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Avant-propos 

La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) est une maladie rare, principalement observée 

chez les personnes de plus de 60 ans, et dont la prévalence en France est estimée à 8,2 malades 

pour 100.000 personnes. Cette maladie irréversible est associée à de nombreuses comorbidités 

et conduit au décès 3 à 5 ans après son diagnostic. La prise en charge thérapeutique actuelle 

de la FPI permet de ralentir le déclin des fonctions respiratoires mais pas de stopper la maladie. 

L’équipe 1 « Xénobiotiques et barrières (Xenobar) » de l’Institut de recherche en santé, 

environnement et travail (IRSET-INSERM UMRS_1085) s’intéresse à la physiopathologie de la 

FPI depuis plusieurs années. Dans ce cadre, elle a notamment démontré que près d’un tiers des 

patients souffrant de FPI sont dénutris et que cette dénutrition est associée à une progression 

plus rapide de la maladie. Par ailleurs, la littérature a mis en évidence les effets bénéfiques de 

différents nutriments tels que les acides gras polyinsaturés oméga-3 ou la vitamine D sur des 

modèles murins de fibrose pulmonaire ou hépatique.  

Dans ce contexte, l’objectif initial de ma thèse était d’étudier les effets des oméga-3 et 

de la vitamine D sur le phénotype des fibroblastes pulmonaires humains de patients présentant 

une FPI. Concernant les omega-3, l’hypothèse de ce projet était que l’exposition des 

fibroblastes à l’acide docosahexaénoïque (DHA) et l’acide éicosapentaénoïque (EPA) pourrait 

modifier leur phénotype myofibroblastique, en induisant leur trans-différenciation en 

lipofibroblastes. Cependant, nous avons constaté que le DHA et l’EPA étaient toxiques sur notre 

modèle d’étude, que ce soit à des concentrations physiologiques (25-50 µM) mais également 

à de très faibles doses (1-5 µM). Associée à cette toxicité, nous avons observé une diminution 

des marqueurs de la fibrogenèse et une augmentation de l’expression du gène perilipin2 

(PLIN2) qui permet la formation et le stockage des gouttelettes lipidiques. Malgré ces résultats 

suggérant une activité de lipogenèse, nous n’avons pas pu nous affranchir de la toxicité des 

oméga-3 quel que soit le modèle cellulaire testé. Nous avons donc arrêté d’explorer cette 

hypothèse. 

Nous avons ensuite choisi d’étudier les effets de la vitamine D, qui ne présente pas de 

toxicité et dont la carence pourrait-être associée à une réduction de la survie des patients 

atteints de FPI. L'hypothèse de travail ainsi que les résultats de cette étude sont développés 

tout au long de ce manuscrit. Ce travail fait l’objet d’un article en 1er auteur actuellement 
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soumis à The Journal of Nutritional Biochemistry : « Antifibrotic effects of vitamin D3 on human 

lung fibroblasts derived from patients with idiopathic pulmonary fibrosis » (Voisin et al.2023). 

Par ailleurs, l’équipe s’intéresse au phénotype des fibroblastes d’autres PID fibrosantes 

non FPI. Dans ce cadre, l’équipe possèdent une bio-banque de fibroblastes issus de patients 

présentant notamment une pneumopathie d’hypersensibilité fibrosante et progressive, une 

sarcoïdose fibrosante progressive ou une fibro-élastose pleuroparenchymateuse. J’ai participé 

aux travaux visant à caractériser le phénotype de ces fibroblastes primaires via la réalisation de 

leur séquençage ARN à haut débit dont les résultats sont actuellement en cours d’analyse. J’ai 

aussi participé à un projet visant à étudier les effets du nintédanib sur les fonctions pro-

fibrosantes des fibroblastes issus de ces PID fibrosantes progressives non FPI. Ce projet a fait 

l’objet d’un article qui est en cours de révision dans Pulmonary Pharmacology & Therapeutics, 

sur lequel je suis 2ème auteur et qui est présenté en annexe : « Anti-fibrotic effects of 

nintedanib on lung fibroblasts derived from patients with Progressive Fibrosing Interstitial Lung 

Diseases (PF-ILDs)” (Joannes et al.2023). 
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PARTIE I : INTRODUCTION 

CHAPITRE I : LA FPI 
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I. Classification 

Les pneumopathies interstitielles diffuses (PID) regroupent un large spectre de plus de 200 

maladies rares. Elles sont définies par des altérations inflammatoires et fibrotiques du 

parenchyme pulmonaire responsables de lésions des voies respiratoires. Les connaissances 

cliniques actuelles permettent de distinguer 5 groupes principaux de PID (Figure 1) (Cottin et 

al., 2022) :  

1) Les PID idiopathiques qui sont majoritairement représentées par la fibrose pulmonaire 

idiopathique (FPI) et les pneumopathies interstitielles non spécifiques (PINS) ; 

2) Les PID auto-immunes qui sont associées à des maladies immunitaires généralisées 

telles que la sclérodermie systémique ou la polyarthrite rhumatoïde ; 

3)  Les pneumopathies d’hypersensibilité (PHS) qui sont d’origine immuno-allergique et 

causées par l’inhalation répétée d’antigènes organiques (moisissures, protéines 

aviaires…) ; 

4)  Les granulomatoses comme la sarcoïdose qui sont caractérisées par une forte 

accumulation de cellules immunitaires sous forme d’amas appelés « granulomes » ; 

5) Les autres PID dont notamment les PID causées par des expositions médicamenteuses 

(traitements anticancéreux) ou professionnelles comme la silicose (silice) et l’asbestose 

(amiante).  

Figure 1: Classification des pneumopathies interstitielles diffuses (Cottin et al ; 2022). 
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Parmi les différentes PID, certaines se caractérisent par une composante fibrosante 

progressive qui mène à un déclin très rapide de la qualité de vie des patients (Figure 2). Ces 

affections partagent des similitudes dans leur évolution clinique, où l’on observe une perte 

des fonctions pulmonaires et une progression des altérations radiologiques même après 

une ou deux années de traitements médicamenteux déjà établis (Guler, 2021).  

 

Ces sous-types de PID sont de plus en plus décrits sous la terminologie de « PID fibrosantes 

progressives » et rassemblent principalement les pneumopathies associées à la sclérodermie 

systémique, la polyarthrite rhumatoïde, les PINS et la FPI  (Cottin, 2019; Guler, 2021). Cette 

dernière est la plus fréquente et sévère des PID fibrosantes progressives, avec une composante 

inflammatoire nécessaire à son déclenchement mais qui est moins décrite dans la progression 

de la maladie (Hennion et al., 2022).  

 

 

 

 

Figure 2: Pneumopathies interstitielles (PI) fibrosantes ayant un risque élevé (rouge) ou faible (vert) 
d’évoluer en PI fibrosante progressive (Guler 2021). 
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II. Définition 

La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) est la forme la plus fréquente de PID fibrosante. 

Elle présente également le pronostic le plus défavorable, avec une survie moyenne de 2 à 5 ans 

après diagnostic et un taux de survie à 5 ans aux alentours de 25% (Figure 3) (du Bois, 2012). 

Bien que les origines et les mécanismes responsables de la FPI ne soient pas encore 

entièrement compris, la recherche a fait des progrès significatifs dans ce domaine au cours de 

la dernière décennie. Selon le paradigme actuel, la FPI est causée par une lésion soutenue et 

répétée de l'épithélium pulmonaire, suivie de l'activation des fibroblastes et de leur 

différenciation en myofibroblastes (Mei et al., 2022). Ce phénotype myofibroblastique 

persistant entraîne le dépôt excessif de la matrice extracellulaire (MEC) et une réparation 

anormale des poumons, conduisant à la formation de cicatrices tissulaires, une distorsion de la 

structure alvéolaire et une perte de la fonction pulmonaire (Herrera, Henke, et Bitterman 

2018). Des traitements tels que la pirfénidone et le nintedanib ont montré une réduction 

significative du déclin de la fonction pulmonaire et un ralentissement de la progression de la 

maladie, mais ne sont pas curatifs (Glass et al., 2022).  

 

Figure 3 : Le pronostic de la FPI est plus sombre que celui de la PINS et des autres PID idiopathiques. PID : 
Pneumopathie interstitielle diffuse ; PINS : Pneumopathie interstitielle non spécifiques ; FPI : Fibrose
pulmonaire idiopathique (du Bois 2012). 

Autres PID idiopathiques 

PINS 

FPI  
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III. Épidémiologie 

La FPI se développe à partir de 55 ans majoritairement chez les hommes, avec une moyenne 

d’âge de 65 ans au diagnostic. Actuellement, trois millions de personnes seraient affectées dans 

le monde (Hennion et al., 2022).  En Europe, sa prévalence est très variable, allant de 1,25 à 

23,4 cas pour 100 000 habitants (Funke and Geiser, 2015). En France, elle est estimée à 8,2 cas 

pour 100 000 habitants, ce qui en fait une maladie rare d’après la définition européenne 

(Duchemann et al., 2017). Il est important de noter que la prévalence de la FPI augmente 

fortement avec l’âge, notamment à partir de 65 ans où elle dépasse les 400 cas pour 100 000 

habitants, à laquelle s’additionne un taux de survie plus faible (Raghu et al., 2014a). Par 

conséquent, avec l'allongement général de l'espérance de vie, l’incidence de la FPI devrait 

continuer à augmenter dans les prochaines années. 

IV. Diagnostic 

 Le patient peut présenter des symptômes respiratoires tels qu’une toux ou une dyspnée 

d’effort chronique et l’auscultation retrouve des râles crépitants. Pour envisager un diagnostic 

de FPI, il faut éliminer les causes de PID, les maladies systémiques (connectivites et 

vascularites), les PID liées à une exposition professionnelle avec antigènes inhalés ou les causes 

médicamenteuses. Cliniquement, une diminution des fonctions respiratoires est mesurée via 

un déclin de la capacité vitale forcée (CVF) et de la capacité de diffusion du monoxyde de 

carbone (DLCO). En parallèle, une tomodensitométrie est indispensable pour détecter un 

aspect de pneumopathie interstitielle commune (PIC) caractérisées par des kystes sous- 

Figure 4: Aspect tomodensitométrique de la FPI. On observe des lésions sous-pleurales en 
rayon de miel (têtes de flèches) caractéristiques d'une FPI (Cottin et al. 2022). 
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pleuraux en rayons de miel (PIC certaine, Figure 4) ou des bronchiolectasies de traction distale 

(PIC probable). 

 Si ce scanner présente des lésions évocatrices de PIC, PIC certaine ou PIC probable, le 

diagnostic peut être retenu sans avoir recours à la biopsie pulmonaire. En cas de PIC 

indéterminée (réticulations sous pleurales mais sans rayon de miel ni bronchiolectasies 

distales), une biopsie pulmonaire chirurgicale peut être réalisée dans le but de confirmer ou 

infirmer le diagnostic en histologie. Les lésions histologiques typiques d’une FPI sont 

caractérisées par une fibrose dense constituée de dépôts de collagène et par la présence de 

foyers fibroblastiques en périphérie des plages de fibrose (figure 5) (Spagnolo et al., 2015).  

Un lavage broncho-alvéolaire (LBA) peut également être réalisé pour étudier les 

populations cellulaires directement présentes dans les alvéoles. Ainsi, un taux élevé de 

neutrophiles et d’éosinophiles dans le LBA est caractéristique de la FPI (Pesci et al., 2010). Cette 

numération cellulaire permet de conforter un diagnostic FPI et est recommandée pour les 

patients suspectés d’infection, de tumeur ou d’exacerbation aiguë. Une hyperlymphocytose sur 

le LBA doit faire éliminer un diagnostic de PHS fibrosante.  

Le diagnostic définitif repose sur une discussion multidisciplinaire entre les cliniciens, 

anatomopathologistes et radiologues. La figure 6 présente les recommandations à suivre pour 

poser le diagnostic clinique d’une FPI à partir d’un scanner thoracique seul ou en croisant 

l’aspect du scanner avec l’aspect histopathologique. 

Figure 5: Aspect histologique de la FPI.  On observe une fibrose dense bordée par des foyers 
fibroblastiques. Les dépôts de collagène (rose pâle) et les fibroblastes (noyaux pourpres) 
sont marqués à l’hématoxyline-éosine (Spagnolo et. al ; 2015). 
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Figure 6 : Algorithme diagnostic chez un patient suspecté de FPI. EFR : exploration fonctionnelle 
respiratoire ; LBA : lavage broncho-alvéolaire ; PIC : pneumopathie interstitielle commune ; TDM : 
tomodensitométrie (Cottin 2022) 
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V. Physiopathologie 

La FPI est une maladie complexe régulée par de nombreuses voies de signalisation. Bien 

que le mécanisme complet de la FPI n’ait pas été élucidé, le paradigme actuel décrit un 

processus multicellulaire impliquant les cellules épithéliales alvéolaires (CEA), les 

monocytes/macrophages et les fibroblastes pulmonaires. Ces acteurs cellulaires jouent un rôle 

déterminant dans le développement de la maladie qui peut être divisé en 3 stades (Figure 7). 

  

i. Stade 1 : Les cellules épithéliales alvéolaires 

Le premier stade se caractérise par une inflammation et des lésions continues du tissu 

pulmonaire. Les déclencheurs de cette inflammation ne sont pas tous connus, mais divers 

facteurs tels que les prédispositions génétiques et les expositions environnementales 

pourraient jouer un rôle (voir partie Facteurs de risques). L’épithélium alvéolaire est constitué 

à 95% de cellules épithéliales alvéolaires de type I (CEAI) et à 5% de cellules épithéliales 

alvéolaires de type II (CEAII) (Wang et al., 2018). Les CEAI sont très étendues et tapissent les 

alvéoles pour effectuer les échanges gazeux depuis l’espace aériens vers les capillaires 

sanguins. Les CEAII sont plus petites et de forme cubique, avec pour rôle la sécrétion de 

surfactant mais aussi le renouvellement des CEAI (Ruaro et al., 2021). En effet, les CEAI sont 

Figure 7: Pathogenèse de la FPI. Suite à des agressions répétées de l’épithélium, les cellules alvéolaires 
entrent en apoptose (Stade 1), ce qui active le système immunitaire (Stade 2) et entraîne une réponse 
cicatricielle aberrante (Stade 3). Par Rui Li et al. 2022. 
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très sensibles aux agressions extérieures et la différenciation des CEAII en CEAI permet leur 

remplacement pour maintenir l’homéostasie alvéolaire  (Barkauskas et al., 2013; Desai et al., 

2014). Dans le cas de la FPI, les CEAII sont souvent endommagées, dysfonctionnelles ou en 

apoptose suite à un stress persistant (Chakraborty et al., 2022; Selman and Pardo, 2020). C’est 

en particulier le stress du réticulum endoplasmique causé par les agressions extérieures qui est 

responsable des lésions des CEAII, car il stimule leur apoptose, une réponse inflammatoire et 

la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) (Burman et al., 2018; Cameli et al., 2020; 

Cheresh et al., 2013). Ainsi, chez la souris, il a été montré que l’induction génétique d’un stress 

du réticulum endoplasmique induit à lui seul l’apoptose des CEAII, de la fibrose pulmonaire et 

exacerbe également la fibrose induite par la bléomycine (Burman et al., 2018). La sénescence 

des CEAII pourrait aussi être un mécanisme responsable de leur apoptose, puisque les souris 

âgées (24 mois) présentent plus de CEAII apoptotiques et développent une fibrose plus 

importante que les souris jeunes (2 mois) (Pardo and Selman, 2016; Sueblinvong et al., 2012). 

Chez les patients FPI, le marqueur de senescence SA-β-gal (senescence-associated beta-

galactosidase) est aussi surexprimé dans les tissus pulmonaires (Minagawa et al., 2011). À ce 

stade de la maladie, on observe donc une accumulation de cellules apoptotiques non 

renouvelées, ce qui entraîne la libération de molécules pro-inflammatoires responsables de 

l’activation du système immunitaire et des fibroblastes locaux.  

ii. Stade 2 : Les cellules immunitaires 

Le second stade de la maladie correspond à une réponse inflammatoire mal contrôlée qui 

déclenche l'activation des fibroblastes. Cette réponse implique le système immunitaire inné 

comme adaptatif.  

a. Système immunitaire inné 

Les premières cellules à répondre aux dommages tissulaires sont les neutrophiles et 

macrophages. Une fois activés, ces derniers sécrètent des chimiokines responsables du 

recrutement d’autres cellules immunitaires ainsi que des cytokines stimulant la différenciation 

des fibroblastes en myofibroblastes (Shenderov et al., 2021). Ainsi, le nombre de neutrophiles 

dans le lavage broncho-alvéolaire (LBA) des patients FPI est inversement corrélé à leurs 

capacités respiratoires, ce qui suggère un rôle pro-fibrosant du recrutement de ce type 

cellulaire (Schupp et al., 2015).  
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En fonction du microenvironnement local, les macrophages pulmonaires jouent aussi un 

rôle en se polarisant pour avoir une activité soit pro-inflammatoire (polarisation M1) ou anti-

inflammatoire/pro-fibrosante (polarisation M2) (Zhang et al., 2018). Les macrophages M2 

sécrètent plusieurs facteurs de croissance stimulant l’activation des fibroblastes dont 

notamment du TGF-β, des FGF, du PDGF ou du VEGF (Braga et al., 2015). Chez les patients FPI 

présentant une exacerbation aiguë, des concentrations élevées de CCL18, une chimiokine 

principalement produite par les macrophage M2, ont été mesurées dans leur LBA (Schupp et 

al., 2015). D’autres études cliniques ont montré une forte augmentation de l’expression 

génétique des marqueurs M2 et une forte infiltration de ce type de macrophage sur des coupes 

histologiques de poumons de patients FPI (Hou et al., 2018; Pechkovsky et al., 2010). Enfin, il a 

été confirmé chez la souris que les macrophages pulmonaires ont une polarisation 

majoritairement M2 suite à l’induction de la fibrose pulmonaire par la bléomycine, et que ces 

derniers sont capables in vitro d’activer la différenciation des myofibroblastes (Hou et al., 

2018).  

Les cellules dendritiques (CDs) font le lien entre l’immunité innée et adaptative via la 

présentation d’antigènes aux lymphocytes T (Vermaelen and Pauwels, 2005). La FPI est souvent 

associée à une infiltration pulmonaire de CDs que ce soit cliniquement ou dans les modèles 

animaux (Chakraborty et al., 2017; Marchal-Sommé et al., 2007; Tsoumakidou et al., 2009). 

Cependant, le rôle des CDs au cours de la maladie est encore discuté (Bocchino et al., 2021; 

Shin, 2019). Ainsi, dans le modèle bléomycine, une étude chez la souris a montré que 

l’inactivation pharmacologique des CDs attenue la fibrose pulmonaire (Bantsimba-Malanda et 

al., 2010), tandis qu’une autre étude a montré que l’activation des CDs par le ligand FMS-like 

tyrosine kinase 3 l’attenue (Tarrés et al., 2019). 

b. Système immunitaire adaptatif 

Les lymphocytes B et les lymphocytes T sont également impliqués dans le développement 

de la FPI.  Il a été observé que les lymphocytes B s’accumulent à un stade non-prolifératif dans 

les poumons des patients, ce qui suggère qu’une inflammation active est toujours présente 

pendant le développement de la maladie (Marchal-Sommé et al., 2006; Todd et al., 2013). Il a 

également été rapporté que le sérum comme le LBA des patients FPI contient des anticorps 

dirigés contre les CEA, ce qui participerait aux lésions continues de l’épithélium alvéolaire 

(Boustani et al., 2022; Hoyne et al., 2017; Magro et al., 2006). 



24 
 

La balance des lymphocytes Th1 et Th2 est également déséquilibrée pendant la FPI (Wynn, 

2004). Classiquement, les lymphocytes Th1 sécrètent des cytokines pro-inflammatoires 

(interferon gamma, IL-12) tandis que les Th2 sécrètent des médiateurs pro-fibrosants (IL-4, IL-

5, IL-13) (Romagnani, 2000). Ainsi, dans le contexte de la FPI, il a été rapporté que l’IL-4 et l’IL-

13 sont capables d’activer la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes in vitro comme 

in vivo (Huaux et al., 2003; Jakubzick et al., 2004). A l’inverse, simuler une réponse Th1 via 

l’administration d’interferon gamma ou d’IL-12 a montré des effets protecteurs de la fibrose 

pulmonaire in vivo (C.-J. Chang et al., 2021; Keane et al., 2001). Cependant, un essai clinique a 

conclu qu’un traitement à l’interferon gamma n’est pas suffisant pour améliorer les fonctions 

respiratoires ni l’espérance de vie des patients FPI (King et al., 2009). Les lymphocytes Th17 ont 

également un rôle pro-inflammatoire via la sécrétion d’IL-17, et il a été rapporté que les 

infiltrats inflammatoires des poumons de patients FPI sont enrichis en IL-17 (Nuovo et al., 

2012). De plus, chez la souris, ce type cellulaire ainsi que l’IL-17 amplifient la fibrose pulmonaire 

induite par la bléomycine (Lei et al., 2016). Cependant, le rôle exact de l’IL-17 au cours de la 

fibrogenèse n’est pas encore déterminé, et ses mécanismes de signalisation précis doivent être 

étudiés pour envisager des applications thérapeutiques (Nie et al., 2022). 

Les lymphocytes T régulateurs (Treg) sont généralement impliqués dans le maintien de la 

prévention de l'auto-immunité mais sécrètent des cytokines pro-fibrosantes comme le TGF-β 

et l’IL-10 (Vignali et al., 2008). Ainsi, l’augmentation du nombre de lymphocytes Treg est 

corrélée avec la sévérité de la FPI, et ces cellules sont responsables de l’aggravation de la fibrose 

pulmonaire in vivo (Birjandi et al., 2016; Hou et al., 2017; Reilkoff et al., 2013). 

iii. Stade 3 : Développement de la fibrose  

En réponse aux lésions épithéliales et à l’inflammation décrite précédemment, des 

médiateurs moléculaires nécessaires à la cicatrisation sont sécrétés en excès, avec pour 

conséquence le recrutement et l’activation des fibroblastes pulmonaires. C’est finalement 

l’emballement de l’activation des fibroblastes résidents ou recrutés qui sera responsable d’un 

dépôt excessif de composants de la matrice extracellulaire (MEC) tels que le collagène dans le 

tissu pulmonaire. Cette cicatrisation aberrante entraînera une perte progressive de 

l'architecture normale des poumons accompagnée d’une diminution des surfaces d’échanges 

gazeux alvéolaires. La fonction et le rôle des fibroblastes au cours de la FPI sont abordés en 

détail dans le chapitre II : Du fibroblaste au myofibroblaste.  
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Enfin, il est important de noter que certaines cytokines vont jouer un rôle à tous les stades 

de la maladie, comme notamment le TGF-β1. En effet, au stade précoce de la lésion des CEAII, 

il agit en synergie avec d’autres voies de signalisation pour inhiber la prolifération des CEAII et 

amplifier les lésions pulmonaires (Ryan et al. 1994; Cameli et al. 2020). Au stade inflammatoire, 

le TGF-β1 favorise la polarisation des lymphocytes Th17, induit le recrutement des monocytes 

circulants et favorise la polarisation des macrophages M2 (Prud’homme, 2007; Stolfi et al., 

2021). Enfin, le TGF-β1 est la principale cytokine responsable de l’activation des fibroblastes et 

de la production de matrice extracellulaire (Ye and Hu, 2021). Ainsi, cette cytokine va agir au 

niveau des trois stades de la maladie, que ce soit en favorisant l’apoptose et la TEM des CEAII 

(stade 1), en activant les cellules immunitaires (stade 2) ou en induisant la différenciation des 

fibroblastes en myofibroblastes (stade 3) (Frangogiannis, 2020).  

VI. Facteurs de risques 

Au cours des dernières décennies, des facteurs conduisant au développement et à la 

progression de la FPI ont été identifiés. Ces facteurs participent aux microlésions et l’activation 

continue de l’épithélium alvéolaire qui sont les événements initiateurs au développement de 

la fibrose. 

i. Facteurs environnementaux 

Plusieurs études épidémiologiques ont montré que l’exercice de certains métiers augmente 

le risque de développer une FPI. Parmi les expositions professionnelles à risque, nous pouvons 

citer les poussières organiques liées à l’élevage et l’agriculture, les poussières métalliques 

(aluminium, cuivre) et minérales (amiante, silice) ou encore les poussières de bois et les 

pesticides (Barber and Fishwick, 2012; Raghu et al., 2014b; Taskar and Coultas, 2006). Ainsi, 

une méta-analyse regroupant 12 études épidémiologiques a conclu que toute exposition 

professionnelle ou environnementale à la poussière de métal, à la poussière de bois et aux 

pesticides est associée à un risque accru de FPI (Park et al., 2021). Dans cette étude, les métiers 

de l'agriculture étaient globalement associés à un risque plus élevé de FPI.  

Un autre facteur de risque bien identifié est le tabagisme (Park et al., 2021). Les études 

expérimentales suggèrent que le stress oxydant chronique induit par la fumée de tabac 

participe aux lésions de l’épithélium alvéolaire (Oh et al., 2012). Il a également été démontré 
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que la fumée de cigarette induit une polarisation M2 pro-fibrosante des macrophages 

alvéolaires (Hodge et al., 2011). Ainsi, les fumeurs développent la FPI à un âge plus jeune que 

les non-fumeurs et ex-fumeurs (Kärkkäinen et al., 2017). De plus, le tabagisme impact 

négativement l’évolution de la maladie puisque les patients ayant des antécédents de 

tabagisme ont une espérance de vie plus faible que les non-fumeurs (Taskar and Coultas, 2006).  

ii. Facteurs génétiques 

Conjointement aux agressions environnementales de l’épithélium alvéolaire, un fond 

génétique défavorable est retrouvé dans 5 à 10% des FPI. Cette prédisposition héréditaire est 

causée par des polymorphismes ou mutations de gènes impliqués dans le bon fonctionnement 

des cellules épithéliales alvéolaire de type II (CEAII). Les mutations se trouvent au niveau de 

gènes codants des protéines du surfactant SFTPC (surfactant protein C) et SFTPA2 (surfactant 

protein A2) ainsi que des protéines liées au fonctionnement des télomères TERT (telomerase 

reverse transcriptase), TERC (human telomerase RNA component), DKC1 (dyskerin), TINF2 

(telomere interacting factor 2) et RTEL1 (regulator of telomere elongation helicase) (Kropski et 

al., 2015). Deux polymorphismes ont été associés au risque de développer une FPI et à la 

mortalité des patients : les variants de la séquence promotrice de MUC5B (mucin 5B) et de 

TOLLIP (toll interacting protein) (Noth et al., 2013). Le rôle de ces variants dans la maladies n’est 

pas encore identifié, mais tester leur présence par séquençage pourra être envisagé afin de 

repérer les personnes à risque (Kropski et al., 2017).  

iii. Infections 

Les infections pulmonaires sont une forme d’agression pouvant aggraver la FPI et participer 

à son développement. Un exemple récent est l’épidémie de COVID-19 où il a été rapporté que 

les patients FPI forment une population particulièrement vulnérable (Cilli et al., 2022). En effet, 

les patients infectés par le SARS-CoV-2 ont présenté un taux de survie plus faible et une 

nécessité d’hospitalisation plus fréquente que les patient non infectés (Naqvi et al., 2021). Le 

SARS-CoV-2 a aussi été identifié comme facteur déclencheur d’exacerbations aiguës chez les 

patients FPI infectés (Goto et al., 2022). Puisque la cible cellulaire privilégiée du SARS-CoV-2 est 

la CEAII, une infection pourrait aussi participer au développement de la fibrose via le 

déclenchement de l’apoptose et de la réponse inflammatoire impliquée dans l’activation des 

fibroblastes (Patrucco et al., 2023). Les infections virales et bactériennes chroniques sont aussi 
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une source de stress pouvant déclencher ou aggraver la FPI. Une méta-analyse a montré qu’une 

infection au virus d’Epstein-Barr, au cytomégalovirus ou à différents variants de l’herpès 

augmente le risque de FPI (Sheng et al., 2020). De plus, un microbiome pulmonaire enrichi en 

streptocoques et staphylocoques a été associé à une progression plus rapide de la maladie (Han 

et al., 2014). La charge bactérienne totale présente dans les alvéoles pulmonaires permet 

également de prédire le déclin des fonctions respiratoires et la survie des patients (Molyneaux 

et al., 2014). 

