPI se multiplient et tendent a améliorer 1’offre diagnostique et théranostique.

Dans ce contexte, nos travaux ont permis d’apporter des données scientifiques
encourageantes sur la recherche de nouveaux traitements et outils diagnostiques/théranostiques

de la fibrose pulmonaire.

Nous avons pu montrer que le ®F-FMISO constitue un potentiel traceur
radiopharmaceutique précoce et prédictif de 1’évolution de la fibrose pulmonaire et de la
réponse a son traitement. Par ailleurs nous avons également montré le réle anti-fibrotique d’un
inhibiteur chimique de la voie canonique du TGF-B, le NCI-41356. Enfin, nos résultats
préliminaires concernant la protéine HSP90 nous permettent d’envisager [’utilisation

théranostique d’anticorps recombinant dans ce contexte pathologique.
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Résumé

La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) est une maladie chronique, évolutive et mortelle d'origine inconnue. En France, elle
figure parmi les pathologies interstitielles (P1) les plus fréquentes et touche 4400 nouvelles personnes chaque année. La FPI est
caractérisée par des mécanismes de cicatrisation dérégulés qui induisent I'accumulation de grandes quantités de collagene dans
le tissu pulmonaire et provoquent une désorganisation de l'architecture alvéolaire. Elle se manifeste par une détérioration
progressive de la fonction respiratoire, conduisant en quelques années a une insuffisance respiratoire chronique puis au déces.
Le taux de survie de la fibrose pulmonaire idiopathique est inférieur a celui de nombreux cancers avec une survie médiane de
2 a 5 ans a partir du diagnostic. Cette pathologie, dont le principal facteur de risque outre les facteurs génétiques et
environnementaux (cigarette, pollution, etc.) reste 1’Age, se manifeste rarement avant 60 ans. Malgré les avancées
thérapeutiques récentes réalisées dans le domaine de la fibrose, la FPI reste une maladie incurable et létale. La prise en charge
tardive des patients, la complexité du diagnostic et le manque de solutions thérapeutiques et diagnostiques précoces sont autant
de points qui expliquent la mortalité associée a cette pathologie. Aujourd’hui, il reste crucial de continuer & identifier les acteurs
cellulaires et moléculaires du développement de la FPI afin, d’une part, de développer de nouveaux traitements inhibiteurs et
d’autre part, de mettre au point de nouveaux outils diagnostiques plus précoces.

Dans ce contexte, 1’étude du role des protéines de choc thermique HSPB5 et HSP90 dans la FPI ainsi que des marqueurs de
I’hypoxie pourraient apporter de nouvelles solutions thérapeutiques et diagnostiques. L'imagerie de la FPI est en pratique
limitée a la tomodensitométrie a haute résolution (HRCT). Cet examen reste souvent insuffisant pour un diagnostic définitif de
la maladie et a un impact limité sur la décision thérapeutique et la prise en charge des patients. L'hypoxie pulmonaire est une
caractéristique importante de la FPI, mais son role sur la progression de la maladie reste méconnu. Ainsi a I’aide d’un modele
préclinique de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine nous avons déterming in vivo que ’imagerie de I'hypoxie au 18F-
FMISO pouvait constituer un biomarqueur prédictif de la progression de la maladie et de I'efficacité des traitements par rapport
a un autre marqueur utilisé en clinique le 18F-FDG. Nous avons également montré in vivo dans notre modele murin que
I’administration d’un inhibiteur (le NCI-41356) de HSPBS5, une protéine de choc thermique de bas poids moléculaire connue
pour étre impliquée dans le développement de la fibrose, permet de réduire la fibrose en modulant I’expression de plusieurs
facteurs pro-fibrotiques dont le TGF-B. De plus, nous avons montré qu’inhiber la protéine HSP90, surexprimée a la fois au
niveau circulant et au sein des tissus fibrotiques des patients atteints de FPI, présente un potentiel intérét théranostique.

En conclusion, ce travail de these a permis de caractériser un potentiel traceur radiopharmaceutique précoce et prédictif de
I’évolution de la fibrose pulmonaire ainsi que le role anti-fibrotique d’un inhibiteur chimique de la voie canonique du TGF-f.
Par ailleurs nous espérons que nos résultats concernant la protéine HSP90 pourraient permettre d’envisager 1’utilisation
théranostique d’anticorps recombinant dirigés contre HSP90 dans le contexte de la FPI.

Mots clés : Fibrose pulmonaire, Idiopathique, Hypoxie, HSPB5, HSP90, Biomarqueur, Thérapie, Imagerie moléculaire
Abstract

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a chronic, progressive and fatal disease of unknown origin. In France, it is one of the
most common interstitial pathologies (IP) and affects 4,400 new people each year. IPF is characterized by dysregulated healing
mechanisms that lead to the accumulation of large amounts of collagen in the lung tissue and cause disorganization of the
alveolar architecture. It results in progressive deterioration of the respiratory function, leading in a few years to chronic
respiratory failure and then to death. Idiopathic pulmonary fibrosis has a lower survival rate than many cancers with a median
survival of 2 to 5 years from diagnosis. This pathology whose main risk factor, in addition to genetic and environmental factors
(cigarettes, pollution, etc.), remains age, rarely occurs before the age of 60. Despite the therapeutic advances made in recent
years in the field of fibrosis, IPF remains an incurable and lethal disease. The late management of patients, the complexity of
the diagnosis and the lack of therapeutic solutions or early diagnosis strategies are all issues that explain the mortality associated
with this pathology. Today, the identification of signaling pathways and key cellular actors involved in IPF development
remains crucial in order, on the one hand, to develop new treatments and, on the other hand, to identify new tools for earlier
diagnoses.

In this context, the study of the roles of heat shock proteins HSPB5 and HSP90 in idiopathic pulmonary fibrosis as well as
markers of hypoxia could provide new therapeutic and diagnostic targets. IPF imaging is in practice limited to high-resolution
computed tomography (HRCT). This examination is often insufficient for a definitive diagnosis of the disease and has a limited
impact on the therapeutic decision and management of IPF patients. Pulmonary hypoxia is an important feature of IPF, but its
role in disease progression remains unknown. Thus, using a preclinical model of bleomycin-induced pulmonary fibrosis, we
have determined in vivo that hypoxia imaging with 18F-FMISO could constitute a predictive biomarker of disease progression
and treatment efficacy compared to another clinically used marker 18F-FDG. We have also shown in vivo in our mouse model
that inhibition of HSPBS5, a low molecular weight heat shock protein known to be involved in the development of fibrosis,
using NCI-41356 allows to reduce fibrosis by modulating the expression of several pro-fibrotic factors including TGF-B. In
addition, we have also demonstrated that targeting the extracellular HSP90 protein overexpressed in plasma as well as in fibrotic
tissues of IPF patients could constitute a potential theranostic tool for fibrosis.

In conclusion, this thesis work has made it possible to characterize a potential early and predictive radiopharmaceutical tracer
of the evolution of pulmonary fibrosis as well as the anti-fibrotic role of a chemical inhibitor of the canonical TGF-f pathway.
Furthermore, we hope that our results concerning the HSP90 protein will make it possible to envisage the theranostic use of
recombinant antibodies against HSP90 in the context of IPF.

Keywords : Idiopathic pulmonary fibrosis, Hypoxia, HSPB5, HSP90, Biomarker, Therapy, Molecular imaging
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