VII. Biomarqueurs  

Il n’existe pas encore de biomarqueurs cliniques spécifiques de la FPI. Cependant, plusieurs 

études ont soulevé des pistes prometteuses qui pourraient donner des indications 

diagnostiques comme pronostiques sur l’évolution la maladie. Ces marqueurs peuvent être 

moléculaires, cellulaires ou encore sécrétés sous forme de micro ARN régulateurs.  

Certaines protéines sanguines dosées dans le sérum des patients peuvent être liées à 

l’évolution de la maladie. Les suivis de cohortes observationnelles ont mis en évidence des 

biomarqueurs pronostiques associés à des lésions des CEA (Surfactant protein D, KL6, CA-125), 

à l’activation des fibroblastes et au remodelage de la MEC (MMP-3, MMP-7, périostine, VEGF) 

ou encore au dysfonctionnement du système immunitaire (CCL18, CXCL13, YKL-40, IL-6, IL-8) 

(Drakopanagiotakis et al., 2018; Jee et al., 2019). Il est démontré que les concentrations 

sériques de ces biomarqueurs pronostiques sont significativement plus élevées chez les 

patients atteints de FPI que celles mesurées chez des individus sains, et qu’elles sont toutes 

associées à une augmentation significative de la mortalité (Guiot et al., 2017; Ley et al., 2014). 

Les concentrations sériques de SP-D, CA-125, MMP-3, MMP-7, périostine, CCL18 et d’IL-8 sont 

également inversement corrélées aux valeurs des paramètres de la fonction respiratoire des 

patients (Drakopanagiotakis et al., 2018; Jee et al., 2019; Maher et al., 2017). Pour l’instant, les 

données mécanistiques et cliniques de ces biomarqueurs sont insuffisantes mais ils ont été 

validés dans différentes cohortes de patients, et leur rôle profibrosant est confirmé in vitro 

et/ou in vivo, ce qui en fait de potentiels candidats pour une future transposition clinique.   

Les fibrocytes circulants sont les précurseurs des myofibroblastes et leur recrutement est 

connu pour participer directement au processus de fibrogenèse. Chez les patients atteints de 

FPI, un nombre élevé de fibrocytes circulants est retrouvé dans le sang ainsi que dans les tissus 
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pulmonaires comparé aux individus sains (Alhamad et al., 2015; Heukels et al., 2018). Leur 

nombre est encore plus augmenté chez les patients à exacerbation aiguë et leur quantification 

a été indicatrice d’une mortalité précoce dans une autre cohorte de 51 patients (Moeller et al., 

2009).  

Les micro ARN (miRNA) miR-155 et miR-21 sont les plus décrit chez l’homme et la souris 

comme ayant une action profibrosante, mais une vingtaine d’autre miRNA sont étudiés in vitro 

et in vivo dans les modèles FPI pour leur rôle régulateur de la maladie (Pandit et al., 2011; Takagi 

et al., 2019). D’un point de vue pronostic, un panel de 88 micro ARN a été analysé dans les 

biopsies de patients FPI qui présentent une évolution rapide ou lente de la maladie. Dans les 

biopsies de patients à progression rapide, 5 micro-ARN (miR-302c, miR-423-5p, miR-210, miR-

376c et miR-185) ont augmenté de manière significative comparé une progression lente. Les 

cibles de ces micro-ARN suggèrent qu’ils ont un effet régulateur de la TEM (Oak et al., 2011). 

VIII. Comorbidités 

i. Hypertension pulmonaire 

L'hypertension pulmonaire est retrouvée chez 30 à plus de 60% des patients FPI à un stade 

avancé de la maladie (Sakao et al., 2019), et les patients souffrant d’hypertension pulmonaire 

ont un pronostic plus défavorable que ceux qui n’en développent pas (Raghu et al., 2015). Cette 

comorbidité pourrait être liée à une dérégulation du système de réponse à l’adénosine. En 

effet, il a été démontré que l’expression d'ADORA2B, un récepteur de l'adénosine, est 

augmenté chez les patients atteints de FPI ayant reçu un diagnostic d’hypertension (Garcia-

Morales et al., 2016), tandis que les souris dépourvues d'ADORA2B dans les cellules musculaires 

lisses vasculaires sont protégées contre le développement de l’hypertension après une 

exposition à de la bléomycine (Rajagopal et al., 2021). Une autre cause de l’hypertension 

pourrait être une forte production du peptide de l’angiotensine II (ANG II) responsable de la 

vasoconstriction. L'enzyme de dégradation de l’ANG II (ACE-2) est sous exprimée dans les 

poumons de patients FPI ainsi que dans les poumons du modèle murin induit à la bléomycine 

(Li et al., 2008, 2006). De plus, l’expression d’ACE-2 permet de limiter l’accumulation des dépôts 

de collagène dans les poumons du modèle bléomycine (Li et al., 2008). L’apoptose des cellules 

épithéliales étant décrite comme un événement précurseur du développement de la fibrose, il 

a été montré que l’ANG II est nécessaire à l’induction de cette apoptose dans le modèle 
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bléomycine (Lee et al., 2010; Li et al., 2003). L’ANG II et le TGF-β1 exercent également une 

action profibrosante sur les fibroblastes pulmonaires en stimulant mutuellement leur 

expression (Uhal et al., 2012, 2007). Cliniquement, une étude post-hoc de patients ayant reçu 

un traitement antihypertenseur inhibant la production d’ANG II a montré une progression plus 

lente de la maladie comparé aux patients non traités (Kreuter et al., 2019). Cependant, des 

données complémentaires sont nécessaires pour clarifier les relations entre les traitements 

antihypertenseurs et l’évolution clinique à long terme de la FPI, en particulier chez les patients 

qui reçoivent des thérapies anti-fibrosantes.  

ii. Cancer bronchopulmonaire 

Les patients atteints de FPI présentent un risque accru de cancer du poumon, avec une 

incidence de ce cancer plus élevée que dans la population générale (JafariNezhad and 

YektaKooshali, 2018). Ainsi, dans une étude comprenant 890 patients FPI, l'incidence du cancer 

du poumon des patients FPI a été multipliée par sept comparée à un groupe témoin (Hubbard 

et al., 2000). Le tabagisme et l’exposition professionnelle à certaines poussières étant des 

facteurs de risque favorisant la FPI, ils pourraient être une source de confusion lorsque les deux 

maladies sont associées. Cependant, la fibrose pourrait elle-même contribuer au 

développement du cancer. En effet, il a été proposé que l'apparition de changements 

épithéliaux atypiques ou dysplasiques dans la fibrose pulmonaire peut évoluer vers une tumeur 

maligne invasive (Park et al., 2001). 

iii. Dénutrition 

La perte de poids est fréquemment signalée chez les patients atteints de FPI, ce qui semble 

impacter négativement l’évolution de la maladie et parfois la réponse aux traitements. Cet état 

de dénutrition peut être évalué à l’aide des valeurs d’indice de masse corporelle (IMC) qui 

correspond au rapport (poids)/(taille)2 et celles de d’indice de masse maigre (FFMI) par 

impédancemétrie bioélectrique (Cederholm et al., 2017). Les valeurs limites d’IMC et de FFMI 

définissant une dénutrition ont été établies pour les patients atteints de bronchopneumopathie 

chronique obstructive (BPCO) : les patients sont considérés dénutris si leur valeur d’IMC est 

inférieure à 21 kg/m2 et si leur valeur de FFMI est inférieure à 15 kg/m2 chez les femmes ou 17 

kg/m2 chez les hommes (Boustani et al., 2022; Schols et al., 1993). En analysant ces deux 

paramètres, l’équipe a récemment démontré que 28 % des patients atteints de FPI sont 
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dénutris dans une cohorte de 81 puis de 185 malades (Jouneau et al., 2019a, 2019b). Les 

patients dénutris sont généralement plus âgés, non-fumeurs et de sexe féminin. La mise en 

évidence de cette comorbidité est importante à prendre en compte puisque les valeurs basses 

de FFMI, mais également d’IMC peuvent être associées à une progression du déclin de la 

fonction respiratoire et/ou à une réduction de la survie des patients souffrant de FPI. En effet, 

l’étude de 153 patients FPI a rapporté que ces marqueurs de dénutrition ainsi que la diminution 

de l'apport alimentaire au moment du diagnostic sont associés à une augmentation de 

l’hospitalisation toutes causes confondues et à une diminution de la survie chez les patients 

nouvellement diagnostiqués (Jouneau et al., 2022b). Une autre étude a montré que la perte de 

poids est associée de manière indépendante à la survie des patients FPI, même lorsqu'aucune 

baisse de la CVF n'est observée (Nakatsuka et al., 2018), et un faible indice de masse maigre a 

été identifié comme un prédicteur négatif indépendant de la survie des patients (Nishiyama et 

al., 2017). Enfin, une analyse post hoc regroupant les résultats de 5 cohortes de patients traités 

par un placebo ou par de la pirfénidone a croisé les résultats cliniques avec l’IMC et l’évolution 

du poids (Jouneau et al., 2022a). Cette étude a mis en évidence qu’un IMC inférieur à 25 kg/m2 

et qu’une perte de poids supérieure ou égale à 5 % des patients FPI sont associés à un taux de 

survie plus faible et à une diminution plus rapide de leur CVF. Il est ainsi suggéré que dépister 

cette comorbidité en mesurant l'IMC devrait être systématique pour mieux prendre en charge 

les patients. En cohérence avec ces observations, une carence en vitamine D est rapportée dans 

des cohortes de patients et pourrait être associée à un mauvais pronostic, cet aspect sera 

développé dans le chapitre III (Faverio et al., 2022; Tzilas et al., 2019). De manière générale, il 

devrait être recommandé de maintenir un régime approprié chez ces patients, et des 

interventions spécifiques visant à améliorer leur apport alimentaire et leur état nutritionnel 

pourraient potentiellement améliorer leur pronostic. Cependant, d'autres études sont 

nécessaires pour comprendre les mécanismes qui sous-tendent la perte de poids et l’impact 

du statut nutritionnel dans la FPI.  

IX. Traitement de la FPI 

A ce jour, les traitements autorisés pour prendre en charge la FPI ne permettent pas de 

stopper la maladie mais seulement de ralentir l’évolution de la fibrose. Deux molécules anti 

fibrosantes sont autorisées pour traiter la FPI : Le nintedanib (Ofev, Boehringer Ingelheim) et la 
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pirfénidone (Esbriet, InterMune). La FDA (Food and Drug Administration) a approuvé ces deux 

médicaments aux États-Unis en 2014 (Raghu and Selman, 2015). En France, l’ANSM a autorisé 

l’utilisation du nintedanib en 2015 et celle de la pirfénidone en 2012.  

i. Le nintedanib 

Le nintedanib est un inhibiteur compétitif des récepteurs à tyrosine kinase. Ses cibles sont 

les récepteurs α et β du PDGF (PDGFR), les récepteurs au facteur de croissance des fibroblastes 

(FGFR) et les récepteurs du facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGFR) (Wollin 

et al., 2015). Il a également été rapporté que le nintedanib peut inhiber l’activation du 

récepteur au TGF-β (TGFR) (Rangarajan et al., 2016). Dans la FPI, ces récepteurs sont 

responsables de l’angiogenèse (VEGFR), de la migration et de la prolifération (PDGFR et FGFR) 

ainsi que de la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes (TGFR). L'activité inhibitrice 

du nintedanib au niveau des voies de signalisation de ces récepteurs a été confirmée chez des 

fibroblastes pulmonaires humains primaires provenant de patients atteints de FPI et de 

témoins (Hostettler et al., 2014). In vivo dans le modèle bléomycine, le nintedanib inhibe 

également ces médiateurs profibrotiques et réduit la migration, la prolifération et les dépôts 

de matrice extracellulaire générés par les fibroblastes (Wollin et al., 2014; W. Yang et al., 2022). 

Différents essais cliniques ont confirmé une certaine efficacité du nintedanib chez les patients 

FPI, chez qui on observe un ralentissement du déclin de la capacité vitale forcée et une 

diminution des exacerbations aiguës comparé aux groupes placebo (Brunnemer et al., 2016; 

Collard et al., 2017; Harari et al., 2022; Kolb et al., 2017). La conclusion de ces études est que 

le nintedanib ne permet pas de stopper la FPI mais seulement de ralentir le déclin des fonctions 

respiratoires. Cependant, la compilation des résultats de 6 essais cliniques a permis d’estimer 

que la survie médiane des patients traités passe à 8,5 années contre 3,3 années pour le groupe 

placebo (Lancaster et al., 2019). Le nintedanib a aussi été évalué chez les patients atteints de 

PID de sclérodermie systémique (SSc) (Distler et al., 2019) et chez les patients atteints de PID 

fibrosantes progressives (Flaherty et al., 2019). Dans ces deux études, le nintedanib ralenti 

significativement le déclin de la CVF. Ainsi, en plus de la prise en charge de la FPI, les 

recommandations récentes suggèrent d’utiliser le nintedanib dans le cadre de toutes les autres 

PID fibrosantes progressives nouvellement diagnostiquées (Raghu et al., 2022). Concernant les 

effets indésirables liés au traitement au nintedanib, une étude rétrospective de plusieurs essais 
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cliniques a mis en évidence que les diarrhées (52,6 %) et les nausées (29,8 %) sont les plus 

fréquemment rapportés (Galli et al., 2017).  

ii. La pirfenidone 

La pirfénidone possède des propriétés antifibrotiques et anti-inflammatoires. Dans de 

nombreux modèles précliniques de pathologies fibrosantes pouvant toucher les poumons, les 

reins, le foie, le cœur ou les yeux, la pirfénidone inhibe in vitro comme in vivo l’inflammation et 

le développement de la fibrose (Conte et al., 2014; Dixon et al., 2018; Lopez-de la Mora et al., 

2015; Ma et al., 2018). Le mécanisme de fonctionnement de cette molécule n’est pas encore 

complétement élucidé, mais il a été rapporté dans le modèle bléomycine une inhibition de 

l’expression du TGF-β1 en plus d’un blocage de sa voie de signalisation via une réduction de la 

phosphorylation de son effecteur SMAD3 (Lv et al., 2020). Par conséquent, l’expression de ses 

gènes cibles α-SMA, collagène et fibronectine est diminuée ainsi que les dépôts de tissus 

cicatriciels dans les poumons des souris (Liu et al., 2005; Ma et al., 2018; Oku et al., 2008). La 

pirfénidone inhibe également la production de PDGF (Gurujeyalakshmi et al., 1999) ainsi que la 

prolifération et la migration des fibroblastes médiée par le TGF-β et le PDGF (Conte et al., 2014; 

Gurujeyalakshmi et al., 1999; Shi et al., 2011). En plus de ses effets antifibrotiques, la 

pirfénidone est décrite comme anti-inflammatoire via l’inhibition de la production d’IL-1β, d’IL-

6 et de (TNF)-α (Oku et al., 2008) et l’augmentation de la production de médiateurs anti-

inflammatoires comme l’IL-10 dans les modèles animaux de fibrose pulmonaire (Oku et al., 

2002). Cliniquement, la pirfénidone  présente des résultats similaires à ceux du nintedanib avec 

un ralentissement du déclin de la CVF ainsi qu’une meilleure résistance à l’effort (King et al. 

2014). Bien que ces études cliniques indépendantes ne permettent pas de conclure sur une 

augmentation de l’espérance de vie des patients, une méta-analyse compilant les résultats de 

6 essais cliniques, avec un total de 1247 patients, a montré une diminution significative de la 

mortalité toute cause confondue à 120 semaines dans le groupe pirfénidone comparé au 

groupe placebo (Nathan et al., 2017). Les effets secondaires les plus souvent rapportés chez les 

patients traités à la pirfénidone sont les nausées (26,4 %), les éruptions cutanées/la 

photosensibilité (14,7 %) et la dyspepsie/le reflux gastro-œsophagien (12,4 %) (Galli et al., 

2017). 

Finalement, une étude rétrospective comparant deux groupes de patients traités au 

nintedanib (n = 713) ou à la pirfénidone (n = 840) a montré que ces deux molécules sont 
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associées à des taux équivalents de mortalité toutes causes confondues et d’hospitalisations 

pour cause de troubles respiratoires (Figure 8) (Marijic et al., 2021). Une autre étude 

comparant des plus petits groupes de patients (nintedanib, n = 28 ; pirfénidone, n = 78) a 

également montré que le déclin de la CFV et de la DLCO sont identiques entre les deux groupes 

après 24 mois de traitement (Cerri et al., 2019). Le coût de prise en charge et les effets 

secondaires étant similaires entre ces deux traitements, la décision de traiter les patients avec 

du nintedanib ou de la pirfénidone devrait se faire au cas par cas en tenant compte des 

interactions médicamenteuses possibles, du risque individuel d’effets indésirables et des 

préférences du patient (Marijic et al., 2021). 

 

iii. Autres traitements 

La transplantation pulmonaire est la seule intervention permettant d’augmenter 

significativement l’espérance de vie des patients (Swaminathan et al., 2022). La survie à 5 ans 

chez les patients transplantés est estimée à 50-56% contre environ 25% chez les patients non 

transplantés (du Bois, 2012; Raghu et al., 2011).  Cette opération est envisageable en tenant 

compte de l’âge et du profil de comorbidités déjà présentes chez le patient pour éviter les 

Figure 8 : Le nintedanib et la pirfénidone ont des effets similaires sur la survie des patients. 
Diagrammes de Kaplan-Meier représentant la mortalité toutes causes confondues à deux ans 
chez les patients FPI traités à la pirfénidone ou au nintédanib. Les zones colorées représentent 
les intervalles de confiance à 95 %. D’après Marijic et al. 2021. 
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risques de complications. La limite d’âge recommandée pour cette opération est de 65 ans, 

mais elle ne constitue pas une contre-indication et peut aller jusqu’à 70 ans en absence de 

comorbidités (Cottin et al., 2022). La technique de transplantation monopulmonaire était 

initialement la procédure la plus commune, mais la transplantation bipulmonaire permet de 

mieux rétablir les fonctions respiratoires et de diminuer l’incidence du cancer 

bronchopulmonaire sans montrer de différence de survie entre les deux techniques (Li et al., 

2020). Cependant, la quantité de donneurs compatibles est largement insuffisante pour 

répondre à la demande croissante de transplants (Balestro et al., 2019). 

L’oxygénothérapie permet d’améliorer la capacité d’effort et la qualité de vie de patients. 

Elle est recommandée lorsque le taux de saturation en oxygène est inférieur à 88% ou en 

présence d’hypertension pulmonaire (Johannson et al., 2017).  

Les traitements palliatifs contre la toux et la dyspnée permettraient d’améliorer la qualité 

de vie des patients mais sont globalement peu efficaces. En effet, les corticoïdes sont souvent 

utilisés contre la toux mais aucune étude n’a montré leur efficacité, et la condition des patients 

à un stade avancé augmente le risque d’effets indésirables liés à la prise de médicaments 

(Munson et al., 2010). Il a ainsi été montré cliniquement que les corticostéroïdes augmentent 

la mortalité hospitalière des patients FPI, et ce que la maladie soit stable ou en présence 

d’exacerbations aiguës, ce qui rend ce traitement critiqué (Cuerpo et al., 2019; Papiris et al., 

2012).  

Enfin, un programme de réhabilitation respiratoire personnalisé a montré des effets positifs 

sur la dyspnée et la qualité de vie des patients, en améliorant également leur capacité à l’effort 

(Huppmann et al., 2013). Les modalités de ce type de programme restent à préciser mais elles 

reposent globalement sur un sevrage tabagique, des entraînements à l’effort et une aide 

psychosociale (Cottin et al., 2022).  

X. Modèles d’études de la FPI 

Bien qu'aucun modèle animal ne puisse récapituler toutes les composantes de la fibrose 

pulmonaire, plusieurs sont disponibles pour étudier certaines caractéristiques de la FPI et 

d'autres ILD fibrosantes (Tableau 1). Historiquement, l'un des premiers à avoir été développé 

et largement utilisé est le modèle bléomycine chez la souris, en raison de sa capacité à 
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reproduire certains aspects de la FPI avec une bonne reproductibilité et une induction rapides 

des lésions. Cette molécule forme des complexes avec les ions métalliques, ce qui augmente la 

production d’espèces réactives de l’oxygène et provoque une peroxydation lipidique, une 

oxydation des glucides ainsi que des cassures simples et double brin dans l'ADN. Il existe 

plusieurs méthodes d’induction de la fibrose pulmonaire par la bléomycine, comme l’injection 

sous-cutanée, intrapéritonéale, intraveineuse ou intratrachéale (Tashiro et al., 2017). Pour 

étudier la FPI, l’induction de la fibrose pulmonaire par injection intratrachéale est la plus 

fréquemment utilisée puisqu’elle expose majoritairement l’organe pulmonaire à la bléomycine 

(Degryse et al., 2010; Moore and Hogaboam, 2008). Son mécanisme d’action commence par 

une surproduction d’espèces réactives de l’oxygène entraînant l’apoptose des cellules 

épithéliales alvéolaires (jours 1-3), puis survient une importante infiltration de cellules 

inflammatoires (jours 3-9) qui activera les fibroblastes et la production excessive de tissus 

cicatriciels (jours 10-21) (Tashiro et al., 2017). Les études utilisant le modèle bléomycine ont 

permis d'identifier de nombreux mécanismes cellulaires et moléculaires aujourd'hui reconnus 

dans la pathogenèse de la FPI et d'autres PID fibrosantes, ainsi que de nouvelles thérapies 

comme le nintedanib et la pirfénidone. Cependant, la fibrose induite par la bléomycine est 

ponctuelle en réponse à une inflammation aiguë et s’auto-guérit après 3 semaines. Ces 

paramètres sont en contraste avec la fibrose typique progressive et irréversible de la FPI 

humaine, qui est une réponse à une inflammation chronique et silencieuse des poumons 

(Borzone et al., 2001; Moore and Hogaboam, 2008). Ainsi, une étude a montré que la signature 

génétique précoce du modèle bléomycine présente des caractéristiques similaires à celle de 

fibroblastes isolés d’une FPI aiguë et accélérée chez l’homme, notamment au niveau du 

prossessus mitotique (Peng et al., 2013). D’autres modèles basés sur l’administration de 

composés inorganiques tels que la silice et l’amiante permettent d’induire une fibrose 

pulmonaire ayant certains mécanismes moléculaires transposables à la FPI (Kim et al., 2015; 

Sugimoto et al., 2019), mais les lésions obtenues n’ont pas le même aspect ni la même 

localisation que celles d’une FPI (B. Moore et al., 2013; Tashiro et al., 2017). L’instillation 

intratrachéale d’isothiocyanate fluorescent  permet également d’entrainer une infiltration des 

cellules immunitaires et une fibrose pulmonaire persistante 3 semaines après l’injection, mais 

sans présenter d’aspect de PIC (Christensen et al., 1999; Roberts et al., 1995). Une exposition 

aux radiations conduit au développement d'une fibrose qui peut être locale ou systémique si 

d'autres organes ne sont pas protégés. Il s’agit d’une procédure lente qui aboutit à une fibrose 
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mature après 24 semaines, cependant, cette fibrose dépend plus des dommages à l'ADN et de 

la production de radicaux libres que de la sécrétion de TGF-β (Haston, 2012; Jin et al., 2020). 

Enfin, des méthodes plus sophistiquées ont été utilisées pour étudier les voies de signalisation 

impliquées dans la fibrose pulmonaire en stimulant l’expression de TGF-β1 (Bonniaud et al., 

2005; Sime et al., 1997), de TNF-α (Sime et al., 1998) et d'IL-1β (Kolb et al., 2001) par 

transfection d’adénovirus. Une surexpression transgénique de l'IL-13 localisée spécifiquement 

dans les poumons a également entraîné une réponse inflammatoire précoce et un dépôt de 

collagène qui dépend de la voie de signalisation du TGF-β1 (Lee et al., 2001). Néanmoins, ces 

modèles ne sont pas bien établis et permettent seulement de décrire les voies pertinentes de 

la fibrogenèse sans reproduire la complexité de la maladie humaine. 

Tableau 1 : Avantages et inconvénients des modèles animaux permettant d’étudier les PID. 

Modèles murins Avantages Inconvénients 

Bléomycine signature génétique précoce 
similaire à celle de fibroblastes 
isolés d’une FPI aiguë et 
accélérée chez l’homme 
(processus mitotique) 

Fibrose ponctuelle, résolution 
spontanée après 3 semaines 

Silice Persistance des lésions 
fibrotiques 

Manque de reproductibilité, 
administration difficile, 
absence de lésions semblables 
à une PIC 

Amiante Reproduit la fibrose 
pulmonaire humaine en cas 
d’exposition à l’amiante 

Induit une fibrose centrale 
plutôt que sous-pleurale, 
inégalement répartie entre les 
poumons, peu de foyers 
fibroblastiques 

Isothiocyanate fluorescent Persistance des lésions 
fibrotiques 

Absence de PIC et présence 
d'infiltrats inflammatoires 
précédant la fibrose 

Radiation Développement d’une fibrose 
locale si les autres organes sont 
bien protégés 

Fibrose qui dépend des 
dommages causés à l'ADN par 
les radicaux libres et moins du 
TGF-β 

Surexpression de cytokines Comprendre les événements 
de signalisation relatifs à des 
cytokines spécifiques induisant 
la fibrose 

Modèles limités à l’étude de 
voies spécifiques sans 
récapituler la complexité de la 
maladie humaine 
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CHAPITRE II : Du fibroblaste au myofibroblaste 
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I. Rôle des fibroblastes  

Les fibroblastes sont des cellules d’origine mésenchymateuse dont le rôle principal est le 

maintien de la structure anatomique. Une fois activés, ils produisent de la MEC en réponse à 

une lésion. Ce type cellulaire est présent dans pratiquement tous les tissus mais sa signature 

moléculaire varie d’un organe à l’autre (Swonger et al., 2016). La production comme le maintien 

structurel des tissus conjonctifs par les fibroblastes sont essentiels. Au niveau de la peau, cela 

permet de résister aux microtraumatismes comme l’étirement ou le contact avec des objets 

tranchants. Au niveau pulmonaire, les fibroblastes permettent le maintien de l’élasticité et de 

la structure des poumons pendant les mouvements respiratoires. Au-delà de ce rôle structurel 

(Figure 9A), les fibroblastes ont de nombreuses autres fonctions comme la sécrétion de 

facteurs de signalisation pour les cellules environnantes (chimiokines, interleukines) (Figure 

9B), la génération de forces mécaniques (Figure 9C) ou encore la régulation du métabolisme 

tissulaire et de la sécrétion de métabolites (Figure 9D). Les fibroblastes jouent également un 

rôle de cellules progénitrices mésenchymateuses pour maintenir le pool de fibroblastes 

pulmonaires, ou peuvent aussi développer un phénotype adipocytaire spécialisé dans le 

stockage des lipides (Sowa et al., 2021) (Figure 9E). Ils sont aussi les producteurs de nouveaux 

tissus au cours de la morphogenèse des organes (embryogenèse) et responsables de la 

réparation des tissus dans diverses conditions pathologiques (Figure 9F). Etant situés dans des 

régions distinctes de différents organes, ils servent de source d'information géographique pour 

les autres types cellulaires, en constituant par exemple la lame basale des cellules épithéliales 

alvéolaires (Figure 9G). Enfin, ce sont des cellules cibles ainsi que des modulateurs de diverses 

fonctions immunitaires innées comme adaptatives (H). 
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II. Rôle des myofibroblastes 

Lorsqu’un tissu est agressé, le relargage de médiateurs moléculaires par les cellules lésées 

ainsi que la réponse inflammatoire associée sont responsables du recrutement et de la 

différenciation des fibroblastes en myofibroblastes. Comparé à ses homologues non activés, le 

phénotype myofibroblastique est définit par une forte expression de marqueurs du 

cytosquelette comme l’α-actine du muscle lisse (α-SMA), une forte activité contractile, un 

niveau plus élevé de synthèse et de sécrétion de MEC ainsi qu’une résistance à l'apoptose 

(Kendall and Feghali-Bostwick, 2014). Les myofibroblastes ne sont pas retrouvés en condition 

physiologique saine, mais ils sont fortement régulés après une blessure et jouent un rôle 

essentiel dans le processus de cicatrisation (Gabbiani, 2003; Midwood et al., 2004). Dans de 

nombreuses maladies fibrosantes dont la FPI fait partie, les myofibroblastes sont les cellules 

clés responsables de l’accumulation aberrante et incontrôlée de MEC.  

Figure 9 : Résumé de l’activité et des fonctions des fibroblastes. D’après (Plikus et al. 2021) 
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III. Recrutement et activation des myofibroblastes 

i. Origine des myofibroblastes 

Bien que l’origine des myofibroblastes au cours de la FPI reste incertaine et débattue, de 

nombreuses voies de recrutement ont été identifiées, notamment in vivo via le traçage de 

lignées cellulaires et la cartographie transcriptomique des sous populations cellulaires dans un 

contexte pathologique (Homps-Legrand et al., 2023) (Figure 10). Il est important de noter que 

les proportions de ces différents progéniteurs sont variables en fonction des études et qu’il 

existe souvent de grandes différences entre les observations cliniques et expérimentales. En 

effet, les études expérimentales reposent sur le modèle bléomycine en injection unique pour 

induire des lésions fibrotiques. Ces lésions ont certes un aspect proche de la FPI avec 

l’accumulation de foyers myofibroblastiques, mais ces derniers n’ont pas forcément la même 

origine cellulaire que la pathologie humaine.  

Les fibroblastes et lipofibroblastes interstitiels résidents proches du site lésé font partie des 

premiers acteurs répondant aux cytokines et facteurs de croissance pro-fibrosants comme le 

TGF-β1, l'IL-1β ou l’IL-6 (Kendall et Feghali-Bostwick 2014). Dans le modèle bléomycine, le 

traçage des fibroblastes résidents PDGFRa+ a montré qu’ils s’accumulent et s’activent sous 

forme de foyer dans les poumons lésés (Li et al., 2018.; Tsukui et al., 2015). Cependant, une 

autre étude a montré que ces fibroblastes ne participent que partiellement au pool de 

myofibroblastes activés, à hauteur de seulement 20% d’après le traçage de fibroblastes 

résidents ACTA2+PDGFRa+ tandis que 50% provenaient de cellules mésenchymateuses 

ACTA2+Axin2+ (Zepp et al., 2017). Toujours dans le modèle bléomycine, un étude montre que 

les lipofibroblastes résidents Fgf10+ représentent 30% à 53.9% des cellules ACTA2+, ce qui 

suggère que ce type de fibroblaste est un acteur important du développement de la FPI (Agha 

et al., 2017).  

Les péricytes, aussi décrits comme des cellules mésenchymateuses qui enveloppent les 

capillaires sanguins, ont la capacité de se différencier en myofibroblastes en présence de TGF-

β1 (Sava et al., 2017; Wang et al., 2019). Ainsi, il a été montré que les péricytes s’activent et 

s’accumulent dans les foyers fibroblastiques des poumons de patients FPI (Sava et al., 2017), 

et que 45% des myofibroblastes αSMA+ étaient issus de péricytes Foxd1+ dans les foyers 

fibroblastiques du modèle murin bléomycine  (Hung et al., 2013).  
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Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) résidentes et circulantes sont également 

sensibles aux stimulus inflammatoires et peuvent être activées pour se différencier en 

myofibroblastes (Xia et al. 2014). En effet, le marquage des CSM circulantes a montré que ces 

précurseurs sont recrutés et activés pour représenter jusqu’à 30% des myofibroblastes dans 

les régions fibrotiques du modèle bléomycine (Tang et al., 2014). L’analyse transcriptomique 

de cellules uniques a aussi permis d’identifier des CSM résidentes pathologiques dans les foyer 

fibrotiques des poumons des patients FPI (Beisang et al., 2020). 

Les fibrocytes circulants sont recrutés par chimiotactisme lors de la phase inflammatoire en 

réponse au facteur de croissance PDGF-BB (Andersson-Sjöland et al., 2008). Une augmentation 

de la quantité de fibrocytes a été détectée dans le lavage broncho-alvéolaire et dans le sang 

des patients FPI (Borie et al., 2013; Mehrad et al., 2007). Chez la souris, la fibrose pulmonaire 

induite par la bléomycine entraîne le recrutement des fibrocytes circulants CD45+Col I+CXCR4+ 

dans les poumons, et leur recrutement maximal est corrélé avec l’augmentation des dépôts de 

collagène (Phillips et al., 2004). De plus, l’inhibition in vivo du recrutement des fibrocytes a 

permis de réduire la fibrose induite par la bléomycine (Chi et al., 2022). En contraste avec ces 

résultats, une étude a montré que les fibrocytes ont une activité mineure de sécrétion de 

collagène dans le modèle bléomycine (Kleaveland et al., 2014).  

La transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) des CEA2 pourrait également participer au 

pool de myofibroblastes dans la FPI. En effet, les microlésions pulmonaires peuvent activer la 

TEM des cellules épithéliales qui prendront un phénotype myofibroblastique (Ohbayashi et al., 

2014). Ainsi, les cellules épithéliales de rat exposées chroniquement au TGF-β1 subissent une 

TEM suivie d’une augmentation des marqueurs myofibroblastiques (Kasai et al., 2005; Willis 

and Borok, 2007). De plus, chez les patients FPI, il a été rapporté une abondance de cellules co-

exprimant les marqueurs épithéliaux et d’α-SMA au niveau des tissus pulmonaires (Willis et al., 

2005). Cependant, des études basées sur le traçage des cellules épithéliales dans le modèle 

bléomycine ont soit montré qu’elles ne subissaient pas de TEM (Rock et al., 2011), soit montré 

que seulement 4% de cellule épithéliales étaient positives à α-SMA au niveau des lésions 

fibrotiques (DeMaio et al., 2012).  

Enfin, des études utilisant l'analyse transcriptomique à l'échelle cellulaire (single-cell 

RNAseq) ont permis de mieux comprendre les différentes sous-populations présentes dans le 

poumon normal et de patients atteints de FPI. Ces études ont révélé une grande hétérogénéité 
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de groupes cellulaires présentant des marqueurs pro-fibrosants au cours de la FPI, incluant de 

multiples sous-types de fibroblastes activés mais aussi des cellules épithéliales et 

mésenchymateuses productrices de MEC (Adams et al., 2020; Habermann et al., 2020; Jia et 

al., 2023). L’une de ces études a notamment montré que les fibroblastes pulmonaires issus du 

stade précoce de la FPI présentent certaines altérations transcriptomiques identiques à celles 

du stade avancé de la maladie (Jia et al., 2023). Ces observations ont permis d’identifier la 

protéine de fixation du cuivre FOXD1 et de l’associer à la sénescence des fibroblastes 

pathologiques chez les patients, pour ainsi en faire un potentiel biomarqueur du 

déclenchement de la maladie (Jia et al., 2023; Rosas et al., 2022). En parallèle de l’étude du 

transcriptome et toujours à l’échelle de la cellule unique, il est maintenant possible de 

séquencer les régions accessibles de l’ADN avec la technologie snATAC-seq (single nucleus 

Assay for Transposase Accessible Chromatin-sequencing) dans le but de repérer des 

enrichissements en motifs de liaison de facteurs de transcription (Burgy and Mailleux, 2023). 

Ainsi, l’intégration de l’expression différentielle des ARNm avec ces enrichissements de motifs 

ont permis d’identifier l’implication du facteur de transcription TWIST1 dans les 

myofibroblastes isolés de patients FPI. TWIST1 est connu pour son rôle inducteur de la TEM et 

se retrouve plus actif dans le contexte de la FPI mais aussi dans le modèle murin bléomycine en 

comparaison avec des fibroblastes contrôles (Valenzi et al., 2023).  

Figure 10 : Les différents types cellulaires à l’origine des myofibroblastes au cours de la FPI.  Les 
principaux types cellulaires identifiés comme étant à l’origine des myofibroblastes sont les 
fibroblastes résidents, les fibrocytes, les CEAII, les péricytes et les cellules souches 
mésenchymateuses (MSC). D’après Kletukhina et al. 2022. 
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ii. Le TGF-β 

a. Définition 

Le TGF-β (transforming growth factor-beta) existe sous trois isoformes chez les 

mammifères : le TGF-β1, TGF-β2 et TGF-β3. Le TGF-β2 et le TGF-β3 sont des cytokines 

impliquées dans la différenciation et le développement des cellules embryonnaires, tandis que 

le TGF-β1 est largement décrit comme inducteur de la fibrose. Son rôle pivot est connu dans 

de nombreuses maladies fibrosantes, et le sérum comme les poumons des patients FPI sont 

enrichis en TGF-β1, mais pas en TGF-β2 ni en TGF-β3 (Broekelmann et al., 1991; Khalil et al., 

1996; Molina-Molina et al., 2006). Enfin, le blocage de la voie de signalisation du TGF-β1 

protège de la fibrogenèse dans de nombreux modèles cellulaires humains, ainsi que dans les 

modèles murins (Ye and Hu, 2021).  

b. Sécrétion  

Durant le développement de la fibrose, les principales sources de production de TGF-β1 

sont les CEAII, les macrophages alvéolaires et les myofibroblastes (Frangogiannis, 2020). Cette 

sécrétion témoigne d’un stress chronique des cellules alvéolaires. Le TGF-β1 est d’abord 

sécrété sous forme latente, complexé au peptide LAP (latency-associated peptide), ce qui 

permet de prévenir sa fixation à son récepteur membranaire (Robertson and Rifkin, 2016). Une 

fois sécrété, le LAP se fixe aux protéines de la matrice extracellulaire comme la fibronectine et 

les fibrines via une protéine adaptatrice (Robertson et al., 2015). De cette manière, des 

quantités importantes de TGF-β1 latent s’accumulent dans nos tissus, et l’activation d’une 

petite fraction de TGF-β1 entrainera une forte réponse cellulaire. La dégradation ou la 

dénaturation du LAP étant nécessaire à la libération du TGF-β1, différents mécanismes 

physiques et chimiques ont été décrit comme initiateur de ce phénomène.  

c. Activation 

1. Activation mécanique 

Le schéma classique de libération du TGF-β1 est basé sur la fixation de l’intégrine de 

surface membranaire αvβ6 au LAP (Figure 11). Au travers de cette intégrine, la force de 

contraction cellulaire médiée par le cytosquelette d’actine/myosine est transmise à un site de 

liaison RGD (motif tripeptide Arg-Gly-Asp) dans le LAP, ce qui induit un changement de sa 

conformation et libère le TGF-β1 actif. Ainsi, dans des conditions permettant la tension de la 



44 
 

matrice extracellulaire, il a été monté in vitro que des myofribroblastes peuvent activer 

directement le TGF-β1 auto-généré (Wipff et al., 2007). De plus, l'expression de l'intégrine αvβ6 

est normalement faible, mais elle augmente en réponse à une blessure ou à une inflammation 

(Miller et al., 2001). Chez les souris traitées à la bléomycine, la déplétion de l’intégrine β6 

entraîne une réponse fibrotique mineure comparée aux souris sauvages, ce qui suggère que la 

fibrose résulte d'un excès de TGF-β1, lié une expression accrue d'αvβ6 en réponse au stimulus 

inflammatoire. Enfin, les poumons de souris KO pour l’intégrine β6 traitées avec de la 

bléomycine montrent une nette incapacité à induire l'expression de gènes régulés par le TGF-

β1 (Munger et al., 1999).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Activation protéolytique  

Plusieurs protéases ont été identifiées comme induisant l’activation du TGF-β latent. Ce 

sont les MMP-2/9 (metalloproteinase-2/9) et la plasmine qui appartiennent respectivement à 

la famille des métalloprotéases et des sérine-transférases. Les MMP-2/9 ont la capacité de 

Figure 11 : Activation du TGF-β par interaction de l'αvβ6-intégrine avec le LAP (latency associated protein). (A)
L'αvβ6-intégrine se lie à un motif RGD dans le LAP. (B) La force de traction transmise par la sous-unité β6 
déforme le LAP et libère le TGF-β. D’après Kossatz, Beer, et Notni 2021. 
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dégrader la protéine adaptatrice du LAP ce qui permet une libération indirecte du TGF-β latent 

(Dallas et al., 2002). Pour ce qui est de la plasmine, elle a la capacité de libérer le TGF-β latent 

en dégradant directement le LAP (Lyons et al., 1988) . 

3. Activation par les ERO 

Il existe un cercle vicieux de régulation positive entre le TGF-β et les espèces réactives de 

l'oxygène (ERO). D’une part, les ERO peuvent influencer la signalisation du TGF-β en renforçant 

son expression et son activation (Chung et al., 2021). D’autre part, le TGF-β est capable de 

réguler les niveaux d’ERO en augmentant leur production et en inhibant l'activité des systèmes 

antioxydants (Hagler et al., 2013). Les ERO peuvent également activer le TGF-β latent 

directement via l'oxydation du LAP et indirectement par l'activation des MMP-2 et MMP-9 qui, 

à leur tour, clivent le LAP pour libérer le TGF-β actif (Liu and Desai, 2015). Ainsi, la signalisation 

du TGF-β et des ROS pourraient se coordonner de manière réciproque pour participer au 

processus de fibrogenèse (Hagler et al., 2013).  

4. Activation par le pH  

Le LAP est directement dénaturé in vitro dans un milieu conditionné à un pH acide doux (pH 

4,5), perturbant ainsi son interaction avec le TGF-β (Annes et al., 2003; Lyons et al., 1988). In 

vivo, un pH similaire est généré par les cellules ayant un métabolisme glycolytique, comme les 

cellules cancéreuses (effet Warburg) mais aussi les fibroblastes différenciés par le TGF-β (voir 

partie II.4.g. La glycolyse aerobique).  

d. Différenciation des fibroblastes en myofibroblastes 

1. Voie de signalisation 

Les récepteurs membranaires au TGF-β comprennent un domaine extracellulaire et un 

domaine intracellulaire à activité serine/thréonine kinase très conservé (Schmierer and Hill, 

2007). Le TGF-β se lie à un dimère de récepteur de type II, qui recrute ensuite un dimère de 

récepteur de type I formant un complexe hétéro-tétramérique avec le ligand (Wrana et al., 

1992). La fixation du ligand entraîne la rotation des récepteurs de sorte que leurs domaines 

kinases cytoplasmiques prennent une orientation favorable à la catalyse. Le récepteur de type 

II phosphoryle ensuite les résidus de sérine du récepteur de type I, ce qui le rend actif et permet 

la phosphorylation des protéines SMAD2 et SMAD3. En temps normal, les SMAD inactives se 

déplacent librement dans le cytoplasme et dans le noyau. Une fois activées par 

phosphorylation, les SMAD2/3 se complexent avec SMAD4 pour former un complexe à activité 
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transcriptionnelle régulant les gènes de fibrogenèse (Figure 12). Ce complexe va se transloquer 

dans le noyau et exercer son activité transcriptionnelle jusqu’à ce que les phosphatases 

nucléaires l’inactivent. Ainsi, un équilibre continue de protéines SMAD activées et non activées 

circule en faisant la navette entre le noyau et le cytoplasme. Plus le récepteur au TGF-β sera 

activé, plus un pool de SMAD phosphorylées s’accumulera dans le noyau et stimulera une 

activité pro-fibrosante (Schmierer and Hill, 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 :  Activation de la voie de signalisation SMAD par le TGF- β. Le TGF-β se fixe à son récepteur 
transmembranaire pour activer les protéines SMAD2/3 par phosphorylation. Le complexe transcriptionnel 
SMAD4/2/3 transloque dans le noyau pour activer l’expression de gènes impliqués dans le dépôt de MEC, 
l’activité contractile et le métabolisme glycolytique. Par Tom Voisin, Biorender.  
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2. Sécrétion de matrice extracellulaire (MEC) 

Les fibroblastes produisent un réseau interconnecté de MEC fournissant une structure 

stable aux tissus ainsi qu’un support aux cellules (figure 13) (Wijsman et al., 2021). Les protéines 

de la MEC ont des propriétés plus ou moins élastiques. Ainsi, le collagène de type I est très 

rigide à cause de sa structure tertiaire hélicoïdale en triple brin. De manière similaire à une 

corde, cette protéine est très résistante à la traction, empêchant tout étirement excessif. D’un 

autre côté, les protéines d'élastines forment des réseaux hautement réticulés, mais non 

structurés, qui permettent un étirement expansif mais sans rupture. Enfin, des glycoprotéines 

comme la fibronectine permettent de faire le lien structurel entre les cellules et la MEC 

puisqu’elles ont des récepteurs de surface cellulaire comme les intégrines, tout en pouvant se 

lier au collagène ou aux fibrines. Pour réguler la densité de ce réseau de MEC, les fibroblastes 

sécrètent également des métalloprotéases matricielles (MMPs) qui ont pour fonction de 

dégrader la MEC, ainsi que leurs inhibiteurs tissulaires (TIMPs). Il existe une vingtaine de MMPs 

qui peuvent dégrader toutes les composantes de la MEC. Leur expression basale est 

normalement faible mais certaines voies de régulation transcriptionnelle comme la voie SMAD 

stimulent leur expression (Vincenti and Brinckerhoff, 2007).  

Figure 13 : Représentation de la matrice extracellulaire (MEC) pulmonaire. Toutes les composantes de la MEC ne 
sont pas représentées (fibrilines, fibulines, hyaluronan). MMP : Matrix metalloproteinase. Par Tom Voisin, 
Biorender. Inspiré de Wijsman et al. 2021. 
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Ainsi, les fibroblastes ont pour rôle le maintien de l’équilibre structurel et de la densité de 

la MEC. Lors du processus de fibrogenèse, cet équilibre est rompu et les myofibroblastes activés 

par le TGF-β vont présenter une expression excessive des composantes les plus rigides de la 

MEC. En effet, la voie SMAD stimule l’expression de tous les types de collagènes (COL1A1, 

COL1A2, COL3A1, COL4A2, COL5A2, COL6A1, COL6A3) et de la fibronectine (Schiller et al., 

2004). Le collagène de type IV est également le constituant principal de la membrane basale 

des cellules épithéliales alvéolaires, et la concentration sérique de ce collagène est augmentée 

chez les patients FPI et est associée à un mauvais pronostic (Urushiyama et al., 2015). En 

réponse à cet excès de MEC, il a été rapporté que les fibroblastes peuvent entrer dans un cercle 

vicieux d’auto-stimulation qui aggrave la maladie (Parker et al., 2014). Dans le contexte de la 

FPI, l’équilibre entre les MMPs et leurs inhibiteurs TIMPs est également rompu. Ainsi, de 

manière surprenante, de nombreuses MMP surexprimées dans les poumons ont été associées 

au développement de la maladie en favorisant la TEM (MMP-3 et MMP-7), une cicatrisation 

incontrôlée (MMP-3 et MMP-9) ou une migration anormale des fibroblastes (MMP-8) (Craig et 

al., 2015).   

3. Activité contractile 

Les myofibroblastes activés par le TGF-β ont des caractéristiques similaires aux cellules du 

muscle lisse. Ils sont identifiables via leur contraction cytosquelletique très développée 

associée à une forte expression d’alpha-smooth-muscle actin (α-SMA) et de vimentine (Hinz et 

al., 2001). Ainsi, l’α-SMA peut être dosée dans le sérum et utilisée comme biomarqueur non 

invasif de fibrose pulmonaire incluant la FPI, la BPCO ou même certains cancers (Holm Nielsen 

et al., 2018). Au sein de la MEC, l’activité contractile des myofibroblastes génère une tension 

mécanique qui a pour rôle initial la fermeture des plaies pendant le processus de cicatrisation. 

Cependant, la contraction des myofibroblastes est irréversible, ce qui contribue à rigidifier la 

MEC et donc la structure pulmonaire dans le cadre de la FPI. De plus, le TGF-β latent stocké 

dans la MEC va être libéré du LAP en captant les contractions mécaniques du cytosquelette 

d’actine via les intégrines (voir partie activation mécanique du TGF-β). Cette libération 

additionnelle de TGF-β va donc participer au cercle vicieux d’auto-activation des foyers 

fibroblastiques au cours de la maladie.  
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4. La glycolyse aérobie 

Différentes altérations métaboliques sont retrouvées dans la FPI, avec des dérégulations 

impliquant le système rénine/angiotensine, l’hypoxie, le métabolisme lipidique et la respiration 

mitochondriale comme glycolytique (Bargagli et al., 2020). L’augmentation du métabolisme 

glycolytique, appelé effet Warburg, a été rapporté chez les fibroblastes activés par le TGF-β 

(Hewitson and Smith, 2021; Maher, 2015; O’Leary et al., 2020; Schruf et al., 2019). D’abord 

décrit en oncologie, l'effet Warburg est le constat que la plupart des cellules cancéreuses 

produisent de l'énergie par un processus moins efficace que la respiration mitochondriale et le 

cycle de Krebs. En effet, ces cellules favorisent une glycolyse aérobie consistant en un niveau 

élevé d'absorption de glucose et d’activité glycolytique suivie d'une forte production d’acide 

lactique même en présence d'oxygène (Alfarouk et al., 2014). Cependant, dans le contexte de 

la FPI, la voie SMAD induit l’expression de nombreuses enzymes de la glycolyse comme GLUT1 

(Glucose transporter 1), GLUT3 (Glucose transporter 3), HK2 (Hexokinase 2), PKM2 (Pyruvate 

kinase M2) et PFKB3 (6-Phosphofructo-2-Kinase/Fructose-2,6-Biphosphatase 3) ce qui stimule 

un switch du métabolisme mitochondrial vers la glycolyse aérobie (Figure 14) (Liu and Chen, 

2022). Ainsi, dans les tissus pulmonaires des patients FPI, la production d’acides lactiques et 

l’activité de la lactate déshydrogénase (LDH) sont supérieures à la normale (Kottmann et al., 

2012). Il a également été rapporté in vitro que le TGF-β induit l’expression et l’activité de la 

LDH5 mais que la différenciation myofibroblastique n’est pas dépendante de ce phénomène 

(Schruf et al., 2019). Or, un excès d’acide lactique et l’acidification du milieu extracellulaire est 

capable d’activer le TGF-β latent via la dénaturation de la LAP, ce qui participe à la boucle 

d’auto-activation des fibroblastes (Kottmann et al., 2012). Le TGF-β stimule également 

l’absorption du glucose dans les cellules mésangiales et dans la lignée fibroblastique NH/3T3 

via l’induction de l’expression des transporteurs GLUT (Inoki et al., 1999; Kitagawa et al., 1991). 

Or, un taux élevé de glucose induit la production de TGF-β ainsi que l’expression à la membrane 

et l’activité de ses récepteurs TGFβRI et TGFβRII (Wu and Derynck, 2009). Ensemble, ces 

observations suggèrent qu’une inhibition de l’effet Warburg pourrait interférer avec le 

processus de fibrogénese. Ainsi, in vivo dans le modèle bléomycine, l’utilisation d’un inhibiteur 

de PFKB3, une enzyme clé de la glycolyse induite pendant la différenciation myofibroblastique, 

permet de réduire la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine (Xie et al., 2015). Enfin, chez 

les patients FPI, un index pronostic basé sur l’augmentation de l’expression des gènes de la 

glycolyse (stanniocalcine 2, transketolase like 1, artemin) au sein des tissus pulmonaires des 
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patients a été proposé, et cet index a eu une bonne performance prédictive de la survie des 

patients sur deux cohortes (Li et al., 2023).  

 

 

 

 

Figure 14 :  Stimulation du métabolisme glycolytique par le TGF-β. Le TGF-β induit l’expression de 
plusieurs enzymes glycolytiques qui entraînent une forte production et sécrétion de lactates. 
L’acidification engendrée active le TGF-β latent en dénaturant le complexe LAP (Latent associated 
protein). GLUTs : Glucose transporters ; HK2 : Hexokinase-2 ; LDHA : lactate déshydrogénase A ; 
PFKB3 : 6-Phosphofructo-2-Kinase/Fructose-2,6-Biphosphatase 3 ; PDC : Pyruvate Dehydrogenase 
Complex ; PDK : Pyruvate dehydrogenase kinase. Par Tom Voisin, Biorender. 
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iii. Le PDGF-BB 

a. Définition 

Le PDGF (Platelet-derived growth factor) ou facteur de croissance dérivé des plaquettes est 

une famille de facteurs de croissance qui devient actif en homo ou hétéro-dimère. Le PDGF est 

produit par les plaquettes activées, les cellules du muscle lisse, les macrophages activés et les 

cellules endothéliales (Deng et al., 2015). Il existe quatre monomères polypeptidiques de 

PDGF qui peuvent se dimériser: Le PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C et le PDGF-D (Andrae et al., 2008). 

Le PDGF agit via ses récepteurs à tyrosine kinase transmembranaires PDGFR-α et PDGFR- β. Un 

fois qu’un ligand est fixé à ce récepteur, le PDGFR se dimèrise pour activer sa voie de 

signalisation (Andrae et al., 2008). Dans le cas de la FPI, le PDGF-BB est le plus associé à la 

maladie en jouant un rôle de puissant chimio-attractant pour les fibroblastes et les fibrocytes 

circulants  (Aono et al., 2014; Rieg et al., 2022). L’activité chimiotactiques de trois isoformes 

différents du PDGF a été testée sur les fibroblastes, les monocytes et les granulocytes humains. 

Le PDGF-AB et le PDGF-BB induisent des réponses fortes et dose-dépendantes à la fois dans les 

fibroblastes et les monocytes, alors que le PDGF-AA n'a pas stimulé le chimiotactisme de ces 

types de cellules (Siegbahn et al. 1990). Une autre étude in vivo dans le modèle bléomycine a 

montré que le PDGF-BB est un chimioattractant plus puissant que les autres PDGF, puisque 

l'utilisation d’un anticorps anti-PDGFR-β a plus diminué le nombre de fibrocytes dans les 

poumons des souris comparé à l'anticorps anti-PDGFR-α (Aono et al., 2014). Cliniquement, le 

sérum des patients FPI est enrichi en PDGF-BB et une concentration plus élevée est prédictive 

d’exacerbations ainsi que d’un taux de survie plus faible (Arai et al., 2022). Chez la souris, 

l’inhibition du récepteur au PDGF-BB et de sa voie de signalisation attenue la progression de la 

fibrose pulmonaire induite par la bléomycine (Abdollahi et al., 2005). Enfin, chez les patients 

FPI, l’utilisation clinique du nintédanib, un inhibiteur des récepteurs à tyrosine kinase dont le 

PDGFR fait partie, diminue le déclin des fonctions respiratoires (Lancaster et al., 2019).  

b. Voie de signalisation 

La chaîne d’activation Raf/MEK/ERK est l’une des voies principales activée par le PDGF-BB 

(Figure 15). En effet, la GTPase Ras est activée par le PDGFR et est un commutateur moléculaire 

pour toute un ensemble de voies de signalisations. La protéine possède une activité 

enzymatique GTP endogène, facilitant la signalisation extracellulaire-intracellulaire, et est en 

outre une protéine en amont de la voie Raf-MEK-ERK (Hennig et al., 2015). Le PDGF-BB induit 
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la phosphorylation des résidus tyrosine intracellulaire du PDGFR, ce qui permet de convertir la 

Ras-GDP quiescente en Ras-GTP active. La Ras activée peut alors déclencher la cascade de 

phosphorylations des protéines Raf, MEK puis finalement ERK. ERK pourra ensuite se 

transloquer dans le noyau et activer de nombreux substrats par phosphorylation (125 substrats 

nucléaires identifiés) impliquant un grand nombre de facteurs de transcription, des enzymes 

de remodelage de la chromatine, ou des protéines structurelles (Maik-Rachline et al., 2019). 

Dans la fibrogenèse, l’activité de ERK induit l’expression des cyclines et CDK permettant la 

progression du cycle cellulaire, ce qui stimule la prolifération des fibroblastes (voir partie « Le 

cycle cellulaire ») (Chambard et al., 2007; Villanueva et al., 2007). Ainsi, l’activité de ERK stimule 

directement la mitose et la chemotaxie dans les modèles de fibrose pulmonaire comme 

hépatique (Y. Hu et al., 2020; Ying et al., 2017). La voie PI3K (phosphoinositide 3-kinase)/AKT 

est également activée par le PDGF-BB. Cette voie est impliquée dans la fibrose pulmonaire 

Figure 15 : Activation de la voie de signalisation ERK et AKT par le PDGF-BB. Le PDGF-BB se fixe à son 
récepteur transmembranaire pour activer les protéines PI3K/AKT ou RAS/RAF/MEK/ERK par
phosphorylation. Les complexes transcriptionnels actifs transloquent dans le noyau pour stimuler
l’expression de gènes impliqués dans la prolifération, la migration, l’angiogenèse et la survie cellulaire. 
Par Tom Voisin, Biorender. 
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induite par la bléomycine via la régulation de la TEM, de la survie et de la prolifération des 

fibroblastes (Wang et al., 2022; Zhang et al., 2016). Une activation de cette voie a été observée 

dans les foyers fibroblastiques des patients FPI (Cully, 2020; Mercer et al., 2016), et un 

traitement par inhibiteur de PI3K permet d’améliorer les fonctions pulmonaires du modèle 

murin bléomycine via un blocage de la prolifération et de la TEM (Hsu et al., 2017; Hu et al., 

2022). Il a également été rapporté que la voie PI3K/Akt/mTOR est impliquée dans la 

reprogrammation glycolytique de la lignée de fibroblastes pulmonaires MRC-5, ce qui suggère 

que le ciblage de cette voie pourrait contribuer à atténuer la FPI au niveau métabolique (X. Hu 

et al., 2020). 

c. Le cycle cellulaire 

Le processus de croissance cellulaire est hautement régulé et contrôlé au cours d’un cycle 

divisé en quatre phases séquentielles (Figure 16) (Vermeulen et al., 2003). Ces quatre étapes 

sont appelées G0/G1 (Gap 0/1), S (Synthèse), G2 (Gap2) et M (Mitose). La phase G0 est un stade 

quiescent résultant soit de stimuli externes indiquant à la cellule de ne pas se diviser, soit d'une 

diminution des signaux mitogènes provenant de l'environnement tissulaire. En présence d’une 

signalisation mitogénique appropriées, la cellule passe en phase G1 pour se préparer à la 

division cellulaire, ce qui se traduit par une augmentation de la transcription et de la traduction 

des protéines essentielles à la synthèse de l'ADN. La cellule peut ensuite passer en phase S, qui 

aboutit à une réplication complète du génome par les ADN polymérases. Une fois que deux 

Figure 16 : Phases et régulation du cycle cellulaire par les couples cycline/CDK. Le couple cycline
E/CDK2 permet le passage en phase de synthèse (S), cycline A/CDK1 en phase G2, cycline B/CDK1 
en phase de mitose (M) et cycline D/CDK4 en phase G0/G1.  
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copies complètes du matériel génétique sont présentes dans le noyau, la cellule passe en phase 

G2, où elle organise et condense le matériel génétique pour préparer la division. La dernière 

phase est la mitose (M) où la cellule répartit les deux copies du matériel génétique dans deux 

cellules filles. Une fois la phase M terminée, la cellule peut recommencer un cycle ou s’en 

retirer transitoirement en passant en phase quiescente G0.  

Les kinases dépendantes des cyclines (CDK) sont une famille de protéines kinases 

hétérodimériques à sérine/thréonine qui permettent à la cellule de progresser dans chaque 

phase du cycle cellulaire (Sánchez and Dynlacht, 2005). Les CDK sont exprimées de manière 

constitutive et sont activées lorsqu'elles sont liées à leurs cyclines partenaires respectives. Les 

cyclines sont des sous-unités régulatrices qui sont exprimées de manière séquentielle tout au 

long du cycle cellulaire. Une fois complexés, les cyclines-CDK ont une forte activité kinase 

permettant d’activer les facteurs nécessaires au passage des différentes phases du cycle 

cellulaire. Leur rôle est comparable à celui d’un interrupteur, avec par exemple les complexes 

cycline D-CDK4 et cycline D-CDK6 qui assurent la progression de la phase G1, et le complexe 

cycline E-CDK2 permettant le passage en phase S. Une fois que la cellule a franchi la phase G1, 

elle n'est plus sensible aux signaux de croissance externes et est engagée jusqu’à la mitose 

(Malumbres, 2020). La cellule passe la phase S grâce aux complexes cycline A-CDK2. En G2, les 

complexes cycline B-CDK1 régulent l'entrée en mitose. Puisque les cyclines sont exprimées 

séquentiellement, les enzymes CDK ne sont activées qu'à des moments précis du cycle pendant 

les périodes d'expression abondante de leur cycline partenaire. 

Le PDGF-BB agit tôt dans le cycle cellulaire pour stimuler la transition de G0 à G1 et rendre 

les cellules aptes à répondre aux facteurs de croissance. L’exposition de fibroblastes quiescents 

au PDGF-BB est également suffisante pour stimuler la synthèse de l'ADN. Ainsi, une exposition 

au PDGF-BB induit l’expression des cycline D1, cycline E, cycline A, CDK2 et CDK4 dans la lignée 

de fibroblastes Balb/c 3T3 comme dans les cellules du muscle lisse (Hwang et al., 2020; Winston 

et al., 1996; Winston and Pledger, 1993). Chez les fibroblastes humains isolés de patients FPI, 

le PDGF-BB induit également l’expression des cyclines D1, A, B et des CDK 1, 2, et 4 (Joannes et 

al., 2019). 
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d. La migration cellulaire 

Au cours de la FPI, Le PDGF-BB agit aussi comme puissant chemoattractant des fibrocytes 

et fibroblastes vers les poumons et les sites lésés. Ainsi, l’utilisation d’un anticorps bloquant le 

PDGFR a permis de diminuer la migration des fibrocytes in vitro et de réduire le nombre de 

fibrocytes dans les poumons des souris traitées par bléomycine (Aono et al., 2014). Le PDGF-

BB induit également une forte migration des fibroblastes pulmonaires issus de patients FPI mais 

aussi celle des fibroblastes cutanés humains (Joannes et al. 2019; W. Li et al. 2004).  

iv. Autres médiateurs impliqués dans l’activation des fibroblastes 

a. Les FGF et VEGF 

Les facteurs de croissance de la famille des FGF et VEGF sont également impliqués dans la 

pathogenèse de la FPI et sont capable d’activer les mêmes voies de signalisation que le PDGF-

BB. 

Les FGF (famille de 20 protéines) et leurs récepteurs à tyrosine kinase FGFR (FGFR1-4) 

régulent d'importantes fonctions telles que la prolifération, la différenciation, la migration et la 

survie cellulaire (Boilly et al., 2000). Certains membres de la famille des FGF ont des propriétés 

pro-fibrosantes comme notamment le FGF-2 qui a de forte propriétés mitogéniques dans les 

fibroblastes pulmonaires issus de patients FPI (Shi et al., 2016; Xiao, 2012). De la même façon 

que le PDGF, les FGFR reconnaissent leurs ligands et subissent une dimérisation suivie d'une 

autophosphorylation qui va activer la signalisation PI3K/AKT et Raf/MEK/ERK (Nathan et al., 

2022). A l’inverse, certains FGF comme les FGF-1/9/7/10/18 semblent avoir des propriété anti-

fibrosantes en antagonisant la signalisation du TGF-β1 ou en prévenant l’apoptose des CEAII 

(Gupte et al., 2009; Joannes et al., 2016; Justet et al., 2017; Shimbori et al., 2016). Il a également 

été rapporté que la concentration en FGF-19 est plus faible dans le sérum des patients FPI, et 

que sa surexpression in vivo permet de limiter la fibrose pulmonaire, tout en diminuant in vitro 

la différenciation des myofibroblastes induite par le TGF-β (Justet et al., 2022).  

Le facteur de croissance de l'endothélium vasculaire (VEGF) est un puissant facteur 

angiogénique qui est abondamment produit les CEAII et les myofibroblastes de poumons FPI, 

et le TGF-β1 stimule son expression (Ebina et al., 2004; Fang et al., 2020). La fonction biologique 

du VEGF passe par sa liaison aux récepteurs tyrosine kinase VEGFR1 et VEGFR2 qui régulent la 

migration et la prolifération cellulaire par la voie PI3K/AKT et Raf/MEK/ERK. La concentration 
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de VEGF dans le sérum des patients FPI est associée à la gravité et à la progression de la maladie 

(Simler et al., 2004). L'expression du VEGF augmente dans les poumons du modèle bléomycine, 

et l'inhibition du VEGF à l'aide d'un anticorps anti-VEGF atténue l’évolution de la fibrose (Iyer 

et al., 2015). 

b. La voie Wnt/β‑catenin 

La liaison de Wnt (famille de 19 glycoprotéines) à ses récepteurs membranaires entraîne la 

phosphorylation puis la translocation de la β‑catenine dans le noyau, ce qui va induire 

l’expression de plusieurs gènes impliqués dans le cycle cellulaire comme la cycline D1, mais 

aussi la différenciation et la synthèse de matrice extracellulaire (Hamburg-Shields et al., 2015; 

Vuga et al., 2009). Les lésions prolifératives des patients FPI présentent une expression et une 

accumulation aberrante de β‑catenine nucléaire dans les foyers fibroblastiques (Chilosi et al., 

2003). L’inhibition de cette voie in vitro et dans le modèle bléomycine a permis de réduire la 

différenciation des cellules souches mésenchymateuses résidentes tout en atténuant les 

lésions pulmonaires (Cao et al., 2018).  

c. La voie Notch 

Dans le poumon adulte, la voie Notch préserve les niches de cellules progénitrices 

alvéolaires en coordination avec d'autres voies de développement, et participe à la réparation 

des lésions tissulaires (Xu et al., 2012). L'activation de la voie Notch stimule l'expression d'α-

SMA dans les cellules musculaires lisses et au cours de la transition endothélio-

mésenchymateuse (Noseda et al., 2006). Certaines études suggèrent que la voie Notch induit 

la différenciation des myofibroblastes en synergie avec la voie TGF-β-Smad3 (Aoyagi-Ikeda et 

al., 2011; Zavadil et al., 2004). Dans le modèle bléomycine, l'inhibition de la signalisation Notch 

dans les cellules stromales mésenchymateuses a permis d’atténuer la fibrose pulmonaire (Hu 

et al., 2015; Zhou et al., 2016). 
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CHAPITRE III : La vitamine D 
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I. Définition 

i. Généralités 

La vitamine D est une molécule liposoluble qui, malgré son nom, est considérée comme 

une hormone stéroïdienne. Son rôle vital a été largement décrit et associé au maintien de la 

concentration physiologique en calcium sérique qui servira à la minéralisation osseuse. 

Contrairement à d'autres vitamines, la vitamine D peut être synthétisée par notre corps 

lorsqu'il est exposé à la lumière du soleil. Elle peut également être obtenue à partir de certaines 

sources alimentaires ou de suppléments. Outre son rôle dans la santé osseuse, la vitamine D 

est également impliquée dans de nombreux autres processus biologiques, notamment dans le 

fonctionnement du système immunitaire, en aidant à combattre les infections et à réguler 

l'inflammation. Des études ont également suggéré un lien entre la vitamine D et la prévention 

de certaines maladies chroniques, telles que les maladies auto-immunitaires, cardiovasculaires, 

le diabète, les cancers, l’ostéoporose et la fibrose (Álvarez-Mercado et al., 2023; Aranow, 2011; 

Ma and Peng, 2019a; Wang et al., 2017).  

Différents organismes internationaux de santé ont défini les concentrations sériques 

optimales en vitamine D, ainsi que celles correspondant à une insuffisance ou une carence 

vitaminique (Tableau 2).  

 

 

Tableau 2 : Valeurs de référence (nmol/L) définissant la carence, l’insuffisance, les taux recommandés et la toxicité de 
la vitamine D retrouvées dans la littérature. La carence est décrite entre 12,5 et 50 nM et le taux recommandé entre 
50 et 250 nM.  

1 : Australian New Zealand bone and mineral society, Endocrine society of Australia osteoporosis Australia ; 2 : Groupe 

de recherche et d’information sur les ostéoporoses ; 3 :International osteoporosis foundation ; 4 : Institute of medicine 

; 5 : Etude nationale nutrition santé. D’après la Haute Autorité de Santé, 2013. 
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Malheureusement, à partir de ces valeurs de référence, les études estiment que près de 50 

% de la population mondiale présente une insuffisance en vitamine D et qu’un milliard de 

personnes sont carencés, toutes ethnies et tranche d’âge confondues (Bruyère et al., 2007; 

Holick, 2007). Cette globalisation d’hypovitaminose D est principalement attribuée au mode de 

vie sédentaire qui limite l’exposition au soleil, et le statut en vitamine D peut aussi être impacté 

par la localisation géographique ou les variations saisonnières d’ensoleillement (Khoo et al., 

2012; Rostand, 1997; Yeum et al., 2016). 

ii. Pharmacocinétique 

Absorption 

La vitamine D est produite au niveau cutané lors d’une exposition au soleil. Les 

rayonnements ultraviolets B (UVB) (290-315 nm) sont absorbés par le 7-déhydrocholestérol 

stocké dans l’épiderme pour former la prévitamine D3 (MacLaughlin et al., 1982). La 

Figure 17 : Voie métabolique de la vitamine D. La vitamine D3 est produite par la peau ou déjà présente dans 
certains aliments. Elle est ensuite métabolisée par le foie et les reins pour produire son métabolite actif, la 1,25-
dihydroxyvitamine D3 encadrée en rouge (1,25(OH)2D). D’après Borsche, Glauner, et von Mendel 2021. 
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prévitamine D3 est intrinsèquement instable et se transforme rapidement en vitamine D3 par 

un processus dépendant de la température (Figure 17). L’intensité, la fréquence d’exposition 

aux UVB et le niveau de pigmentation de la peau impactent donc la production de vitamine D3, 

et le taux de mélanine cutanée ou encore la crème solaire diminuent fortement sa production 

(Holick, 2006; Webb et al., 1988). La vitamine D3 peut aussi être directement absorbée via 

l’alimentation où on la retrouve concentrée dans les poissons gras comme le saumon, la morue 

ou la truite (Dominguez et al., 2021). Cependant, ces aliments n’étant pas consommés 

quotidiennement ou en grande quantité, cet apport nutritionnel a une faible contribution au 

taux vitaminique comparé à l’exposition aux UVB. A ce stade, la vitamine D3 n’est pas 

biologiquement active et devra subir deux étapes de métabolisation pour exercer son rôle 

d’hormone.  

Distribution 

Une fois formée dans l’épiderme, la vitamine D3 est éjectée des cellules cutanées dans 

l'espace extracellulaire, où elle sera captée par sa protéine de liaison DBP (vitamin D binding 

protein) et transportée jusqu’au foie puis les reins. Une première hydroxylation dans le foie 

formera la 25-hydroxyvitamine D3 (25(OH)D) et une deuxième hydroxylation dans les reins 

formera la 1,25-dihydroxyvitamine D3 (1,25(OH)2D) qui est son métabolite actif. Pour 

permettre ces étapes de transformation dans différents organes, la DBP a pour fonction la 

fixation et le transport de tous les métabolites de la vitamine D, avec une très forte affinité pour 

la 25(OH)D (20 fois plus que pour la 1,25(OH)2D). La DBP est très polymorphique, ses 3 variants 

majoritaires sont le GC1F, GC1S et GC2 qui n’ont pas la même capacité de fixation à la 25(OH)D. 

Ainsi, le variant GC1F (fréquent dans les populations asiatiques et africaines) a une plus grande 

affinité pour la vitamine D que les variants GC1S et GC2 (fréquent dans les populations 

européennes) (Constans et al., 1985; Kamboh and Ferrell, 1986). Ces polymorphismes 

pourraient impacter la biodisponibilité de la 25(OH)D, puisqu’une étude in vitro sur des 

monocytes a montré que la DBP ayant la plus forte affinité (GC1F) réduit l’effet génétique de la 

vitamine D comparé à une DBP à plus faible affinité (GC1S ou GC2) (Chun et al., 2014). Enfin, la 

25(OH)D possède une demi-vie de 15 jours, ce qui est  nettement supérieur à celle de la 

1,25(OH)2D avec seulement 10-20 h de demi-vie (Fakih et al., 2007; Jones et al., 2014). Ainsi, la 

25(OH)D est la forme circulante la plus abondante et stable de vitamine D, et sa concentration 
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sérique est le bioindicateur le plus fiable concernant le statut vitaminique d’un individu 

(Dominguez et al., 2021).  

Métabolisme 

La première hydroxylation de la vitamine D3 a lieu dans le foie au niveau du carbone 25, 

et est catalysée majoritairement par la 25-hydroxylase CYP2R1 du réticulum endoplasmique ou 

dans une moindre mesure par le CYP27B1 mitochondrial des hépatocytes. Ainsi, il a été 

rapporté chez des souris double KO homozygotes pour les CYP2R1 et CYP27B1 une inhibition 

de plus de 80 % de la 25(OH)D circulante (Zhu et al., 2013). D’autres 25-hydorxylases sont donc 

certainement impliquées dans la production de 25(OH)D mais ne sont pas encore connues. La 

25(OH)D est ensuite transportée par la DBP jusqu’au niveau des cellules épithéliales tubulaires 

rénales, où elle sera endocytée via le récepteur à protéine de masse moléculaire élevée 

(600kDa) mégaline (Chun et al., 2014). Cette étape est essentielle à l’activation de la 25(OH)D 

puisque les souris KO pour la mégaline présentent un phénotype rachitique et ont un défaut 

du métabolisme osseux (Nykjaer et al., 1999). Dans le tubule proximal rénal, le CYP27B1 

hydroxyle le carbone en position 1 de la 25(OH)D pour produire la 1,25(OH)2D. L’inactivation 

de cette enzyme dans les souris est aussi responsable de rachitisme et d’un niveau indétectable 

de 1,25(OH)2D sérique (Dardenne et al., 2001).     

Elimination 

La principale voie d’élimination de la vitamine D nécessite l’hydroxylation de son 

carbone en position 24 par le CYP24A1 mitochondrial. Le CYP24A1 est capable de convertir la 

25(OH)D comme la 1,25(OH)2D en 24,25(OH)2D. Sous cette forme hydroxylée, la 24,25(OH)2D 

va pouvoir être ciblée par le système d’excrétion et éliminée par la bile. Les souris  KO pour le 

CYP24A1 ont un très faible taux de survie (50% à 3 semaines) et souffrent d’hypercalcémie 

généralisée à cause de l’accumulation de 1,25(OH)2D ne pouvant pas être éliminée. De manière 

intéressante, les souris double KO pour le CYP24A1 et le VDR ne présentent plus ces 

symptômes, ce qui suggère que l’effet toxique de la 1,25(OH)2D passe bien spécifiquement par 

l’activation de son récepteur (St-Arnaud et al., 2000). Toutes les cellules exprimant le récepteur 

à la vitamine D expriment également le CYP24A1, et la 1,25(OH)2D stimule l’expression de ce 

cytochrome (Jones et al., 2012; Pike and Meyer, 2012). Ainsi, le CYP24A1 permet de réguler 

finement la production et l’accumulation de 1,25(OH)2D pour contrôler ses effets hormonaux 

dans ses cellules cibles. Bien que la 24,25(OH)2D semblait à priori n’être qu’un déchet de la 
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1,25(OH)2D, son rôle régulateur dans la cicatrisation osseuse est de plus en plus mis en évidence 

(Martineau et al., 2018; René St-Arnaud 2010).  

iii. Voie de signalisation 

L’activité biologique de la 1,25(OH)2D passe par l’activation du VDR (Vitamin D Receptor). 

Le VDR est un récepteur nucléaire stéroïdien de la famille des facteurs de transcription. La 

fixation de la 1,25(OH)2D sur le VDR induit son changement de conformation, ce qui lui permet 

de se lier en hétérodimère avec le récepteur X de rétinoïdes (RXR) ainsi qu’à différents co-

facteurs nécessaires à la régulation transcriptomique de gènes cibles. Une fois activé et 

transloqué dans le noyau, l’hétérodimère VDR/RXR va se lier à des séquences spécifiques de 

l’ADN appelées VDRE (vitamin D responsive elements). Ces éléments de réponses sont définis 

par une répétition directe de 6 nucléotides séparée par 3 nucléotides aléatoires, un motif dit 

de répétition directe 3 (DR3). D'autres motifs structurels VDRE ont également été décrits, mais 

le motif DR3 est le plus courant. Ainsi, la séquence consensus la plus fréquente pour le VDRE 

de l'homme est AGGTCAxxxAGGTCA. Ces VDRE peuvent se situer à plus d’un million de paires 

de bases du gène qu'ils régulent. Avec plus de 2700 positions génomiques pouvant être 

occupées par le VDR, il est rapporté que ce récepteur peut réguler l’expression d’environ 200 

gènes (Ramagopalan et al., 2010). Il est important de noter qu’il existe des VDRE négatifs 

(nVDRE), qui ressemblent aux séquences consensus VDRE mais qui régulent à la baisse 

l'expression des gènes. Ainsi, les gènes cibles de la vitamine D codent pour des protéines ayant 

une grande variété de fonctions physiologiques, allant du contrôle de l'homéostasie du calcium, 

de l'immunité innée et adaptative, à la différenciation cellulaire.  

iv. Effets classiques de la vitamine D : Minéralisation 

La vitamine D joue un rôle crucial dans l'homéostasie calcique osseuse et le maintien d'une 

concentration stable de calcium dans le sang. Cette fonction passe par la régulation 

transcriptomique des transporteurs du calcium, stimulant à la fois son absorption intestinale et 

sa réabsorption rénale (van de Peppel and van Leeuwen, 2014). Le VDR est exprimé dans les 

ostéoblastes pour que la 1,25(OH)2D stimule l'expression de divers gènes liés à leur 

différenciation permettant la minéralisation osseuse, tels que la phosphatase alcaline (ALPL), 

l'ostéocalcine (BGLAP) et l'ostéopontine (SPP1). Ainsi, il a été démontré que les souris 

dépourvues de VDR présentent un retard de croissance, une grave déficience osseuse, des 
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anomalies immunitaires et une mort prématurée à l'âge de 15 semaines en raison d'une 

hypocalcémie (Mathieu et al., 2001; Yoshizawa et al., 1997). Un régime riche en calcium a 

rétabli tous ces effets pathologiques, ce qui suggère que tant que l'homéostasie calcique est 

sous contrôle, les os ne sont pas affectés par une déficience en VDR (Mathieu et al., 2001).  

v. Effets non classiques de la vitamine D  

a. Vitamine D et maladies immunitaires 

Il existe de plus en plus de preuves épidémiologiques établissant un lien entre la carence 

en vitamine D et les maladies liées au système immunitaire telles que l'asthme, la sclérose en 

plaques, la polyarthrite rhumatoïde, le diabète, l'athérosclérose, les maladies inflammatoires 

de l'intestin et le lupus érythémateux (Aranow, 2011; Littorin et al., 2006; Merlino et al., 2004; 

Munger et al., 2006). Ces études établissent par exemple une association inverse entre les 

niveaux circulants de 25(OH)D et les marqueurs inflammatoires comme la protéine C réactive 

et l'interleukine 6 (Liu et al., 2011). Chez les individus sains, les marqueurs inflammatoires 

systémiques tels que le TNF-α, l’IL-6, l’IL-8, l’IL-12 et MCP-1 sont d’ailleurs nettement régulés à 

la baisse en été comparé à l’hiver (Calton et al., 2017). L’effet immunomodulateur de la 

vitamine D a ainsi été démontré in vitro sur les acteurs cellulaires de l’immunité innée comme 

adaptative (Figure 18) (Cyprian et al., 2019). Globalement, la vitamine D inhibe la production 

des médiateurs pro-inflammatoires tels que l’IL-2, IL-6, IL-8, IL-17, IL-21, IFN- γ et TNF- α tout 

en stimulant la production de médiateurs anti-inflammatoires et régulateurs de l’inflammation 

tels que l’IL-10, IL-4 et IL-5 (Cyprian et al., 2019). Plusieurs études in vitro et in vivo ont aussi 

démontré une diminution du niveau d'expression des costimulateurs (CD80, CD40, CD86) du 

complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe II et d'autres marqueurs de surface 

induits par la maturation des cellules dendritiques (Bartels et al., 2010). La vitamine D régule 

également la différenciation et l'activité des cellules T CD4+, entraînant une réponse Th1/Th2 

plus équilibrée et une activation des cellules T régulatrices, ce qui limite le développement de 

cellules T autoréactives et prévient l'inflammation comme l'auto-immunité (BHALLA et al., 

1983; Cantorna et al., 2015; Yang et al., 2013). Enfin, la vitamine D amoindrie la réponse 

immunitaire humorale des lymphocytes B en limitant leur différenciation, leur prolifération et 

la production d’immunoglobulines (Rolf et al., 2016). 
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La FPI étant une maladie d’origine inflammatoire causée par des agressions multiples de 

l’épithélium, la vitamine D pourrait jouer un rôle non négligeable dans cette phase en amont 

de la cascade fibrotique. En effet, dans le contexte de la FPI, les cellules épithéliales alvéolaires 

sont connues pour sécréter certains médiateurs cités précédemment responsables d’une 

infiltration et d’une activation des neutrophiles, macrophages et lymphocytes. En réponse à 

ces signaux, les macrophages sécrètent de grandes quantités de TGF-β, PDGF-BB et de FGF 

favorisant la fibrose (Liu et al., 2017). Maintenir un taux physiologique stable de vitamine D 

permettrait donc d’empêcher une réponse aberrante des acteurs immunitaires déclencheurs 

de la maladie (Ma and Peng, 2019b). 

b. Vitamine D et cancer 

1. Prolifération 

L’effet inhibiteur de la vitamine D sur la prolifération a été étudié in vitro sur de 

nombreuses lignées cellulaires provenant de cancers du sein, de l’ovaire, de la thyroïde, de la 

prostate, de mélanome ou de leucémie (Bhoora and Punchoo, 2020). Ces études font souvent 

état d'une réduction de la prolifération médiée par un arrêt du cycle cellulaire en phase G0/G1. 

L'arrêt en G2/M est rarement signalé, et les mécanismes de cet arrêt sont mal décrits (Spath et 

Figure 18: Effets immunomodulateurs de la vitamine D (1,25(OH)2D) sur plusieurs lignées de cellules 
immunitaires. NK, natural killer ; DC, cellule dendritique ; R, récepteur ; VDR, récepteur de la vitamine D ; MΦ, 
macrophage. D’après Cyprian et al. 2019. 
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al. 2017). Dans ces lignées cancéreuses, l’arrêt en G0/G1 est médié par l'augmentation de 

l’expression de p21 et p27, qui sont des inhibiteurs de l'activité des cyclines D et E. En effet, un 

élément de réponse au VDR a été retrouvé dans la région promotrice de p21 dans les cellules 

de cancer de la prostate et du sein (Moffatt et al., 2001; Verlinden et al., 1998). Contrairement 

à p21 qui est régulé au niveau génomique, le calcitriol semble inhiber p27 au niveau protéique 

en favorisant sa stabilisation et sa non dégradation par le protéasome (Scaglione-Sewell et al., 

2000; Yang and Burnstein, 2003). La stabilisation de p27 par un traitement au calcitriol a ainsi 

induit une inhibition des CDK4 et CDK6 dans une lignée de cellules leucémiques (Wang et al., 

1997). 

2. Métabolisme 

Comme décrit précédemment, l'effet Warburg est un phénomène où la plupart des cellules 

cancéreuses ne produisent plus d’énergie via le cycle de Krebs et la phosphorylation oxydative, 

même si les mitochondries sont en parfait état de fonctionnement. Les cellules cancéreuses 

passent par un processus moins efficace de glycolyse aérobie correspondant à une forte 

absorption de glucose, une augmentation de la glycolyse suivie d'une forte production et 

sécrétion d'acide lactique (Liberti and Locasale, 2016). Ce changement métabolique participe à 

la progression tumorale de différentes manières, notamment en augmentant l’apport 

énergétique en cas de manque d’oxygène, en stimulant la production de nucléotides, ou en 

limitant l’apport en glucose des cellules saines (Chang et al., 2015; Ho et al., 2015). Ce 

mécanisme étant décrit et associé au cancer depuis 90 ans, les premiers effets métaboliques 

de la vitamine D sur la glycolyse ont été observés dans les lignées cancéreuses. Ainsi, il a été 

constaté que le traitement avec de la vitamine D entraîne une diminution de l’expression des 

enzymes glycolytiques GLUT1, HK2, LDHA ainsi qu'une diminution de l'absorption du glucose 

dans les cellules de cancer du sein MCF-7 (Santos et al., 2018). La vitamine D affecte également 

l'effet Warburg dans des lignées de cancer du poumon A549 et NCI-H1975 via l'inactivation de 

la signalisation PI3K/AKT/mTOR et une diminution de l’expression des enzymes glycolytiques 

GLUT1, LDHA, HK2 et PKM2 (Yiyan et al., 2022). Il a aussi été rapporté dans 4 lignées 

leucémiques qu’un traitement à la vitamine D diminue la sécrétion de lactate tout en 

augmentant l’expression de FBP1, une enzyme régulant négativement la chaîne glycolytique 

(Xu et al., 2022; Zhang et al., 2021). Chez la souris, le calcitriol a réduit le volume et le poids de 
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xénogreffes de tumeurs colorectales tout en inhibant l’expression de GLUT1, HK2 et LDHA, et 

ce de manière proportionnelle à la dose de calcitriol administrée (Huang et al., 2021).  

II. Vitamine D et Fibrogenèse 

i. Etudes clinique 

a. FPI 

Aux États-Unis, une étude nutritionnelle sur 14 091 individus sains a montré que la 

concentration sérique en vitamine D est fortement corrélée avec la CVF et au VEF, ce qui a 

suggéré l’intérêt d’étudier l’effet d’une supplémentation en vitamine D chez les patients 

développant des maladies respiratoires telles que la FPI (Black and Scragg, 2005). De plus, une 

étude Grecque sur 93 patients FPI a montré que le taux sérique en vitamine D est prédictif de 

la mortalité toutes causes confondues (Figure 19 D) (Tzilas et al., 2019). Les patients de cette 

étude présentaient de faibles concentrations sériques de vitamine D (Figure 19 A) avec une 

moyenne de 18,76 ng/ml qui correspond à 44,93 nM. De plus, les concentrations sériques des 

patients étaient inversement corrélées avec le déclin de leur CVF (Figure 19 B) et de leur DLCO 

(Figure 19 C). Ces résultats ont récemment été appuyés par une étude Chinoise sur 72 patients 

Figure 19 : Le taux de vitamine D des patients FPI est inversement corrélé à leur survie. Les taux sériques de 
vitamine D sont en corrélation avec les indicateurs cliniques et fonctionnels de la gravité de la maladie et sont 
prédictifs de la mortalité toutes causes confondues chez les patients atteints de FPI. D’après Tzilas et al. 2019. 
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qui a rapporté qu’une diminution du taux sérique en 1,25(OH)2D est associée à un risque accru 

d'exacerbation aiguë (L. Yang et al., 2022). La 1,25(OH)2D3 pourrait donc aussi être un 

biomarqueur prédictif potentiel du risque d’exacerbations chez les patients.  

b. Sclérodermie systémique 

La sclérodermie systémique est une maladie auto-immune qui a pour complication 

fréquente une fibrose interstitielle pulmonaire semblable à celle de la FPI. Il a été montré que 

l'expression du VDR est diminuée dans les fibroblastes de patients sclérodermiques comme 

dans les modèles murins de sclérodermie systémique (Zerr et al., 2015), et un faible taux de 

vitamine D est souvent mesurée dans cette maladie. Ce mauvais statut vitaminique est lié à 

une évolution plus agressive de la maladie avec une atteinte multiviscérale et sévère des 

organes, en particulier pulmonaire et cardiaque (Arnson et al., 2011; Groseanu et al., 2016). 

c. Fibrose hépatique  

Il a été rapporté que les souris VDR-/- développent spontanément une fibrose hépatique 

(Ding et al., 2013). La déficience en vitamine D est associée au développement de la fibrose 

hépatique chez les patients atteints de nombreuses maladies chroniques du foie telles que la 

stéatose hépatique non alcoolique, l’hépatite B chronique ou l’hépatite auto-immune  (Efe et 

al., 2014; Kim et al., 2017; Yu et al., 2015). Dans ces maladies, le taux de vitamine D est 

négativement corrélé à l’évolution de la fibrose (Gerova et al., 2014; Udomsinprasert and 

Jittikoon, 2019). 

d. Autre maladie pulmonaire 

La BPCO (bronchopneumopathie chronique obstructive) est un autre type de maladie 

pulmonaire progressive caractérisée par des symptômes respiratoires à long terme et une 

limitation du débit d'air. Une étude sur 414 patients atteints de BPCO a montré que la carence 

en vitamine D est très fréquente et que sa concentration corrèle négativement avec le déclin 

des fonctions respiratoires (Janssens et al., 2010). Dans cette même étude, la carence en 

vitamine D des patients était liée spécifiquement à un variant muté de la DBP. Ainsi, un essai 

clinique a montré des effets bénéfiques d’une supplémentation de patients BPCO gravement 

carencés en vitamine D (taux sérique < 10 ng/mL) en réduisant significativement les 

exacerbations dans le groupe supplémenté en vitamine D comparé au groupe placebo (Lehouck 

et al., 2012). Un autre essai clinique a montré des résultats similaires, avec une 

supplémentation en vitamine D qui protégeait contre les exacerbations modérées ou sévères 
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chez les patients dont la concentration sérique initiale était inférieure à 50 nmol/L. Cependant, 

l’effet protecteur de la supplémentation en vitamine D n’était plus présent chez les patients 

dont la concentration initiale était supérieure à 50 nmol/L (Martineau et al., 2015). 

ii. Études expérimentales 

Dans le but d’expliquer ces observations cliniques, différentes études expérimentales in 

vitro et in vivo ont étudié l’impact de la vitamine D sur les différentes étapes de la fibrogenèse. 

Le Tableau 3 présente un résumé de la littérature et des traitements effectués in vitro pour 

étudier les effets protecteurs de la vitamine D vis-à-vis du TGF-β1. Il a été rapporté qu’une 

carence en vitamine D exacerbe la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine en aggravant 

partiellement la TEM médiée par le TGF-β/Smad2/3 (Li et al., 2019). Une autre étude a 

effectivement montré in vitro que la vitamine D diminue la TEM induite par le TGF-β sur une 

lignée cellulaire épithéliale alvéolaire (Fischer and Agrawal, 2014). Ces résultats sont confirmés 

chez la souris via une inhibition des effets pro-fibrotiques médiés par le TGF-β1 dans les 

fibroblastes et les cellules épithéliale isolés de leurs poumons (Ramirez et al., 2010). La vitamine 

D atténue également la voie de signalisation smad2/3 chez les myofibroblastes dérivés des 

polypes nasaux, ce qui permet de diminuer l'accumulation de la matrice extracellulaire (Lee et 

al., 2017). Cet effet inhibiteur de la sécrétion de MEC a aussi été observé chez des 

myofibroblastes cardiaques humains (Meredith et al., 2015). D’autres études ont cherché à 

identifier les voies de signalisation qui pourraient être régulé par la vitamine D au cours de la 

fibrose induite par la bléomycine. Ces études ont rapporté que la vitamine D a un effet 

régulateur de la voie MAPK et en ciblant spécifiquement l'expression de PSAT1 (Zhu et al., 2021) 

et qu’elle serait aussi capable de cibler le système rénine-angiotensine local dans le poumon (J. 

Chang et al., 2021). Dans les cellules mésenchymateuses multipotentes, qui font partie des 

niches cellulaires activables dans la FPI, il a été rapporté que la vitamine D est capable de 

réduire directement l'expression du collagène et du TGF-β1 en induisant un phénotype 

antifibrotique (Artaza and Norris, 2009).  De manière surprenante, les effets de la vitamine D 

sur la physiologie des cellules de patients FPI n'ont jamais été rapportés.  
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Tableau 3: Résumé des effets protecteur de la vitamine D sur la fibrogenèse induite in vitro. « < » : Diminution 

Modèle cellulaire [Vitamine D] [TGF- β1] Effets Référence 

Fibroblastes 
pulmonaires normaux 
humains 

250 nM 10 ng/mL < α-SMA, Col-1, 
p-SMAD3 
< p-p38, p-ERK 

(Zhu et al., 2021) 

Fibroblastes 
pulmonaires murins  

2 µM 10 ng/mL < α-SMA, Col-
1a1/1a3, p-
SMAD3 

(Tzilas et al., 2019) 

Fibroblastes de peau 
humains  

100 nM 10 ng/mL < α-SMA, Col-1, 
p-SMAD3 

(Zerr et al., 2015) 

Fibroblastes 
pulmonaires murins 
+ lignée NIH/3T3 

0.1 - 1 µM 10 ng/mL < Procollagène 
1, fibronectine 
< Prolifération 

(Ramirez et al., 2010) 

Fibroblastes de 
polypes nasaux 
humains 

100 nM 5 ng/mL < α-SMA, 
fibronectine, 
collagène 
< Activité 
contractile 
< Migration 

(Lee et al., 2017) 

Fibroblastes 
cardiaques humains 

1 µM 10 ng/mL < α-SMA, 
pSMAD2 
< Activité 
contractile 

(Meredith et al., 2015) 

Lignée BEAS-2B (CEAII) 100 nM 10 ng/mL < TEM (Fischer and Agrawal, 
2014) 

Lignée LX-2 16 µM 2.5 ng/mL < α-SMA, Col-1, 
p-SMAD3 
 

(Shi et al., 2023) 

Lignée LX-2 10 nM 10 ng/mL < Col-1 (Potter et al., 2013) 

 

iii. Mécanisme d’action  

Des études in vitro et in vivo ont révélé que la vitamine D est capable de bloquer la voie de 

signalisation du TGF-β (Figure 20) (Artaza and Norris, 2009; Fischer and Agrawal, 2015; Wang 

et al., 2014). Cet effet inhibiteur semble passer par une interférence directe ou indirecte entre 

le VDR activé et les protéines SMAD, et notamment SMAD3. En effet, dans un modèle murin 

de fibrose rénale ainsi que dans la lignée cellulaire LX-2, la 1,25(OH)2D empêche la fixation de 

SMAD3 sur ses éléments de réponses et donc la transduction d’un signal pro-fibrosant (Ding et 

al., 2013; Ito et al., 2013). Des expériences de co-immunoprécipitation sur des fibroblastes de 

peau de patients sclérodermiques ont montrés que l'activation du VDR par le paricalcitol induit 

la liaison du VDR à phosphoSMAD3. Ainsi, l’activation du VDR semble pouvoir inhiber 

directement la signalisation du TGF-β en permettant la liaison physique du VDR à 
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phosphoSMAD3 (Zerr et al., 2015). D’un autre côté, une étude suggère que l’effet protecteur 

de la vitamine D passe par une compétition génomique entre le VDR et les protéines SMAD. En 

effet, dans la lignée cellulaire LX-2 exposée au calcipotriol, une immunoprécipitation couplée 

au séquençage profond a permis d’identifier les sites de liaison du VDR et de SMAD3 pour 

révéler que leurs sites de liaison étaient parfois très proches d’une distance de seulement un 

nucléosome, ce qui suggère une proximité étroite des deux complexes transcriptionnels. Les 

auteurs ont donc proposé que l'hétérodimère VDR/RXR antagonise la liaison de SMAD3 par 

compétition au niveau de leurs cibles génomiques, en démontrant ce phénomène sur la région 

régulatrice du gène COL1A1 (Ding et al., 2013).  

 

Une autre hypothèse suggère que la vitamine D est capable d’inhiber la voie du TGF-β en 

ciblant le système rénine-angiotensine (voir partie hypertension). Les souris CYP27B1-/- ne 

pouvant pas synthétiser de 1,25(OH)2D développent de l’hypertension sans qu’un rééquilibrage 

des taux de calcium et phosphore ne permette de rétablir une pression normale (Zhou et al., 

2008). Seul un traitement des souris à la 1,25(OH)2D a permis de retrouver une pression 

Figure 20: Mécanisme d’interaction entre la voie de signalisation de la vitamine D et du TGF-β. La vitamine
D forme un complexe avec le VDR, puis le complexe interagit directement avec les SMAD et empêche leur 
liaison à l'ADN. Le VDR actif se complexe également avec RXR pour réguler l’expression de 200 gènes, dont 
le CYP24A1 qui régule la concentration cytoplasmique de vitamine D. Par Tom Voisin, Biorender. 
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sanguine normale via la régulation du système rénine-angiotensine (Zhou et al., 2008). D’autre 

part, une activation chronique du système rénine-angiotensine chez la souris est capable 

d’induire la fibrose pulmonaire, ce qui suggère que ce déséquilibre est une composante 

importante du développement de la fibrose (Wang et al., 2015). Cette hypothèse a été 

confirmée dans le modèle bléomycine, où un traitement au paricalcitol permet de réduire la 

fibrose pulmonaire induite par la bléomycine en ciblant le système rénine-angiotensine local 

des poumons (J. Chang et al., 2021) 
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III. Objectifs de la thèse 

La recherche de nouvelles stratégies thérapeutiques permettant d’améliorer l’espérance 

de vie des patients atteints de FPI représente un enjeu majeur de santé publique. La prise en 

charge thérapeutique actuelle par le nintedanib ou la pirfénidone permettent de ralentir 

l’aggravation de la maladie mais ne permettent pas sa guérison. Récemment, il a été démontré 

qu’une part significative des patients atteints de FPI sont dénutris et que cet état de dénutrition 

est associé à une augmentation de l’hospitalisation et du décès de ces patients.  De plus, les 

patients souffrant de FPI présenteraient plus fréquemment une carence en vitamine D, et ce 

déficit pourrait être associée à une réduction de leur survie. Dans ce contexte, une 

supplémentation en vitamine D pourrait être intéressante à envisager en complément de la 

prise en charge thérapeutique actuelle de la FPI. Pour conforter cette hypothèse, des études 

chez la souris et in vitro ont montré que la vitamine D réduit la fibrose pulmonaire 

expérimentale et prévient l'activation des fibroblastes pulmonaires murins. Toutefois, aucune 

étude n’a évalué les effets de la vitamine D sur les fibroblastes pulmonaires isolés de patients 

atteints de FPI. 

Ainsi, l’objectif de ce projet de thèse (Figure 21) est de savoir si la vitamine D joue un rôle 

dans le contrôle de l’activation des fibroblastes pulmonaires isolés de patients atteints de FPI, 

en étudiant ses effets sur des fonctions majeures des fibroblastes telles que la 

prolifération/migration cellulaire et l’expression des marqueurs myofibroblastiques. Nous 

avons également caractérisé les effets de la vitamine D sur les altérations métaboliques des 

myofibroblastes, car des études récentes suggèrent que la reprogrammation glycolytique des 

fibroblastes pulmonaires participe à la progression de la FPI, et que la prévention de cette 

altération réduirait le développement des maladies fibrosantes. Enfin, nous avons étudié la 

signalisation intracellulaire responsable des effets de la vitamine D sur ces différents 

paramètres.  

Afin de rester cohérent avec les concentrations de 25(OH)-vitamine D mesurées chez les 

patients supplémentés en vitamine D, nous avons utilisé de faibles concentrations en 1,25(OH)-

Vitamine D3 (3-100 nM) qui se situent dans la fourchette des taux plasmatiques observés dans 

la population.  
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Figure 21 : Illustration graphique des objectifs de la thèse. 
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I. Obtention des biopsies pulmonaires 

Les fibroblastes primaires utilisés lors de cette étude proviennent de biopsies pulmonaires 

chirurgicales effectuées chez des patients atteints de différentes PID fibrosantes. Le service de 

Pneumologie du Centre Hospitalo-Universitaire (CHU) de Rennes (Pr S. Jouneau) avec lequel 

nous travaillons est actuellement reconnu comme centre de compétences pour les maladies 

pulmonaires rares en Région Bretagne. Dans ce cadre, le CHU reçoit en consultations plus de 

300 patients par an dont une vingtaine requerront une biopsie pulmonaire chirurgicale afin 

d’obtenir le diagnostic final. Des collaborations avec les services de Chirurgie Thoracique (Pr B. 

De Latour) et d’Anatomie et Cytologie Pathologiques (Dr D. Chiforeanu et Dr C. Le Naoures) 

nous permettent de recueillir des fragments de ces biopsies pulmonaires. Le diagnostic FPI est 

évalué suivant les critères définis par le comité international regroupant l’ATS (American 

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

l’ALAT (Asociación Latinoamericana de Tórax) (Raghu et al., 2022, 2018). Brièvement, ces 

critères sont basés sur l’aspect tomodensitométrique des lésions pulmonaires (PIC probable) 

croisé avec l’aspect histologique des biopsies (fibrose dense sous pleurale et présence de foyers 

fibroblastiques). L’âge médian des 24 patients FPI dont proviennent les biopsies est de 68 ans 

avec un intervalle de 51 à 77 ans, comprenant 19 hommes (âge médian 67 ans) et 5 femmes 

(âge médian 68 ans). Les fibroblastes contrôles utilisés proviennent de résections de chirurgie 

pulmonaire thoracique réalisée dans le cadre de lobectomies ou de pneumonectomie pour 

cancer.  Les 8 patients dont proviennent les biopsies contrôles sont de sexe masculin et ont un 

âge médian de 64,5 ans, avec un intervalle de 59 à 74 ans. Les prélèvements ont été effectués 

à distance de la tumeur et l'absence de tissu tumoral dans les échantillons contrôles a été 

vérifiée histologiquement. La morphologie cellulaire a été vérifiée par microscopie à contraste 

de phase. L’utilisation des prélèvements pulmonaires de patients a été approuvée par le comité 

d'éthique local (CPP, n° 16123) et le consentement éclairé de tous les patients a été recueilli.  

II. Isolement des fibroblastes pulmonaires 

La culture de fibroblastes FPI et contrôles a été réalisée par culture d’explants suivant les 

protocoles établis dans la littérature (Akamine et al., 1992; Marchand-Adam et al., 2003). Les 

biopsies pulmonaires sont d’abord découpées en fragment de quelques millimètres (Figure 22) 

puis disposés sous une lamelle de verre dans du milieu Dulbecco's Modified Eagle Medium 
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(DMEM) (Gibco™, Life Technologies, Courtaboeuf, France) supplémenté avec 20 % de sérum 

de veau fœtal (SVF) (Eurobio scientific, Evry, France) pendant 4 jours puis à 10% pendant 10 à 

12 jours. Le milieu est aussi additionné d’antibiotiques et d’antifongiques dont la gentamycine 

(Life Technologies), du Fungizone (Life Technologies), de la vancomycine (Sigma Aldrich) et de 

la ceftazidime (Sigma Aldrich). Après 10 à 12 jours de culture, les fibroblastes ayant quitté les 

explants pulmonaires et proliférés sont rincés avec du PBS puis décollés avec de la trypsine-

EDTA 0,05 % (Gibco™, Life Technologies, Courtaboeuf, France). Ces fibroblastes sont ensuite 

amplifiés sur 3 passages avant congélation et conservation dans de l’azote liquide.  

Dans cette étude, les fibroblastes FPI et contrôles ont été cultivés dans du milieu DMEM 

supplémenté avec 10% de SVF, de la L-glutamine, une solution antibiotique-antimycotique 

(Gibco™, Life Technologies) et utilisés entre le 5ème et 6ème passage.  

III. Traitements  

Les cellules ont été cultivées en absence ou en présence de vitamine D (Sigma-Aldrich, St. 

Quentin Fallavier, France). La vitamine D a d'abord été reprise dans de l'éthanol (EtOH) pour 

constituer une solution mère, et l'EtOH a été utilisé comme contrôle véhicule dans chaque 

expérience de façon à correspondre à la plus forte concentration en vitamine D : 100 nM de 

vitamine D correspond à 0,42 % d’EtOH dans le milieu contrôle. Les fibroblastes utilisés pour 

extraire l'ARN total et les protéines ont été ensemencés dans des plaques 6 puits pendant 24 

h, puis déprivés dans du DMEM sans SVF pendant 16 h. Pour induire la différenciation des 

Figure 22 : Isolement des fibroblastes pulmonaires humain à partir d’une biopsie chirurgicale. Les fibroblastes 
sortent des explants pendant 10-12 jours et sont passés en flasque de culture (P1). Ils sont ensuite amplifiés sur 
deux passages (P2, P3) pour être utilisés en expérimentations (P5-P6) ou congelés dans de l’azote liquide. 

J0                              J10-12         J16            J27 

                                      P1             P2              P3       P4         P5-P6 

Expériences 
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fibroblastes en myofibroblastes, les fibroblastes déprivés de sérum ont d'abord été cultivés en 

absence ou en présence de vitamine D (3-100 nM) pendant 1 h, puis stimulées avec du TGF-β1 

(1-5 ng/ml ; Preprotech, Neuilly-sur-Seine, France) pendant 24 h. Les fibroblastes utilisés pour 

les études de croissance et de cycle cellulaire ont été privés de sérum pendant 16 heures, 

cultivés dans du DMEM contenant 1 % de SVF avec 3-100 nM de vitamine D pendant 1 heure, 

et stimulées avec du PDGF-BB (25-50 ng/ml) (R&D Systems, Bio-Technology, Lille, France) 

pendant les 96 heures de suivi de la prolifération. La figure 23 illustre le protocole expérimental 

utilisé pour étudier les effets de la vitamine D sur les différentes fonctions physiologiques des 

fibroblastes. 

IV. Étude de la prolifération  

Le système de microscopie à fluorescence en temps réel Incucyte® (Essen BioScience, 

Sartorius, USA) a été utilisé pour quantifier la prolifération cellulaire dans un environnement 

de culture stable (37°C et 5% CO2). Les cellules ont été ensemencé en plaque 96 puits à une 

concentration de 4000 cellules/puit et le colorant fluorescent NRR® (Nuclight Rapid Red Dye®, 

dilué au 1/1000) a marqué spécifiquement le noyau des fibroblastes vivants. Le nombre de 

fibroblastes a ensuite été déterminé à l'aide du logiciel d'analyse Incucyte® en créant un 

masque de comptage spécifique qui identifie et délimite les noyaux à chaque acquisition. Les 

paramètres à définir dans le masque pour détourer chaque noyau sont l’intensité de 

fluorescence, l’excentricité, l’aire minimum/maximum des noyaux (élimine les débris 

fluorescents) ainsi qu’une valeur de segmentation permettant de distinguer deux noyaux très 

Figure 23 : Modèle expérimental utilisé pour étudier les effets de la vitamine D sur les fibroblastes pulmonaires. 
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proches l’un de l’autre. L'acquisition a été réalisée toutes les 8 heures pendant 96 heures à 

l'aide du microscope Incucyte®, objectif X10 et chaque condition a été et réalisée en triplicats. 

L'indice de prolifération a été calculé à partir du nombre de cellules comptées à 8 h, et fixé 

arbitrairement à 1 (Figure 24). 

V. Étude du cycle cellulaire 

Les fibroblastes utilisés pour les études sur le cycle cellulaire ont été fixés dans de l'éthanol 

à 70 % (v/v) pendant 30 minutes à 4°C et collectés par centrifugation (900g/5 min). Les culots 

cellulaires ont été lavés, suspendus dans du PBS (pH 7,4) contenant de l'iodure de propidium 

(50 μg/mL) et de la RNase A sans DNase (100 μg/mL) (Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, 

France), puis incubés à 4°C pendant 1 h. La quantité d’ADN a ensuite été quantifiée par 

cytométrie de flux à l'aide du cytomètre LRSFortessa™X20 (BD Biosciences, Paris, France). Les 

données ont été analysées avec le logiciel d'analyse FlowLogic (Miltenyi Biotech, Paris, France) 

en utilisant la méthode améliorée de Watson (Figure 25). 

Figure 24 : Illustration de la coloration du masque de comptage utilisé pour créer une cinétique de prolifération avec le
logiciel Incucyte®. 

Figure 25 : Spectre de fluorescence obtenu pour étudier le cycle cellulaire (marquage à l’iodure de propidium).  L’iodure 
de propidium s’intercale dans l’ADN des cellules et l’intensité de fluorescence est directement proportionnelle à la 
quantité d’ADN nucléaire. Ainsi, les cellules en fin de cycle cellulaire (G2/M) qui possèdent deux jeux d’ADN sont deux 
fois plus fluorescentes que les cellules en G0/G1. D’après www.cancer.wisc.edu 
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VI. Étude de la migration cellulaire 

La migration des fibroblastes a été évaluée dans une chambre de Boyden modifiée, en 

utilisant un support perméable ThinCert® (6,5 mm, 8 μm) (Greiner Bio-One, Kremsmünster, 

Autriche) recouvert de fibronectine (0,1 μg/ml) (Sigma-Aldrich, St. Fallavier) (Figure 26). Le 

milieu du compartiment supérieur (DMEM-0% SVF) contient 100 nM de vitamine D et le milieu 

dans le compartiment inférieur (DMEM-1% SVF) contient 25 ng/ml PDGF-BB. Les cellules ont 

été incubées dans la chambre de Boyden pendant 16 heures à 37°C puis fixées dans de l'éthanol 

à 70 % et marquées au DAPI. La migration a été évaluée en comptant le nombre de cellules 

ayant migré sur la surface inférieure du filtre avec le microscope à fluorescence CELENA® S 

Digital Imaging System, objectif X10.  

 

 

VII. Mesure de l’activité contractile 

Un test de contractilité au collagène a été utilisé pour évaluer l’activité contractile des 

fibroblastes cultivés conformément aux instructions du fabricant. Les cellules ont d’abord été 

mises en suspension dans du milieu DMEM sans SVF. Une solution de collagène (CBA-201, Cell 

Biolabs, CA, USA) a ensuite été combinée avec les cellules pour obtenir une densité cellulaire 

de 2 millions de cellules/mL et une concentration finale de collagène de 2,0 mg/mL. Le mélange 

cellules-collagène a été traité directement avec 100 nM de VD et/ou 1 ng/mL de TGF-β1, 

déposé dans une plaque de 24 puits, et incubé pendant 1 h à 37°C pour permettre la 

polymérisation de la matrice de collagène. Après polymérisation, 1 mL de milieu DMEM sans 

Figure 26 : Principe de fonctionnement de la Chambre de Boyden modifiée. A : Milieu DMEM-0% SVF + 100 nM 
de vitamine D ; B : Milieu DMEM-1% SVF + 25 ng/mL de PDGF-BB 

A B 
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SVF contenant le même traitement que le mélange cellules-collagène a été déposé au-dessus 

de chaque gel. Après une incubation de 2 jours, les gels ont été délicatement détachés des 

parois à l’aide d’une spatule et l’évolution de la contraction du gel a été photographiée après 5 

heures à l’aide du microscope Incucyte®. L’aire relative de chaque gel a ensuite été quantifiée 

à l’aide de l’outil de détourage du logiciel ImageJ. 

VIII. Transfection de siRNA 

Les fibroblastes ont été transfectés dans du milieu optiMEM (Gibco, Waltham, USA) 

pendant 24 h avec 25 nM de siRNA VDR (J-003448-07-0005, ONTARGETplus siRNA Human VDR 

(7421) 5 nmol ; Dharmacon, Horizon discovery) ou 25 nM de siRNA contrôle non ciblé 

(ONTARGETplus Non-targeting Pool, 5nmol ; Dharmacon, Horizon discovery) dans des boîtes 

de culture P60. L’agent réactif de transfection utilisé était la Lipofectamine™ RNAimax 

(Invitrogen™) à hauteur de 2,5 µL par boîte. Les cellules ont été transfectées à 60-70% de 

confluence pendant 24h, puis lavées et cultivées dans du DMEM sans antibiotique 1X Glutamax 

pendant 18 h avant l'étude de la prolifération ou du métabolisme cellulaire. 

IX. Analyse de l’expression protéique par Western blot 

Les fibroblastes ont été lysés à 4°C dans un tampon RIPA (Triton 1% ; détergent ionique 

NaDOC 1%, SDS 0,2% ; tampon tris pH 7.5-20 mM ; NaCl-150 mM ; EDTA-1 mM) contenant un 

cocktail d'inhibiteurs de protéase complete™ (Roche, Sigma-Aldrich) et un cocktail d'inhibiteurs 

de phosphatase (Sigma-Aldrich). Les suspensions ont ensuite été fragmentées par sonication 

et les lysats centrifugés pendant 30 min à 12500 g. Après avoir récupéré les surnageants 

contenant les protéines, la concentration protéique a été mesurée à l’aide de la méthode BCA 

(acide bicinchoninique) (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, thermoscientific). Entre 8 et 12 µg de 

protéines ont été utilisé par conditions pour les séparer en condition dénaturante selon la 

méthode SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis). Avant le 

dépôt sur gel, les protéines ont été dénaturées 5 min à 95°C en présence d’un tampon de 

charge (Tris-HCl 0,5 M ; glycérol 25% ; bleu de Bromophénol 0,01% ; SDS 2% ; β-

mercaptoéthanol 5%). Elles ont ensuite été séparées par électrophorèse sur des gels de 

polyacrylamide Tris-glycine SDS à 10 % (20 min à 80 V, 1h30 à 130 V) et transférées sur des 

membranes de nitrocellulose (30 V à 4 °C pendant la nuit). Les sites de liaison libres ont été 
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bloqués par incubation dans 5 % de lait ou d'albumine de sérum bovin (BSA) (Sigma-Aldrich, St. 

Quentin Fallavier, France) pendant 2 heures à température ambiante. Les membranes ont 

ensuite été incubées avec l'anticorps humain primaire approprié pendant une nuit à 4°C. Les 

anticorps primaires utilisés sont listés dans le Tableau 3. Les images numériques ont été 

acquises sur un système d'imagerie de gel (Chemi doc, BIO-RAD Laboratories, Marnes-La-

Coquette, France) équipé d'une caméra CCD. Les Western blots ont été quantifiés par 

densitométrie à l'aide du logiciel Image Lab™ (BIO-RAD) et normalisés par rapport à la GAPDH. 

L'expression protéique relative dans les cellules stimulées a été déterminée en fixant 

arbitrairement à 1 l'expression protéique des cellules non traitées en présence du véhicule 

(EtOH). 
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Tableau 4 : Liste des anticorps primaires utilisés pour détecter des protéines d'intérêts par western-blot 

Anticorps primaire  Fournisseur et référence Espèce Poids moléculaire 

α-SMA Sigma-Aldrich (A5228) Souris 42 kDa 

Collagène I Southern Biotechnology (1310-01) Chèvre  150 kDa 

Fibronectine Abcam (ab2413) Lapin 300 kDa 

GAPDH Covalab (mab90009-P) Souris 37 kDa 

VDR Cell Signaling Technology (12550) Lapin 60 kDa 

Phospho-SMAD2 Cell Signaling Technology (3104) Souris 60 kDa 

Phospho-SMAD3 Cell Signaling Technology (9520) Souris 52 kDa 

Phospho-PDGFR Cell Signaling Technology (3161) Souris 190 kDa 

Phospho-ERK Cell Signaling Technology (9101) Souris 42/44 kDa 

Phospho-AKT Cell Signaling Technology (9271) Souris 60 kDa 

SMAD2 Cell Signaling Technology (12584) Souris 60 kDa 

SMAD3 Cell Signaling Technology (9523) Souris 52 kDa 

PDGFR Cell Signaling Technology (3169) Souris 190 kDa 

ERK Cell Signaling Technology (9102) Souris 42/44 kDa 

AKT Cell Signaling Technology (9272) Souris 60 kDa 

CDK1 Cell Signaling Technology (9112S) Souris 34 kDa 

CDK2 Cell Signaling Technology (2546) Souris 33 kDa 

CDK4 Cell Signaling Technology (12790) Souris 30 kDa 

Cycline A Santa Cruz Biotechnology (sc-751) Souris 55 kDa 

Cycline B1 Santa Cruz Biotechnology (sc-245) Souris 55 kDa 

Cycline D1 Cell Signaling Technology (55506) Souris 36 kDa 

Cycline E Santa Cruz Biotechnology (sc-56311) Souris 50 kDa 

 

X. Analyse de l’expression des ARNm par RT-qPCR  

Les ARNm totaux à queue poly-A ont été extraits à l'aide du kit d'extraction d'ARNm de 

Macherey Nagel (Hoerdt, France) selon les instructions du fabricant. Les concentrations 

d'ARNm ont été mesurées par spectrofluorimétrie à l'aide d'un NanoDrop 1000 (Thermo Fisher 

Scientific, Saint-Herblain, France). Les ARNm ont été reverse-transcrit à l'aide du kit High-

Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific), et la PCR 

quantitative (qPCR) a été réalisée en utilisant la méthodologie SYBR Green sur un système de 
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PCR en temps réel CFX384 (Bio-Rad Laboratories) en duplicat pour chaque condition. Toutes 

les amorces proviennent de Sigma-Aldrich (KiCqStart™ SYBR® Green Primers, St. Quentin 

Fallavier, France) (Tableau 5). La spécificité de l'amplification des gènes a été vérifiée à la fin de 

la PCR en utilisant la méthode du seuil comparatif (logiciel CFX Manager). Les valeurs moyennes 

de Cq ont été utilisées pour normaliser les concentrations d'ARNm cible par rapport à celles de 

la protéine ribosomale 18S avec la méthode 2(-ΔΔCq). Les niveaux d'ARNm ont été définis par 

rapport à ceux mesurés dans les cellules non traitées (EtOH) fixés arbitrairement à 1.  

Tableau 5 : Séquences nucléotidiques sens et anti-sens utilisées pour amplifier les ARNm de différents gènes 
d'intérêt par qPCR. 

Gène Séquences sens (S) et anti-sens (AS) 

18S S= 5’-CGCCGCTAGAGGTGAAATTC 

AS= 5’-TTGGCAAATGCTTTCGCTC 

VDR S= 5’-ATCTGGATCTGAGTGAAGAAG 

AS= 5’-TCTCTGAATCCTGGTATCATC 

CYP24A1 S= 5’-ATCAGTCAAAGCTTGTATCG 

AS= 5’-CCGATTCTGGTGATAAATGTC 

ACTA2 S= 5’-AGATCAAGATCATTGCCCC 

AS= 5’-TTCATCGTATTCCTGTTTGC 

COL4A2 S= 5’-AAAAGGAGATAGAGGCTCAC 

AS= 5’-GTATTCCGAAAAATCCAGCC 

COL1A1 S= 5’-GCTATGATGAGAAATCAACCG 

AS= 5’-TCATCTCCATTCTTTCCAGG 

COL1A2 S= 5’-CTGCCAGCATTGATTGATAGTTTC 

AS= 5’-GTGGTTACTACTGGATTGAC 

FN1 S= 5’-CCATAGCTGAGAAGTGTTTTG 

AS= 5’-CAAGTACAATCTACCATCATCC 

LDHA S= 5’-CACCATGATTAAGGGTCTTTAC 

AS= 5’-AGGTCTGAGATTCCATTCTG 

SLC2A3 S= 5’-GGATAACTATAATGGGATGAGC 

AS= CCACAATAAACCAGGGAATG 

PDK1 S= 5’-ATGATGTCATTCCCACAATG 

AS= 5’-AAGAGTGCTGATTGAGTAAC 

HK2 S= 5’-CTAAACTAGACGAGAGTTTCC 

AS= 5’-CATCATAACCACAGGTCATC 

PFKB3 S= 5’-TGGAAAGTTAAAATCTCCAGC 

AS= 5’-CATAGCAACTGATCCTCTTC 

SIRT1 S= 5’-AAGGAAAACTACTTCGCAAC 

AS= 5’-GGAACCATGACACTGAATTATC 
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XI. Étude du métabolisme cellulaire 

La technologie Seahorse XFe24® (Agilent Technologies) a été utilisée pour déterminer la 

respiration mitochondriale basale et la glycolyse basale en mesurant directement le taux de 

consommation d'oxygène (OCR) et le taux d'acidification extracellulaire (ECAR) dans les 

fibroblastes FPI et contrôles. Les mesures en temps réel d'OCR et d'ECAR sont effectuées en 

isolant un très petit volume (environ 2 µL), aussi appelé « microchambre transitoire », de milieu 

au-dessus de la couche de cellules cultivées dans une microplaque. La consommation 

d'oxygène cellulaire (respiration) et la libération de protons (glycolyse) entraînent des 

modifications rapides et facilement mesurables des concentrations d'oxygène dissous et de 

protons libres qui sont quantifiées par des sondes semi-conductrices situées à 200 microns au-

dessus des cellules.  

Les fibroblastes ont été ensemencés à la concentration de 14 000 cellules par puits, 

déprivés pendant 16h et prétraités pendant 1 h avec de la vitamine D (100 nM), puis stimulées 

pendant 24h en présence de TGF-β1 (5 ng/mL). Les paramètres de la respiration mitochondriale 

ont été déterminés à l'aide du kit Seahorse XF Cell Mito Stress, d’abord en condition basale puis 

après l'injection d'inhibiteurs de la respiration mitochondriale dans le système (Figure 27). Le 

premier inhibiteur injecté est l'oligomycine (1 µM ; Sigma-Aldrich) qui bloque l'ATP synthase ce 

qui permet de quantifier la consommation d’ATP et la fuite de protons. Ensuite, le FCCP 

(cyanure de carbonyle p-trifluorométhoxyphénylhydrazone) injecté (3 µM ; Sigma-Aldrich) est 

un agent de découplage qui empêche le gradient de protons et perturbe le potentiel de la 

membrane mitochondriale, ce qui permet de quantifier la respiration maximale. Enfin, 

l'antimycine A (0,5 µM ; Sigma-Aldrich) inhibe le complexe III et la roténone (0,5 µM ; Sigma-

Aldrich) le complexe I pour complètement bloquer la chaîne respiratoire et permettre de 

quantifier la capacité respiratoire (Figure 27). Les données ont été calculées avec le logiciel 

Seahorse Wave Pro software et normalisées avec la concentration en protéine de chaque puit 

(dosage BCA). 
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La fonction glycolytique a été déterminée à l'aide du kit Seahorse® XF Glycolysis Stress Test, 

qui évalue le taux d'acidification extracellulaire basal (ECAR) en l'absence de glucose dans les 

milieux de culture. Les principaux paramètres du flux glycolytique, à savoir la glycolyse, la 

capacité glycolytique et la réserve glycolytique, ont ensuite été déterminés après l'injection de 

glucose (10 mM ; Sigma-Aldrich) qui induit la glycolyse, d'oligomycine (1 µM ; Sigma-Aldrich) 

qui inhibe l'ATP synthase pour déplacer la production d'énergie vers la glycolyse, et de 2-

désoxy-glucose (50 mM ; Sigma-Aldrich) qui est un inhibiteur de la glycolyse par liaison 

compétitive à la glucose hexokinase (Figure 28). Les données ont été calculées avec le logiciel 

Seahorse Wave Pro software et normalisées avec la concentration en protéine de chaque puit 

(dosage BCA). 

Figure 27 : Fonctionnement du Seahorse® XF Cell Mito Stress Test et des différents inhibiteurs injectés. 

Figure 28: Fonctionnement du kit Seahorse® XF Glycolysis Stress Test et des différents inhibiteurs injectés. 
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XII. Mesure des concentrations de lactates 

Les fibroblastes ont été ensemencés à la concentration de 200 000 cellules dans une plaque 

6 puits, déprivés pendant 16h et prétraités pendant 1 h avec de la vitamine D (100 nM), puis 

stimulés pendant 24h avec du TGF-β1 (5 ng/mL). Les cellules ont ensuite été lavées deux fois 

au PBS et remise dans du milieu propre pendant 4h. Enfin, la sécrétion de lactates dans le 

surnageant de culture a été quantifiée avec l'analyseur Roche Cobas 8000 c502 (Hoffmann-La 

Roche, Bâle, Suisse). Les concentrations en lactate ont été déterminées par une méthode 

spectrophotométrique enzymatique catalysée par une réaction lactate oxydase-peroxydase qui 

produit un chromogène quinone-imine à 552 nm. L'intensité de la couleur formée est 

proportionnelle à la concentration de lactate dans l'échantillon.  

XIII. Mesure de l’activité LDH 

Les fibroblastes ont été ensemencés à la concentration de 200 000 cellules dans une plaque 

6 puits, déprivés pendant 16h et prétraités pendant 1 h avec de la vitamine D (100 nM), puis 

stimulés pendant 24h avec du TGF-β1 (5 ng/mL). Les cellules ont ensuite été lavées au PBS et 

directement lysées dans de l’eau distillée (500 µL). L'activité de la lactate déshydrogénase (LDH) 

intracellulaire a été mesurée à l'aide du test Cobas Lactate déshydrogénase IFCC (Sigma-

Aldrich, MAK066) en duplicats. La LDH catalyse la conversion des lactates en pyruvate en 

présence de NAD+ qui est réduit en NADH au cours de cette réaction. Le taux de formation de 

NADH est directement proportionnel à l'activité catalytique de la LDH et a été déterminé en 

mesurant l'augmentation de l'absorbance à 340 nm.  

XIV. Mesure de la concentration sérique en vitamine D 

La 25(OH) Vitamine D totale des sérums de patients atteints de FPI a été dosée avec un kit 

spécifique par immuno-chimiluminescence sur l’automate LIAISON® XL basé sur le principe de 

liaison compétitive. Une première incubation avec le réactif du fournisseur permet de dissocier 

la 25(OH) Vitamine D de sa protéine de transport ainsi que sa liaison à un anticorps primaire 

fixé au fond du puit. Après lavage, de la 25(OH) Vitamine D conjuguée à de la biotine 

fluorescente est ajoutée dans le puit en excès pour se fixer et saturer les anticorps restants. 
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Enfin, une dernière étape de lavage et de lecture permet de mesurer les valeurs de 

fluorescence de biotine-25(OH) Vitamine D qui sont inversement proportionnelles à la 

concentration de 25(OH) Vitamine D initialement présente dans le sérum.  

XV. Analyses statistiques 

Tous les résultats sont présentés en moyennes ± SEM du nombre d'expériences 

indépendantes. Chaque expérience a été réalisée avec différentes cultures cellulaires 

provenant de différents patients. Les analyses statistiques ont été réalisées avec Prism 8.0.2 

(GraphPad Software, La Jolla, CA). Les différences significatives ont été déterminées par le test 

t de Student lorsque deux groupes étaient comparés, ou par une ANOVA répétée suivie du test 

t de comparaison multiple de Dunnett pour étudier les effets des différentes concentrations de 

vitamine D. #, * p<0,05 ; ##, ** p<0,01 ; ###, *** p<0,001. 
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PARTIE III : Résultats 
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I. Le récepteur à la vitamine D  

i. Expression  

 Nous avons d'abord déterminé si l'expression du VDR peut être détectée dans les 

fibroblastes contrôles et FPI. L’expression du VDR a été quantifiée par western blot dans les 

fibroblastes isolés de 17 biopsies FPI et 7 biopsies contrôles (Figure 29). Nous avons observé 

que le VDR est exprimé dans les fibroblastes FPI et contrôles et ce de manière hétérogène. En 

comparant les deux types de cultures, nous n’avons pas observé de différence significative 

entre l’expression moyenne du VDR des deux groupes. 

ii. Activité  

Afin de savoir si le VDR est actif dans les cultures de fibroblastes pulmonaires, nous nous 

sommes intéressés à l’expression du cytochrome P450 24A1 (CYP24A1), dont l’expression est 

fortement induite lorsque le VDR est activé par son ligand. De plus, nous avons vérifié si cette 

induction était spécifiquement liée à l’activation du VDR. Pour cela, nous avons inhibé 

l’expression du VDR par une technologie d’ARN interférents (siRNA VDR) que nous avons 

comparés à un siRNA contrôle (scramble) (Figure 30 A-B). Ainsi, le siVDR diminue de 93% 

l’expression de l’ARNm du VDR et de 95% sont expression protéique. Les fibroblastes ont 

ensuite été traités 24 h avec de la vitamine D (100 nM) afin d’induire l’expression de l’ARNm 

du CYP24A1 (Fig 30 C). Chez les fibroblastes déficients en VDR, le traitement à la vitamine D 

n’induit plus l’expression de l’ARNm du CYP24A1. Ce résultat confirme que l’effet de la vitamine 

D est contrôlé spécifiquement par l’activation de son récepteur. Après avoir confirmé que le 

Figure 29 : Le VDR est exprimé dans les cultures de fibroblastes pulmonaires humains.  Le niveau 
d’expression du VDR dans les cultures de fibroblastes FPI (FPI) et contrôles (Ctrl) a été quantifié par western 
blot. A) Western blot représentatif de l’expression protéique du VDR ; B) Quantification de l’expression du 
VDR par densitométrie. 
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VDR est exprimé et actif dans notre modèle d’étude, nous nous sommes donc intéressés aux 

effets de la vitamine D sur les différents mécanismes impliqué dans le phénotype pro-fibrosant 

des fibroblastes. 

 

II. Impact de la vitamine D sur la migration des fibroblastes  

Au cours du développement de la FPI, la migration des fibroblastes pulmonaires vers 

l’interstitium lésé participe à l’apparition de foyers fibroblastiques. Nous avons donc étudié ce 

paramètre en chambre de Boyden modifiée (Figure 31). L’effet de la vitamine D a été quantifié 

en condition basale ainsi qu’en condition stimulée via la création d’un gradient de PDGF-BB. 

Comme attendu, le gradient de PDGF-BB stimule fortement la migration cellulaire en 

multipliant par deux la quantité de cellules ayant traversé la membrane poreuse. Cependant, 

nous n’avons pas observé d’effet de la vitamine D sur la migration basale ou stimulée par le 

PDGF-BB.  

 

 

 

Figure 30 : Le VDR est actif dans les cultures de fibroblastes FPI. Les fibroblastes FPI ont été transfectés avec un 
siRNA contrôle (scramble) ou un siRNA VDR (siVDR) pendant 24 h puis traités avec le véhicule (EtOH) ou 100 nM 
de VD pendant 24 h. Les niveaux relatifs d'ARNm du VDR et du CYP24A1 ont été quantifiés par RT-qPCR (A, C). 
L’expression protéique du VDR a été analysée par western blot (B). * p<0,05 ; *** p<0,001. 
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III. Impact de la vitamine D sur la prolifération des fibroblastes  

i. Effets sur la prolifération  

Après leur recrutement, les fibroblastes prolifèrent de manière excessive notamment sous 

l’influence du PDGF-BB pour former les foyers fibroblastiques. Nous avons donc évalué l’effet 

de la vitamine D sur la prolifération cellulaire des fibroblastes pulmonaires de patients FPI et 

contrôles. Les cellules ont été exposées à la vitamine D pendant 96 h en présence ou non de 

PDGF-BB, et leur prolifération quantifiée en temps réel (Figure 32). Ainsi, nous avons observé 

que la vitamine D inhibe fortement la prolifération basale des deux types de fibroblastes dès 3 

nM, et ce de manière dose-dépendante jusqu’à la diminuer de 50 % en passant d’un index de 

prolifération à 96 h de 2,9 à 1,8 pour les fibroblastes FPI (Figure 32 A) et de 3,6 à 2,3 pour les 

fibroblastes contrôles (Figure 32 B), en présence de 100 nM de vitamine D. Comme attendu, le 

PDGF-BB augmente de manière significative la prolifération des fibroblastes FPI (index à 96 h 

de 3,1 vs. 4,3) et contrôles (index à 96 h de 3,6 vs. 4,8) (Figure 32 C-D). Enfin, la vitamine D a 
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Figure 31: La VD ne prévient pas la migration des fibroblastes FPI. Les fibroblastes FPI ont été traitées avec le 
véhicule (EtOH) ou 100 nM de vitamine D (VD) pendant 16 h en absence ou en présence de 25 ng/ml de PDGF-BB

utilisé comme chemoattractant. Les noyaux ont été marqués au DAPI et comptés au microscope à fluorescence
CELENA® S Digital Imaging System, grossissement x10 (A), puis comparés graphiquement (B). ## p<0,01. 
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fortement inhibé cette induction de façon similaire à la dose-réponse observée en prolifération 

basale. De plus, nous observons que le PDGF-BB n’a plus d’effet inducteur de la prolifération 

des fibroblastes FPI et contrôles lorsque les cellules sont pré-traitées avec 100 nM de vitamine 

D. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nous avons également voulu confirmer que le VDR est nécessaire à l’effet inhibiteur de la 

vitamine D sur la prolifération des fibroblastes. Comme décrit précédemment (Figure 30), nous 

avons invalidé génétiquement l’expression du VDR par transfection d’un siRNA VDR ou siRNA 

contrôle (scramble). L'inhibition de l'expression du VDR n’a pas d’effet significatif sur la 

prolifération des fibroblastes (Figure 33 A).  En parallèle, nous avons observé que cette 

inhibition bloque la capacité de la vitamine D à réduire la prolifération basale de fibroblastes 

FPI, ainsi que celle induite par le PDGF-BB (Figure 33 B). La vitamine D bloque donc la croissance 

D 

Figure 32: La VD inhibe la prolifération des fibroblastes FPI et contrôles. Les fibroblastes FPI et contrôles ont été traitées avec le 
véhicule (EtOH) ou 3-100 nM de vitamine D (VD) pendant 96 h en absence (A-B) ou en présence de 50 ng/ml de PDGF-BB (C-
D). La prolifération a été quantifiée toutes les 8 h à l’aide du microscope à fluorescence Incucyte®. L'indice de prolifération a 
été calculé en fixant arbitrairement la première acquisition (8 h) du nombre de cellules à 1. Les résultats sont exprimés en tant 
que moyennes ± SEM de 8 (A) et 6 (B) expériences indépendantes. Les différences significatives ont été déterminées par ANOVA 
suivi d’un test Dunett de comparaisons multiples. ** p<0,01 ; *** p<0,001. 
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cellulaire par un mécanisme moléculaire qui semble dépendre spécifiquement de l’activation 

de son récepteur.  

 

ii. Effets sur le cycle cellulaire 

La prolifération des fibroblastes est régulée par les différentes phases du cycle cellulaire, 

nous avons donc voulu étudier les effets de la vitamine D sur la régulation de ce cycle. Pour 

étudier ce paramètre, le marquage des cellules à l’iodure de propidium permet de quantifier 

les cellules en début de cycle (phase G0/G1), en phase de synthèse de l’ADN (phase S) et en fin 

de cycle (phase G2/M) (Figure 34). En condition non stimulée par le PDGF-BB, nous avons 

constaté que la vitamine D augmente la quantité de cellules en phase G0/G1, et tend à diminuer 

la quantité de cellules en phase S et G2/M (Figure 34 B). En condition stimulée par le PDGF-BB, 

nous avons constaté dans un premier temps que la quantité de cellules en phase G0/G1 

diminue significativement au profit d’une augmentation de la quantité de cellules en phase S 
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Figure 33: La VD inhibe la prolifération de façon VDR-dépendante. Les fibroblastes FPI ont été transfectés avec un siRNA
contrôle (scramble) ou un siRNA VDR (siVDR) pendant 24 h puis traités avec le véhicule (EtOH) ou 100 nM de vitamine 
D (VD) en présence ou non de 50 ng/ml de PDGF-BB pendant 96 h. La prolifération a été quantifiée toutes les 8 h à 
l’aide du microscope à fluorescence Incucyte®. En (A), Les résultats sont exprimés en tant que moyennes ± SEM de 6
expériences indépendantes. L'indice de prolifération a été calculé en fixant arbitrairement la première acquisition du 
nombre de cellules à 1. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 ; N.S = non significatif. 
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et G2/M. Ce résultat est en cohérence avec l’effet stimulateur du PDGF-BB sur la prolifération 

observée précédemment. Enfin, nous avons observé que la vitamine D augmente aussi la 

quantité de cellules en phase G0/G1 en présence de PDGF-BB, accompagné d’une tendance 

non significative à la diminution de la quantité de cellules en phase S et G2/M.  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

iii. Effets sur les cyclines et CDK 

Afin d’expliquer l’effet de la vitamine D observé sur le cycle cellulaire, nous nous sommes 

intéressés aux cyclines et kinases dépendantes des cyclines (CDK) dont l’expression contrôle le 

passage des différents stades du cycle cellulaire (Figure 35). Ainsi, par western blot, et d’abord 

en condition non stimulée par le PDGF-BB, nous avons observé que la vitamine D inhibe 

significativement l’expression de la cycline D1 et de la cycline A, mais n’a pas d’effet sur 

l’expression des autres cyclines et CDK. En condition stimulée par le PDGF-BB, nous avons 

observé que le PDGF-BB seul tend à augmenter l’expression de la cycline E et de CDK4, et 

augmente significativement l’expression de toutes les autres cyclines et CDK. Enfin, nous avons 

B 

Figure 34: La VD altère le cycle cellulaire des fibroblastes FPI. Les fibroblastes FPI ont été traités avec le véhicule 
(EtOH) ou 100 nM de vitamine D (VD) pendant 48 h en absence ou en présence de 50 ng/ml de PDGF-BB. Les
cellules ont été lavées, fixées et marquées à l’iodure de propidium pour analyser le cycle cellulaire en cytométrie 
en flux (A) et quantifier le nombre de cellules dans chaque phase (B). *,# p<0,05 ; ## p<0,01. 
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observé que la vitamine D diminue significativement l’induction de l’expression protéique de 

toutes les cyclines et CDK induite par le PDGF-BB, et ce de manière similaire quelle que soit la 

protéine étudiée. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

iv. Voie de signalisation  

Afin de savoir si l’inhibition de la prolifération par la vitamine D résulte d’une altération de 

la voie de signalisation induite par le PDGF-BB, nous avons quantifié par western blot la 

phosphorylation des effecteurs principaux de cette voie : PDGFR, ERK et AKT (Figure 36). 

Comme attendu, nous avons observé que le PDGF-BB augmente fortement l’expression de p-
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Figure 35 : La VD altère l'expression protéique des cyclines et des CDK dans les fibroblastes FPI. Les cellules ont
été traitées avec le véhicule (EtOH) ou 100 nM de vitamine D (VD) en absence ou en présence de 50 ng/mL de
PDGF-BB pendant 48 h. (A) Western blot représentatif montrant l'expression des protéines liées au cycle
cellulaire dans les fibroblastes FPI. (B) L'expression des protéines a été quantifiée par densitométrie et 
normalisée par rapport à la GAPDH. Les expressions protéiques basales mesurées dans les cellules traitées à 
l'EtOH (ligne en pointillées) ont été arbitrairement fixées à 1. Les résultats sont exprimés en tant que moyennes 
± SEM de 8 expériences indépendantes. Les différences significatives ont été déterminées par des tests t par
paires. *, # p<0,05 ; **,## p<0,01 ; *** p<0,001. 
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PDGFR, p-ERK et p-AKT. Cependant, la vitamine D n’a pas impacté la phosphorylation de ces 

effecteurs canoniques du PDGF-BB, il semble donc que ses effets ne soient pas dépendants de 

ces voies de signalisation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IV. Impact de la vitamine D sur la différenciation myofibroblastique 

i. Les marqueurs de la différenciation 

a. Effets sur les gènes pro-fibrosants 

Puisque la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes est un paramètre 

essentiel de la fibrogenèse, nous nous sommes intéressés à l’expression des marqueurs 

myofibroblastiques induits par le TGF-β1. Par RT-qPCR, nous avons quantifié l’expression des 

ARNm ACTA2 qui codent pour un isoforme de l’actine, des ARNm COL1A1, COL1A2, COL4A2 qui 

codent pour des isoformes du collagène, et des ARNm FN1 qui code pour la fibronectine (Figure 

37). Nous avons d’abord constaté qu’en condition non stimulée au TGF-β1, la vitamine D n’a 

pas d’effet sur les marqueurs pro-fibrosants des fibroblastes FPI (Figure 37 A). Ensuite, nous 

avons observé que le TGF-β1 augmente fortement l’expression de ces différents marqueurs, 

puis que la vitamine D diminue significativement l’expression de ACTA2 à la dose de 100 nM, 

et tend à diminuer l’expression de COL4A2 (Figure 37 B). Cependant, la vitamine D n’a pas 

montré d’effet inhibiteur de l’induction des autres marqueurs.  
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Figure 36 : La VD n'a pas d’effet sur la voie de signalisation canonique du PDGF-BB dans les fibroblastes FPI. Les cellules ont 
été traitées avec le véhicule (EtOH) ou avec 3-100 nM de vitamine D (VD) pendant 1 h, puis stimulées ou non avec 25 ng/mL
de PDGF-BB pendant 10 min. Le Western blot représentatif (A) montre la phosphorylation du PDGFR, de ERK et de AKT. Les 
expressions protéiques dans les cellules traitées en absence ou en présence de 100 nM de VD ont été quantifiées par 
densitométrie et normalisées par rapport à la GAPDH (B). Les expressions protéiques basales mesurées dans les cellules 
traitées à l'EtOH ont été arbitrairement fixées à 1. ## p<0,01. 
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Nous avons enfin confirmé sur un plus grand nombre de cultures (N = 10 FPI ; 7 

contrôles) qu’une concentration de 100 nM de vitamine D inhibe significativement, bien que 

faiblement, l’expression des ARNm de ACTA2 et COL4A2 en présence de TGF-β1 chez les 

fibroblastes contrôles et FPI (Figure 38).  
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Figure 37 : Effets de la VD sur les niveaux d'ARNm de gènes pro-fibrosants chez les fibroblastes FPI. Les cellules ont été 
traitées avec le véhicule (EtOH) ou 3-100 nM de vitamine D (VD) en l'absence ou en présence de 1 ng/mL de TGF-β1 
pendant 24 h. (A, B) Les doses-réponses sont réalisées sur 5 cultures de fibroblastes FPI. Les niveaux relatifs d'ARNm
ACTA2, COL1A1, COL1A2, COL4A2 et FN1 ont été mesurés par RT-qPCR et normalisés par rapport à l'ARN 18S ribosomal.
Les niveaux d'ARNm mesurés dans les cellules traitées à l'EtOH (lignes en pointillés) ont été arbitrairement fixés à 1. * 
p<0,05. 
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Figure 38 : La VD diminue les niveaux d'ARNm d'ACTA2 et de COLA4A2 dans les fibroblastes FPI et contrôles.
L’effet de 100 nM vitamine D (VD) a été étudié sur 10 cultures de fibroblastes FPI et 7 cultures de fibroblastes 
contrôles exposées à 1 ng/mL de TGF-β1 (TGF). Les niveaux relatifs d'ARNm ACTA2, COL1A1, COL1A2, COL4A2
et FN1 ont été mesurés par RT-qPCR et normalisés par rapport à l'ARN 18S ribosomal. Les niveaux d'ARNm 
mesurés dans les cellules traitées à l'EtOH ont été arbitrairement fixés à 1. *,# p<0,05 ; ## p<0,01. 
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Nous nous sommes ensuite intéressés à l’expression protéique de ces mêmes 

marqueurs pro-fibrosants par western blot : α-SMA qui est codé par ACTA2, la fibronectine 

codée par FN1 et le collagène I codé par COL1A1 (bande supérieur) et COL1A2 (bande du 

dessous) (Figure 39). En condition non stimulée par le TGF-β1, la vitamine D n’a pas eu d’effet 

sur l’expression de ces marqueurs (Figure 39 A-B). En condition stimulée par le TGF-β1, nous 

avons observé que l’expression des trois marqueurs est augmentée, et que la vitamine D à 100 

nM inhibe significativement et très légèrement l’expression de α-SMA dans les cultures FPI 

(Figure 39 C-D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nous avons enfin confirmé sur un plus grand nombre de cultures (N = 10 FPI ; 7 

contrôles) qu’une concentration de 100 nM de vitamine D diminue significativement 

l’expression de α-SMA dans les fibroblastes de patients FPI et contrôles en présence de TGF-β1 

(Figure 40). 
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Figure 39 : Effets de la VD sur l'expression protéique de gènes pro-fibrosants chez les fibroblastes FPI. Les cellules ont été 
traitées avec le véhicule (EtOH) ou 3-100 nM de vitamine D (VD) en l'absence ou en présence de 1 ng/mL de TGF-β1 
pendant 24 h. Les western blots ont été réalisés sur 5 cultures de fibroblastes FPI pour évaluer l’expression protéique 
d’α-SMA, de fibronectine et de collagène (A, C) puis ont été quantifiés par densitométrie et normalisés à la GAPDH (B, 
D). Les niveaux d’expressions protéiques des cellules traitées à l'EtOH (lignes en pointillés) ont été arbitrairement fixés 
à 1. *p<0,05. 
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b. Effets sur la voie de signalisation du TGF-β1 

Afin d’expliquer les effets de la vitamine D sur la différenciation des myofibroblastes, 

nous nous sommes intéressés à la voie de signalisation canonique du TGF-β1 en quantifiant par 

western blot la phosphorylation de ses effecteurs principaux SMAD2 et SMAD3. Nous avons 

d’abord confirmé que le TGF-β1 induit fortement la phosphorylation des protéines SMAD2 et 

SMAD3 (Figure 41). La vitamine D tend à diminuer les niveaux de p-SMAD2, mais elle n’a pas 

d’effet sur ceux de p-SMAD3.  
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Figure 40: La VD diminue l'expression protéique d’α-SMA dans les fibroblastes FPI. L’effet de 100 nM 
de Vitamine D (VD) est quantifié sur 10 cultures de fibroblastes FPI ou 7 cultures de fibroblastes 
contrôles exposées à 1 ng/mL de TGF-β1 (TGF) pendant 24 h. L’expression protéique d’α-SMA a été 
quantifiée par densitométrie et normalisée à la GAPDH. Les niveaux d’expressions protéiques des
cellules traitées à l'EtOH ont été arbitrairement fixés à 1. *,# p<0,05 ; **,## p<0,01. 
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Figure 41 : Effets de la VD sur la voie de signalisation du TGF-β1 dans les fibroblastes FPI. Les cellules ont été traitées 
avec le véhicule (EtOH) ou 3-100 nM de vitamine D (VD) en absence ou en présence de 1 ng/mL de TGF-β1 pendant 
24 h. Les expériences ont été réalisées sur 5 cultures de fibroblastes FPI. L’expression protéique de p-SMAD2 et p-
SMAD3 a été quantifiée par densitométrie et normalisée à la GAPDH (B). Les niveaux d’expressions protéiques des
cellules traitées à l'EtOH (lignes en pointillés) ont été arbitrairement fixés à 1.  
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Nous avons ensuite confirmé sur un plus grand nombre de cultures (N = 10 FPI ; 6 

contrôles) que la vitamine D à 100 nM diminue très faiblement mais significativement la 

phosphorylation de SMAD2 chez les fibroblastes de patients FPI (11 % d’inhibition) et tend à 

diminuer celle des fibroblastes contrôles (19 % d’inhibition) (Figure 42). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ii. Effets sur l’activité contractile 

L’activité contractile des fibroblastes contribue aux altérations structurelles des poumons 

au cours de la FPI, nous avons donc étudié ce paramètre par la technique de contraction de 

matrice de collagène (Figure 43). Nous avons observé dans un premier temps que la vitamine 

D seule n’a pas d’effet sur l’activité contractile des fibroblastes FPI. Dans un second temps, nous 

avons observé que le TGF-β1 induit une forte contraction de la matrice de collagène. Enfin, la 

vitamine D tend à diminuer cette contraction mais de manière non significative.  
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Figure 42: La VD diminue la phosphorylation de SMAD2 dans les fibroblastes FPI et contrôles. L’effet de 100 nM de
vitamine D (VD) est quantifié sur 10 cultures de fibroblastes FPI ou 6 cultures de fibroblastes contrôles exposées à 1 
ng/mL de TGF-β1 (TGF) pendant 24 h. L’expression protéique de p-SMAD2 a été quantifiée par densitométrie et
normalisée à la GAPDH. Les niveaux d’expressions protéiques des cellules traitées à l'EtOH ont été arbitrairement fixés 
à 1. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; ### p<0,001. 
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V. Impact de la vitamine D sur le métabolisme des fibroblastes  

i. Effets sur la respiration mitochondriale  

Pour étudier les effets de la vitamine D sur le métabolisme des fibroblastes, nous avons 

d’abord utilisé le protocole Seahorse® « cell mito stress test » qui permet de quantifier 

différents paramètres de la chaîne respiratoire mitochondriale (Figure 44 A). Ainsi, nous avons 

observé que le TGF-β1 augmente la respiration basale et la production d’ATP des fibroblastes 

FPI, et que la vitamine D tend à inhiber cet effet (Figure 44 B). La fuite de protons, la respiration 

maximale, la respiration mitochondriale et la capacité de réserve n’ont pas été impactés 

significativement par le TGF-β1 et la vitamine D (Figure 44 B).  
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Figure 43 : La VD n’a pas d’effet significatif sur l’activité contractile des fibroblastes FPI. Les cellules ont été mises en 
culture dans une matrice de collagène avec le véhicule (EtOH) ou 100 nM de vitamine D (VD) en l'absence ou en 
présence de 1 ng/mL de TGF-β1 (TGF) pendant 48 h. Le gel a ensuite été décollé et son aire relative a été quantifiée 
après 4 h de contraction. ## p<0,01. 
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Le kit « cell mito stress test » permet également de mesurer l’évolution du pH 

extracellulaire. Ainsi, en parallèle des paramètres de la chaîne respiratoire, nous avons pu 

observer que le TGF-β1 augmente significativement l’acidification basale des fibroblastes FPI et 

que la vitamine D bloque cet effet (Figure 45 A). Le dressage d’une carte métabolique 

comparant la respiration basale (OCR) avec l’acidification basale des fibroblastes (ECAR) a 
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Figure 44 : La VD n’a pas d’effet sur les paramètres de la chaîne respiratoire mitochondriale. Les fibroblastes FPI 
ont été traités avec le véhicule (EtOH) ou 100 nM de vitamine D (VD), en absence ou en présence de TGF-β1 
(TGF), pendant 24 h avant l'analyse du métabolisme cellulaire par la technologie Seahorse®. (A) Graphique 
représentatif du taux de consommation d'oxygène (OCR) par les fibroblastes FPI à l'aide du kit Seahorse® XF Cell 
Mito Stress. (B) Les paramètres de la chaîne respiratoire liés à l'OCR ont été quantifiés après injection 
d'oligomycine, de FCCP, de roténone et d'antimycine A dans le système. ## p<0,01. 
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permis de confirmer que le TGF-β1 entraîne un changement de phénotype métabolique vers 

un état énergétique/glycolytique, tandis que la vitamine D tend à maintenir les fibroblastes 

dans un état métabolique quiescent/aérobie (Figure 45 B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ii. Effets sur la respiration glycolytique 

Pour préciser l’effet de la vitamine D sur l’acidification induite par le TGF-β1, nous avons 

utilisé un second protocole Seahorse® « glycolytic stress test » qui permet de quantifier les 

paramètres de la glycolyse (Figure 46 A). Le TGF-β1 augmente significativement la glycolyse des 

fibroblastes FPI et leur capacité glycolytique, et accroît de manière non significative leur réserve 

glycolytique (Figure 46 B). La vitamine D seule n’a pas montré d’effet sur ces paramètres, mais 

elle diminue l’induction de la glycolyse par le TGF-β1 (p = 0,0506), rétablie au niveau basal la 

capacité glycolytique, et diminue la réserve glycolytique en dessous de sa valeur basale.  
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Figure 45: La VD diminue l’acidification basale et l’altération métabolique induites par le TGF-β1 chez les 
fibroblastes FPI. Les cellules ont été traitées avec le véhicule (EtOH) ou 100 nM de vitamine D (VD), en absence 
ou en présence de TGF-β1 (TGF), pendant 24 h avant l'analyse du métabolisme cellulaire par la technologie 
Seahorse®. (A) L'acidification extracellulaire basale a été déterminée en mesurant le taux d'acidification 
extracellulaire (ECAR). (B) Le phénotype métabolique est déterminé par la mesure simultanée des valeurs OCR et 
ECAR est illustré.  #,* p<0,05. 
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Nous avons pu observer des effets similaires mais non significatifs de la vitamine D sur 

les paramètres glycolytiques des fibroblastes contrôles (Figure 47). Le TGF-β1 semble 

également avoir un effet moins important sur l’induction des différents paramètres de la 

glycolyse des fibroblastes contrôles en comparaison aux fibroblastes FPI.  
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Figure 46 : La VD inhibe la glycolyse induite par le TGF-β1 chez les fibroblastes FPI. Cinq cultures de fibroblastes FPI
ont été traitées avec le véhicule (EtOH) ou 100 nM de vitamine D (VD), en absence ou en présence de 5 ng/mL de 
TGF-β1 (TGF) pendant 24 h, avant l'analyse de la glycolyse par la technologie Seahorse®. (A) Graphique représentatif 
du taux d'acidification extracellulaire (ECAR) des milieux de culture des fibroblastes FPI à l'aide du kit Seahorse® XF 
Glycolysis Stress Test. (B) Les paramètres du métabolisme glycolytique ont été déterminé après injection de 
glucose, d'oligomycine et de 2-DG dans le système.  **,## p<0,01. 
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Enfin, nous avons mis en évidence que les effets de la vitamine D sur le métabolisme 

glycolytique est dépendent de son récepteur VDR (Figure 48). En effet, nous avons observé que 

la vitamine D n’inhibe plus la glycolyse induite par le TGF-β1 chez les fibroblastes FPI transfectés 

par un siRNA VDR.  
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Figure 48: La VD inhibe la glycolyse de façon VDR-dépendante chez les fibroblastes FPI. Les cellules ont été transfectées 
avec un siRNA contrôle (scramble) ou un siRNA VDR (siVDR) pendant 24 h, puis traitées avec de l'EtOH ou 100 nM de
vitamine D (VD), en absence ou en présence de 5 ng/mL de TGF-β1 (TGF) pendant 24 h, avant l'analyse du métabolisme 
glycolytique. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM de 4 expériences indépendantes. *,# p<0,05. 

Figure 47: La VD tend à inhiber la glycolyse induite par le TGF-β1 chez les fibroblastes contrôles. Les cellules ont été traitées 
avec le véhicule (EtOH) ou 100 nM de vitamine D (VD), en absence ou en présence de 5 ng/mL de TGF-β1 (TGF) pendant 24 
h, avant l'analyse de la glycolyse par la technologie Seahorse®. (A) Graphique représentatif du taux d'acidification 
extracellulaire (ECAR) des milieux de culture des fibroblastes FPI à l'aide du kit Seahorse® XF Glycolysis Stress Test. (B) Les 
paramètres du métabolisme glycolytique a été déterminé après injection de glucose, d'oligomycine et de 2-DG dans le 
système.  
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a. Effets sur l’expression des enzymes de la glycolyse 

Après avoir étudié l’impact de la vitamine D sur le phénotype métabolique des 

fibroblastes, nous nous sommes intéressés à l’expression des enzymes impliquées dans la 

chaîne glycolytique. Par RT-qPCR, nous avons observé que le TGF-β1 induit l’expression de 

l’ARNm de LDHA qui code pour l’enzyme de synthèse des lactates, de SLC2A3 qui code pour un 

transporteur membranaire du glucose, et de PDK1 qui code pour une enzyme permettant la 

conversion du pyruvate en acétyl-CoA (Figure 49). Nous avons ensuite observé que la vitamine 

D seule diminue l’expression de ces trois marqueurs, et qu’elle diminue également leur 

expression induite par le TGF-β1. La vitamine D et le TGF-β1 n’ont pas montré d’effet sur HK2, 

PFKB3 et SIRT1 qui sont d’autre enzymes glycolytiques.  
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Figure 49: La VD diminue l'expression de l'ARNm de LDHA, SLC2A3 et PDK1. Les cellules ont été traitées avec le 
véhicule (EtOH) ou 100 nM de vitamine D (VD) en l'absence ou en présence de 1 ng/mL de TGF-β1 pendant 24 h.
Les niveaux relatifs d'ARNm LDHA, SLC2A3, PDK1, HK2, PFKB3 et SIRT1 ont été mesurés par RT-qPCR et normalisés
par rapport à l'ARN 18S ribosomal. *,# p<0,05. 
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b. Effets sur la sécrétion de lactates et l’activité LDH 

Puisque les enzymes de la chaîne glycolytique sont responsables de la production et de 

la sécrétion de lactates, nous nous sommes intéressés à sa concentration extracellulaire. Nous 

avons observé que le TGF-β1 augmente fortement la concentration de lactates extracellulaires 

et que la vitamine D diminue cette concentration basale ou induite par le TGF-β1 (Figure 50 A). 

La production de lactate étant contrôlée par la lactate déshydrogénase (LDH), nous nous 

sommes donc ensuite intéressés à l’activité de cette enzyme. Nous avons observé que l’activité 

de la LDH est augmentée d’un facteur 2 en présence de TGF-β1 (Figure 50 B). La vitamine D 

seule n’a pas diminué l’activité basale de la LDH, mais elle a significativement réduit l’induction 

de son activité par le TGF-β1. Les effets de la vitamine D sur la sécrétion de lactate et sur 

l’activité LDH sont très similaires et correspondent à une inhibition d’environ 20 % de l’effet 

inducteur du TGF-β1. 
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Figure 50: La VD inhibe la production de lactate et l'activité de la LDH. Les cellules ont été traitées avec le 
véhicule (EtOH) ou 100 nM de vitamine D (VD) en absence ou en présence de 5 ng/mL TGF-β1 (TGF) pendant 
24 h. Les concentrations extracellulaires de lactate (A) et l'activité LDH (B) ont été mesurées comme décrit
dans la section matériels et méthodes. *,# p<0,05 ; **,## p<0,01 ; ### p<0,001. 
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VI. Statut vitaminique des patients FPI 

Nous avons dosé la concentration de vitamine D dans le sérum des patients atteints de 

FPI pour comparer leur statut vitaminique avec une population globale de patients dosés en 

routine au CHU de Rennes. Cette population globale non FPI utilisée comme référence de 

comparaison est normo-calcémique (concentration moyenne de calcium sérique de 2,32 mM 

± 0.15) et a été sélectionnée pour présenter la même moyenne et écart-type d’âge que le 

groupe FPI, avec une absence d'insuffisance rénale chronique (débit de filtration glomérulaire 

supérieur à 90 ml/min) (Figure 51). Nous avons observé que la population globale a une 

concentration moyenne de 23,94 ng/mL (équivalent à 59,85 nM) et que les patients FPI ont 

une concentration moyenne de 20,25 ng/mL (équivalent à 50,62 nM). Cette valeur est proche 

de la population globale bien que statistiquement plus basse et au niveau du seuil d’insuffisance 

fixé à 20 ng/mL (équivalent à 50 nM).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VII. Effets de la vitamine D sur d’autres PID fibrosantes 

D’autres PID fibrosantes ont été étudiées afin de savoir si la vitamine D a également des 

effets anti-fibrosants sur les fibroblastes isolés de patients développant ces maladies : La 

pneumopathies d’hypersensibilité (PHS) et la fibro-élastose pleuro-parenchymateuses (FEPP). 

La PHS est une PID fibrosante de cause connue, le plus souvent professionnelle. Elle résulte le 

plus souvent d’une exposition répétée à des substances organiques telles que les poussières 

Figure 51: Les patients FPI sont carencés en 25(OH) Vitamine D. La concentration en 25(OH) Vitamine
D a été quantifiée dans le sérum des patients FPI au diagnostic et dans une population globale du 
même âge moyen. ** p<0,01. 
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végétales (fermier) ou les plumes (éleveur d’oiseaux), et elle déclenche une réaction immuno-

allergique. La FEPP est une autre PID fibrosante idiopathique mais qui présente des lésions 

fibrotiques localisées dans les lobes supérieurs, contrairement à la FPI qui prédomine dans les 

lobes inférieurs. Des fibroblastes issus de biopsie diagnostic de 6 PHS et de 3 FEPP (dont 2 

cultures ont été obtenues en collaboration avec l’équipe du Pr Bruno Crestani – INSERM UMR 

1152) ont été utilisés pour étudier les effets de la vitamine D sur leur prolifération et leur 

différenciation.   

i. Prolifération 

Nous avons observé que la vitamine D a un effet inhibiteur dose-dépendant sur les 

fibroblastes isolés de PHS et de FEPP qui est similaire à celui observés chez les fibroblastes de 

patients FPI (Figure 52). En effet, la vitamine D à 100 nM inhibe de 50 % la prolifération basale 

des deux types de fibroblastes, et bloque complétement l’effet inducteur du PDGF-BB sur la 

prolifération, avec une dose-réponse qui commence dès 3 nM. 
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Figure 52: La VD inhibe la prolifération des fibroblastes de patients PHS (N = 6) et de FEPP (N = 3). Les fibroblastes PHS et FEPP
ont été traités avec le véhicule (EtOH) ou 3-100 nM de vitamine D (VD) pendant 96 h en absence ou en présence de 50 ng/ml
de PDGF-BB. La prolifération a été quantifiée toutes les 8 h à l’aide du microscope à fluorescence Incucyte®. L'indice de 
prolifération a été calculé en fixant arbitrairement la première acquisition du nombre de cellules à 1. Les différences 
significatives ont été déterminées par ANOVA suivi d’un test Dunett de comparaisons multiples. ** p<0,01. 
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ii. Différenciation 

L’effet du TGF-β1 n’ayant jamais été rapporté sur les fibroblastes isolés de PHS ou de 

FEPP, nous avons d’abord constaté que ces cellules répondent de la même façon que les 

fibroblastes FPI à un traitement au TGF-β1, avec une forte augmentation de l’expression des 

gènes pro-fibrosants (Figure 53, 54). En RT-qPCR, nous avons observé que la vitamine D diminue 

l’induction de ACTA2 induite par le TGF-β1 chez les fibroblastes PHS, avec une tendance 

similaire mais non significative pour les fibroblastes FEPP. Comme pour les fibroblastes FPI, nous 

n’avons pas observé d’effets de la vitamine D sur l’induction des ARNm des autres marqueurs 

de la fibrose (Figure 53).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cependant, par western blot, nous n’avons pas observé d’effets de la vitamine D sur 

l’expression protéique de α-SMA ni sur les autres marqueurs pro-fibrosants en présence de 

TGF-β1 (Figure 54). L’activation des protéines SMAD2 et SMAD3 par le TGF-β1 n’est pas non 

plus impactée par la vitamine D (Figure 55). Il semble donc qu’au niveau de la différenciation 

induite par le TGF-β1, les effets de la vitamine D soient plus importants chez les fibroblastes 

isolés de patients FPI que sur les fibroblastes isolés de FEPP et de PHS. 

 

EtOH TGF VD + TGF
0

10

20

30

40

E
xp

re
ss

io
n

 r
el

at
iv

e 
d

e 
l'A

R
N

m # *

EtOH TGF VD + TGF
0

1

2

3

4

5

E
xp

re
ss

io
n

 r
el

at
iv

e 
d

e 
l'A

R
N

m ##

EtOH TGF VD + TGF
0

2

4

6

8

E
xp

re
ss

io
n

 r
el

at
iv

e 
d

e 
l'A

R
N

m ##

EtOH TGF VD + TGF
0

2

4

6

8

E
xp

re
ss

io
n

 r
el

at
iv

e 
d

e 
l'A

R
N

m

##

EtOH TGF VD + TGF
0

2

4

6

E
xp

re
ss

io
n

 r
el

at
iv

e 
d

e 
l'A

R
N

m ##

EtOH TGF VD + TGF
0

10

20

30

40

E
xp

re
ss

io
n

 r
el

at
iv

e 
d

e 
l'A

R
N

m

EtOH TGF VD + TGF
0

1

2

3

4

5

E
xp

re
ss

io
n

 r
el

at
iv

e 
d

e 
l'A

R
N

m

EtOH TGF VD + TGF
0

2

4

6

8

E
xp

re
ss

io
n

 r
el

at
iv

e 
d

e 
l'A

R
N

m

#

EtOH TGF VD + TGF
0

1

2

3

4 #

E
xp

re
ss

io
n

 r
el

at
iv

e 
d

e 
l'A

R
N

m

EtOH TGF VD + TGF
0

2

4

6

8

E
xp

re
ss

io
n

 r
el

at
iv

e 
d

e 
l'A

R
N

m

ACTA2                        COL4A2                         COL1A1                           COL1A2                       FN1 

PHS 
N = 6 

FEPP 
N = 3  

Figure 53 : La VD diminue les niveaux d'ARNm d'ACTA2 chez les fibroblastes PHS et FEPP. Les cellules ont été
traitées avec le véhicule (EtOH) ou 100 nM de vitamine D (VD) en l'absence ou en présence de 1 ng/mL de 
TGF-β1 pendant 24 hLes niveaux relatifs d'ARNm ACTA2, COL1A1, COL1A2, COL4A2 et FN1 ont été mesurés 
par RT-qPCR et normalisés par rapport à l'ARN 18S ribosomal. Les niveaux d'ARNm mesurés dans les 
cellules traitées à l'EtOH ont été arbitrairement fixés à 1. *,# p<0,05 ; ## p<0,01. 

 



111 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

60kDa 

60kDa 

52kDa 

52kDa 

37kDa 

p-SMAD2 

p-SMAD3 

t-SMAD2 

t-SMAD3 

GAPDH 

A 

 EtOH     TGF   VD+TGF     

 

PHS 

EtOH TGF VD+TGF
0

10

20

30

40

E
xp

re
ss

io
n

 p
ro

té
iq

u
e 

re
la

ti
ve ##

EtOH TGF VD+TGF
0

20

40

60

E
xp

re
ss

io
n

 p
ro

té
iq

u
e 

re
la

ti
ve

##

p-SMAD2 p-SMAD3 

PHS 

p-SMAD2 p-SMAD3 

FEPP 

EtOH TGF VD+TGF
0

5

10

15

20

E
xp

re
ss

io
n

 p
ro

té
iq

u
e 

re
la

ti
ve

EtOH TGF VD+TGF
0

5

10

15

20

E
xp

re
ss

io
n

 p
ro

té
iq

u
e 

re
la

ti
ve

Figure 55 : La VD n’a pas d’effet sur la phosphorylation de SMAD chez les fibroblastes PHS et FEPP. Les cellules ont été traitées 
avec le véhicule (EtOH) ou 100 nM de vitamine D (VD) en l'absence ou en présence de 1 ng/mL de TGF-β1 pendant 30 min. 
L’expression protéique de p-SMAD2 et p-SMAD3 a été quantifiée par densitométrie et normalisée à la GAPDH. Les niveaux 
d’expressions protéiques des cellules traitées à l'EtOH ont été arbitrairement fixés à 1. ## p<0,01. 
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PARTIE IV : DISCUSSION ET CONCLUSION 
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Au cours de ce travail de thèse, nous avons étudié l’impact du métabolite actif de la 

vitamine D, la 1,25-dihydroxyvitamine D3, sur la physiologie in vitro des fibroblastes 

pulmonaires humains isolés de patients atteints de FPI ou contrôles. Les fibroblastes jouent un 

rôle clé dans le développement de la FPI en étant les principaux responsables du remodelage 

tissulaire et de la rigidification des poumons. Nous avons démontré pour la première fois que 

la vitamine D inhibe la prolifération cellulaire et dans une moindre mesure la différenciation de 

fibroblastes isolés de patients atteints de FPI, de FEPP et de PHS. Nous avons également mis en 

évidence un effet protecteur de la vitamine D sur l’altération métabolique des fibroblastes 

isolés de patients FPI, qui est un paramètre récemment identifié comme participant au 

développement de la maladie.  

L’activité hormonale de la vitamine D passe par l’activation de son récepteur, le VDR, dont 

l’expression varie fortement selon les organes et les différents types cellulaires (Wang et al., 

2012). Ainsi, nous avons d'abord confirmé que le VDR est exprimé dans les fibroblastes 

pulmonaires de patients FPI et dans les fibroblastes pulmonaires contrôles. Nous avons 

constaté que les fibroblastes FPI et contrôles expriment de manière similaire le VDR, ce qui 

suggère que la signalisation liée au VDR n'est pas altérée dans les fibroblastes pulmonaires de 

patients atteints de FPI. Ce résultat semble contradictoire avec une étude récente montrant 

que l'expression du VDR est négativement corrélée avec le développement de la fibrose 

hépatique chez les patients souffrant d'une infection chronique par le virus de l'hépatite B (K. 

Yang et al., 2022). Une autre étude a également montré que l'expression du VDR est diminuée 

dans les fibroblastes de peau de patients atteints de sclérodermie systémique ainsi que chez la 

souris exposée à la bléomycine (Zerr et al., 2015). Nous avons ensuite vérifié que le VDR est 

fonctionnel dans les fibroblastes pulmonaires. Il est bien connu que la cible génétique 

principale du VDR est le CYP24A1, une enzyme permettant l’oxydation et l’élimination de la 

vitamine D (Jones et al., 2012). L’induction de l’expression de ce gène est à l’origine d’un 

mécanisme de rétrocontrôle négatif de la concentration cytoplasmique en vitamine D. Dans 

notre étude, l’inhibition du VDR montre que son expression est nécessaire à l’induction du 

CYP24A1 en présence de vitamine D, ce qui suggère que le VDR est bien actif dans les 

fibroblastes pulmonaires humains.  

Dans un second temps, nous avons montré que des doses croissantes de vitamine D 

inhibent fortement la prolifération basale et stimulée par le PDGF-BB. La prolifération des 
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fibroblastes est une fonction clé responsable de leur accumulation dans le parenchyme 

pulmonaire, et le PDGF-BB est l’une des chimiokines surexprimées dans les poumons des 

patients FPI qui stimule la prolifération au niveau des foyers fibroblastiques (King et al., 2011). 

De plus, il a été montré que l'inhibition pharmacologique du PDGFR supprime l'induction de la 

fibrose pulmonaire dans différents modèles murins, ce qui appui le rôle du PDGF-BB dans le 

développement de la FPI (Aono et al., 2005; Kishi et al., 2018). Nos résultats montrent que la 

vitamine D à 100 nM inhibe de plus de 50 % la prolifération basale des fibroblastes FPI et 

contrôles, et bloque complètement l’effet du PDGF-BB en condition stimulée. Nous avons 

observé un effet similaire de la vitamine D sur la prolifération des fibroblastes isolés de PHS et 

de FEPP. Ces données sont en accord avec la littérature qui rapporte que la vitamine D est 

capable d’inhiber la prolifération de la lignée fibroblastique NIH/3T3 ainsi que de fibroblastes 

pulmonaires normaux (Ramirez et al., 2010). Cette dernière étude a montré que la vitamine D 

(1 µM) inhibe l’expression de PCNA (proliferating cell nuclear antigen), une protéine nucléaire 

qui stimule l’activité de l’ADN polymérase (Strzalka and Ziemienowicz, 2011). Cependant, nous 

n’avons pas observé de variation de l’expression de l’ARNm de cette protéine à notre 

concentration maximale d’intérêt qui est de 100 nM, soit dix fois plus faible que celle utilisée 

par les auteurs. Cet écart de concentrations pourrait expliquer la différence d’effets observés 

sur PCNA. L’effet inhibiteur de la vitamine D sur la prolifération induite par le PDGF-BB n’avait 

pas encore été décrit dans la littérature, et nos résultats indiquent que la vitamine D n'interfère 

pas avec la voie de signalisation du PDGF-BB, puisqu’elle n’a pas empêché l’activation de son 

récepteur PDGFR ni de ses effecteurs principaux ERK et AKT qui contribuent à la croissance des 

fibroblastes pulmonaires (Sun et al., 2016). 

L’effet inhibiteur de la prolifération est associé à une altération du cycle cellulaire. En effet, 

la vitamine D augmente la quantité de fibroblastes FPI arrêtés en phase G0/G1 tout en 

diminuant l'expression de nombreuses cyclines et CDK contrôlant la progression du cycle 

cellulaire. La vitamine D a notamment réduit l'expression de la cycline D1, connue pour 

favoriser la transition de la phase G0/G1 vers la phase de synthèse de l’ADN. Cette suppression 

globale de l’expression des cyclines et CDK contribue probablement à l'effet antiprolifératif de 

la vitamine D puisque plusieurs études ont montré que l'hormone inhibe également la 

prolifération de lignées cellulaires cancéreuses (sein, ovaire, thyroïde, prostate, leucémie) en 

arrêtant souvent le cycle cellulaire dans la phase G0/G1 et en réduisant l'expression de 
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certaines cyclines (cyclines D et E) et CDK (CDK4 et CDK2) (Bhoora and Punchoo, 2020; 

Gesmundo et al., 2020; Scaglione-Sewell et al., 2000). Puisque les CDK nécessitent une 

phosphorylation activatrice pour être fonctionnelles et activer leurs cyclines respectives 

(Malumbres, 2014), il serait intéressant d’étudier l’état de phosphorylation de toutes les CDK 

régulées à la baisse par la vitamine D en présence de PDGF-BB. Cette donnée permettrait de 

savoir si ce sont seulement les CDK impliquées dans le passage de la phase G0/G1 à la phase S 

qui sont moins actives à la suite d’un traitement à la vitamine D.  

Puisque la voie de signalisation du PDGF-BB n’est pas impactée par la vitamine D, nous 

pouvons émettre l'hypothèse qu’elle inhibe la croissance cellulaire en réduisant directement 

l'expression des gènes du cycle cellulaire par un mécanisme dépendant du VDR. Cette 

hypothèse est appuyée par le fait que la délétion génétique de son récepteur bloque les effets 

de la vitamine D. Des recherches supplémentaires sont toutefois nécessaires pour déterminer 

si la vitamine D peut stimuler la liaison du VDR sur des éléments de réponses spécifiques 

contrôlant l'expression des cyclines/CDK. Pour ce faire, nous pourrions étudier la région 

promotrice des cyclines/CDK d’intérêt via l’utilisation de la technique du gène rapporteur (β-

galactosidase, β-glucuronidase ou luciférase), en présence ou non de vitamine D. Outre la 

fixation du VDR à ses éléments de réponses, il a également été rapporté que la vitamine D est 

capable de stimuler la transcription de p27kip1, un inhibiteur de la cycline D1, alors que sa 

région promotrice ne possède pas d’élément de réponse au VDR (Inoue et al., 1999). Cette 

étude a montré que la vitamine D induit l’expression de p27kip1 en augmentant l’activité 

transcriptionnelle d’autres facteurs de transcription : Sp1 (specificity protein 1) et NF-Y 

(Nuclear transcription factor Y) qui eux possèdent bien des éléments de réponse sur la région 

promotrice de p27kip1. Une autre étude a montré par immunoprécipitation que le VDR actif 

interagit avec Sp1 pour permettre son activité et sa fixation sur la région promotrice de p27kip1 

(Huang et al., 2004). Ainsi, la vitamine D pourrait contrôler l’expression de gènes impliqués dans 

le cycle cellulaire même s’ils ne possèdent pas d’éléments de réponse au VDR. 

Nous avons ensuite étudié les effets de la vitamine D sur la différenciation des fibroblastes 

en myofibroblastes. Cette différenciation est induite par le TGF-β1 et est essentielle au 

développement de la FPI puisque les myofibroblastes participent à la sécrétion de MEC 

(expression de collagène et de fibronectine) ainsi qu’à la rigidification pulmonaire (expression 

de α-SMA) (D’Urso and Kurniawan, 2020). Plusieurs études ont rapporté que la vitamine D est 
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capable d’inhiber cette différenciation dans des modèles murins de fibrose pulmonaire ainsi 

que sur des fibroblastes primaires humains (Lee et al., 2017; Ramirez et al., 2010; Zhu et al., 

2021). De manière surprenante, nos résultats montrent que la vitamine D n’agit que très 

partiellement sur la différenciation induite par le TGF-β1 chez les fibroblastes pulmonaires, 

qu’ils soient contrôles ou issus de patients atteints de FPI, de PHS ou de FEPP. En effet, la 

vitamine D à 100 nM diminue très faiblement l’expression de l’ARNm du collagène 4A2 ainsi 

que l’expression protéique et de l’ARNm de α-SMA dans les fibroblastes FPI, sans avoir d’effet 

sur les autres marqueurs de la différenciation tels que la fibronectine ou le collagène 1. Nous 

avons observé encore moins d’effet de la vitamine D sur la différenciation des fibroblastes 

pulmonaires isolés de patients atteints de FEPP ou de PHS, peut-être à cause d’un nombre trop 

faible d’expériences (N = 3 FEPP et N = 7 PHS). Ces observations sont inattendues car la vitamine 

D bloque l'expression des principaux gènes pro-fibrosants tels que ACTA2, COL1A1, COL1A2 et 

FN1 induits par le TGF-β1 dans divers modèles murins et diverses lignées cellulaires (Lee et al., 

2017; Meredith et al., 2015; Tzilas et al., 2019; Zerr et al., 2015; Zhu et al., 2021). Ces résultats 

discordants sont probablement dus à l'incapacité de la vitamine D à inhiber la signalisation TGF-

β1/SMAD dans les fibroblastes pulmonaires humains. De manière générale, pour stimuler la 

différenciation des fibroblastes, le TGF-β1 active les facteurs de transcription SMAD2 et 

SMAD3. La translocation nucléaire de ces protéines SMAD puis leur liaison à leurs éléments de 

réponse stimule l’expression des gènes pro-fibrosants dont le collagène, l’actine et la 

fibronectine font partis (Schiller et al., 2004). Or, il a été rapporté que le VDR activé par la 

vitamine D peut interagir physiquement avec les protéines SMAD2/3 et ainsi bloquer leur 

liaison aux régions promotrices de divers gènes dans les fibroblastes stimulés par le TGF-β1 (Xu 

et al., 2020; Zerr et al., 2015). Au regard de l’effet très faible de la vitamine D observé sur la 

différenciation des fibroblastes pulmonaires humains, nous n'avons pas cherché à savoir si 

l’hormone était capable de bloquer la translocation nucléaire ou la liaison de SMAD2/3 activés 

sur leurs éléments de réponse. Cependant, nos résultats montrent que la vitamine D a un effet 

très limité sur la phosphorylation des deux protéines SMAD dans les fibroblastes FPI et 

contrôles, avec une légère diminution de l’activation de la protéine SMAD2. Nous n’avons pas 

observé d’effet de la vitamine D sur cette voie dans les fibroblastes isolés de PHS ou de FEPP. Il 

est donc peu probable que la vitamine D induise la liaison du VDR aux protéines SMAD, et ce 

résultat pourrait expliquer pourquoi la vitamine D n'a pas pu empêcher activement la 

différenciation des myofibroblastes. Nous pouvons tout de même émettre l'hypothèse que des 
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concentrations supérieures à 100 nM de vitamine D pourraient bloquer la signalisation du TGF-

β1 dans notre modèle. Néanmoins, il est important de noter que des concentrations 

plasmatiques de l’ordre du µM de vitamine D ne seraient pas atteignables chez l’homme, même 

en cas de supplémentation, puisque les concentrations physiologiques de 25(OH)-vitamine D 

s’étendent classiquement entre 50 et 100 nM (Ceglia et al., 2011). 

Malgré le fait que la vitamine D ait peu d’effet direct sur la différenciation des fibroblastes 

pulmonaires, nous avons démontré que l’hormone module fortement l’altération glycolytique 

induite par le TGF-β1. La littérature rapporte qu’un micro-environnement cellulaire acide causé 

par la glycolyse est capable de libérer le TGF-β latent stocké dans la MEC (Annes et al., 2003; 

Lyons et al., 1988; Wipff et al., 2007). Nos résultats montrent que la vitamine D bloque 

l'induction de la glycolyse aérobie dans les fibroblastes FPI et contrôles, et ce probablement 

par le biais d'une signalisation dépendante du VDR. Chez les patients FPI, la stimulation de la 

glycolyse aérobie a été identifiée dans plusieurs types de cellules pulmonaires comprenant les 

cellules épithéliales alvéolaires, les macrophages et les fibroblastes (Zank et al., 2018). Cette 

reprogrammation métabolique est de plus en plus décrite comme un mécanisme essentiel 

favorisant le développement de la FPI (Bueno et al., 2020). Une étude récente a d’ailleurs 

proposé un nouvel outil pronostic des patients FPI basé sur l’analyse de l’expression de certains 

gènes associés à la glycolyse (Li et al., 2023). De plus, in vitro, les inhibiteurs de la 6-

phophofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase, qui empêchent la reprogrammation 

métabolique induite par le TGF-β1, réduisent les effets profibrotiques du TGF-β1 (Chen et al., 

2021; Xie et al., 2015). L'inhibition in vivo de la glycolyse atténue également la fibrose 

pulmonaire induite par la bléomycine (Chen et al., 2021; Xie et al., 2015) et l’induction de la 

glycolyse semble favoriser la différenciation des myofibroblastes en stimulant l'expression de 

α-SMA (Xie et al., 2015). Nos résultats concordent avec ce mécanisme, bien que nous ayons 

constaté que la vitamine D ne diminue que légèrement l'expression de α-SMA dans les 

fibroblastes stimulés par le TGF-β1. D’un autre côté, la glycolyse conduit à la production d'acide 

lactique via la lactate déshydrogénase qui réduit le pyruvate en lactates. Plusieurs études ont 

rapporté que la concentration de lactate est élevée dans le parenchyme pulmonaire ainsi que 

dans les lavages broncho-alvéolaires des patients atteints de FPI (Kottmann et al., 2012; 

Worlitzsch et al., 2013). La sécrétion d'acide lactique favorise une diminution du pH 

extracellulaire avec pour conséquence une augmentation de l'activation du TGF-β latent 
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(Kottmann et al., 2012). De manière intéressante, nos résultats démontrent que la vitamine D 

réduit l'expression de la LDH, l'activité de la LDH et la production d'acide lactique en plus 

d’inhiber l’expression d’autres enzymes de la glycolyse. Nous pouvons donc émettre 

l'hypothèse que la vitamine D pourrait limiter la formation de TGF-β actif en réduisant 

l'acidification extracellulaire due à la sécrétion d'acide lactique. Des expériences 

supplémentaires sont toutefois nécessaires pour déterminer si la vitamine D peut réduire 

l'acidification du microenvironnement pulmonaire et limiter la boucle d’auto-activation 

profibrotique liée à la glycolyse chez les patients atteints de FPI. 

D’un point de vue clinique, nous avons montré que la population de patients FPI suivie au 

CHU de Rennes est proche de l’insuffisance en 25-OH Vitamine D avec une concentration 

sérique moyenne de 20,25 ng/mL. Cette valeur est cohérente avec les données de la cohorte 

Grecque de 93 patients FPI qui présentait un taux sérique moyen de 18,76 ng/mL (Tzilas et al., 

2019). Cette faible concentration est certainement liée à l’âge des patients mais pourrait 

indirectement participer au développement de la FPI en limitant ses effets protecteurs que 

nous avons démontré.  De plus, la littérature rapporte qu’une déficience en vitamine D aggrave 

la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine chez la souris (Li et al., 2019). Cette même 

étude n’a pas montré d’effet basal d’une déficience en vitamine D sur les poumons des souris. 

Cependant, une autre équipe a rapporté qu’une déficience alimentaire chronique en vitamine 

D chez des souris saines est suffisante pour induire une fibrose pulmonaire chez les individus 

F1 de leur descendance. Cette fibrose s’accompagne d’une surexpression pulmonaire de TGF-

β1 et de α-SMA (Shi et al., 2017). Ensemble, ces données suggèrent que la carence en vitamine 

D et l’état alimentaire des patients atteints de FPI pourraient être pris en compte dans leur suivi 

médical. 

Ce travail étant focalisé uniquement sur le phénotype des fibroblastes pulmonaires 

humains, il serait intéressant d’étudier les effets de la vitamine D sur la fonction des autres 

acteurs cellulaires impliqués dans le développement de la FPI comme les CEAII et les cellules 

immunitaires. Il a d’ailleurs déjà été montré que la vitamine D diminue in vitro la TEM induite 

par le TGF-β1 dans la lignée de cellules épithéliales bronchiques BEAS-2B (Fischer and Agrawal, 

2014). De plus, dans des cellules de cancer du sein (lignée MCF-7), il a été rapporté qu’un 

analogue de la vitamine D diminue l’expression du facteur de transcription Snail impliqué dans 

la TEM (Chiang et al., 2014) qui est également impliqué dans la TEM des CEAII traitées au TGF-
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β1 (Qian et al., 2020). La vitamine D ou ses analogues inhibent aussi l’expression des facteurs 

de transcription ZEB1 et TWIST1 impliqués dans la TEM des cellules cancéreuses (Chiang et al., 

2014; Upadhyay et al., 2013), et ces deux facteurs de transcriptions joueraient un rôle dans la 

fibrose pulmonaire (Chilosi et al., 2017; Pozharskaya et al., 2009; Valenzi et al., 2023). Il serait 

donc intéressant de d’étudier les effets protecteurs de la vitamine D sur la TEM des CEAII 

provenant de patients atteints de FPI. L’effet anti-inflammatoire de la vitamine D sur les cellules 

immunitaires est bien connu et, dans le contexte de la FPI, ses effets sur l’immunité pourraient 

être étudiés directement sur les cellules issues du lavage broncho-alvéolaire des patients, 

puisque ces derniers contiennent des macrophages et lymphocytes alvéolaires du micro-

environnement fibrotique pulmonaire.  

Enfin, dans une perspective de supplémentation des patients FPI en parallèle de la prise 

en charge thérapeutique conventionnelle, il serait intéressant de savoir si la vitamine D peut 

avoir des effets additionnels ou agir en synergie avec le nintedanib et la pirfénidonein in vitro 

sur notre modèle cellulaire mais aussi in vivo. Cette étude pourrait être menée sur un modèle 

murin de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine, via l’étude histologique de la structure 

pulmonaire et l’étude de l’expression des marqueurs de la fibrose. L’effet de la vitamine D sur 

les paramètres respiratoires et la survie des patients atteints de FPI pourrait aussi être testé 

cliniquement. Pour cela, il serait intéressant de mettre en place un protocole de 

supplémentation en vitamine D versus placebo qui pourrait débuter en même temps que la 

prise en charge des patients par le nintedanib ou la pirfénidone. Aussi, le contrôle des taux de 

vitamine D dans le sérum des patients suivis devra être régulier pour ne pas induire de bais 

expérimentaux liés à une auto-supplémentation.  

En conclusion, mes travaux de thèse ont permis de démontrer que la vitamine D est 

capable de prévenir certains paramètres pro-fibrosants de fibroblastes pulmonaires humains 

ainsi que leur reprogrammation métabolique. Compte tenu de ces résultats et de la capacité 

de la vitamine D à prévenir la fibrose pulmonaire in vivo dans des modèles expérimentaux, il 

pourrait être intéressant de déterminer si une supplémentation en vitamine D peut contribuer 

à limiter le déclin des fonctions respiratoires chez les patients atteints de FPI déjà pris en charge 

au plan thérapeutique.  
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Please find enclosed the manuscript entitled “Antifibrotic effects of vitamin D3 on human lung 

fibroblasts derived from patients with idiopathic fibrosis” by Voisin et al, for consideration by The 

Journal of Nutritional Biochemistry as a research paper.  

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a chronic and irreversible lung disease characterized by 

a progressive decline of pulmonary functions. The current therapeutic approach slows down but does 

not stop the progression of the disease. Recently, Vitamin D (VD) has been demonstrated to reduce the 

development of lung fibrosis in murine models and VD deficiency has been associated with the decline 

of lung functions and acute exacerbations in patients with IPF. In this manuscript, we demonstrated for 

the first time that, in vitro, VD counteracts fundamental fibrosing functions of primary human lung 

fibroblasts (HLFs) derived from patients with IPF. At nanomolar concentrations, VD blocked the 

PDGF-BB-induced proliferation and partially diminishes the TGF-β1-induced differentiation. 

Moreover, VD strongly inhibited the glycolytic switch induced by TGF-β1. Recent studies suggest that 

glycolytic reprogramming of fibroblasts can participate to the progression of IPF and targeting this 

pathway may be effective in treating fibrotic disorders.  

Altogether, our findings demonstrate that low VD concentrations reduced, in vitro, pro-fibrotic 

functions of HLFs, and suggest that the VD supplementation in patients with IPF may be studied in the 

future to determine its therapeutic benefit for the management of human lung fibrosis. 
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Abstract  

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a progressive and fatal interstitial lung disease. Up to 

now, no treatment can stop the progression of IPF. Vitamin D3 (VD) reduces experimental lung 

fibrosis in murine models and depletion of vitamin D3 might be associated with the reduced 

survival of patients with IPF. In this context, we determined if VD can prevent the pro-fibrotic 

functions of human lung fibroblasts (HLFs) isolated from patients with IPF. IPF and control 

HLFs were derived from surgical lung biopsies collected from patients with IPF or with primary 

lung cancer, respectively. VD (3-100 nM) markedly reduced the basal and PDGF-induced 

proliferation of HLFs. VD also altered cell cycle by increasing the percentage of IPF HLFs 

arrested in the G0/G1 phase, and by downregulating the expression of various cell cycle 

regulatory proteins. In addition, VD barely prevented the TGF-β1-induced differentiation in 

HLFs. At 100 nM, VD slightly reduced the expression of the pro-fibrotic marker α-smooth 

muscle actin, and had no effect on fibronectin and collagen-1 expression. In contrast, 100 nM 

VD strongly inhibited the aerobic glycolytic metabolism induced by TGF- β1. Finally, VD 

reduced both the secretion of lactate, the levels of lactate deshydrogenase mRNA and the 

activity of intracellular LDH in IPF HLFs. Our study shows that low VD concentrations reduce 

pro-fibrotic functions of HLFs. These findings suggest that it might be interesting to assess the 

potential clinical benefits of vitamin D supplementation in patients with IPF, especially on lung 

function decline. 

Keywords: Idiopathic pulmonary fibrosis, vitamin D, pulmonary fibroblasts, proliferation, 

differentiation, metabolism 
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1. Introduction 

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a chronic and irreversible interstitial lung disease with 

an average life expectancy of 3-5 years after diagnosis [1]. An aberrant process of chronic 

healing, that stiffens the lungs and definitively reduces the airflow exchanges at pulmonary 

alveoli, defines IPF. The migration and proliferation of lung fibroblasts and then their 

differentiation into myofibroblasts constitute the central pathophysiological mechanisms that 

control the development of this disease [2]. Profibrotic factors like platelet-derived growth 

factor (PDGF) and transforming growth factor (TGF)-β, that are produced by epithelial and 

immune cells, orchestrate this process [3,4]. PDGF induces the migration and proliferation of 

fibroblasts [5] while TGF triggers the differentiation and the metabolic shift to aerobic 

glycolysis in myofibroblasts [6]. This glycolytic reprogramming contributes to the development 

of pulmonary fibrosis notably by increasing the secretion of lactic acid, a potent activator of 

latent TGF-β [6,7].  

Nowadays, nintedanib and pirfenidone are the only drugs approved for treating IPF [8]. 

These antifibrotic drugs slow down but do not stop the progression of the disease [9,10]. 

Vitamin D3 is a fat-soluble pro-hormone that is metabolized by the kidneys and liver to produce 

1,25-dihydroxyvitamin D3 (VD), its active metabolite [11]. VD is well-known to regulate 

mineralization and calcium homeostasis in bones and muscles by activating the vitamin D 

receptor (VDR), a ligand-dependent transcription factor [11]. In addition, VD could interfere 

with the fibrotic process in various organs. It decreases in vitro the differentiation of human 

dermal, corneal, cardiac and nasal polyp-derived fibroblasts induced by TGF-β [12–15]. It also 

limits the proliferation of primary murine lung fibroblasts [16]. In murine and rat models, VD 

attenuates renal fibrosis and bleomycin-induced lung fibrosis notably by decreasing the 

extracellular matrix production and deposition [17–19]. Conversely, vitamin D deficiency 

promotes lung fibrosis and especially exacerbates bleomycin-induced pulmonary fibrosis 
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[14,20]. Finally, recent clinical studies have shown that many patients with IPF have low serum 

vitamin D concentrations and that vitamin D deficiency may constitute a negative prognostic 

factor in IPF [20–22].  

Altogether, these results suggest that vitamin D can interfere with the development of 

pulmonary fibrosis in humans. However, the ability of VD to inhibit the profibrotic functions 

of human lung fibroblasts (HLFs) still remains unknown. In this context, the present study was 

thus designed to determine whether VD could prevent the proliferation, migration and 

differentiation of HLFs isolated from patients with IPF.  
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2. Materials and Methods 

2.1. Isolation of HLFs  

HLFs derived from surgical lung biopsies isolated from patients with IPF (median age 68 years; 

range 51-77 years) [23]. IPF was diagnosed according to the 2022 ATS/ERS/JRS/ALAT 

criteria, including histopathological features of usual interstitial pneumonia [24]. Control HLFs 

derived from lung samples isolated from patients with cancer undergoing lobectomy or 

pneumonectomy, away from the tumor (median age 64.5 years; range 59-74 years). The absence 

of tumor tissue in control samples was verified histologically. Cell morphology was checked 

by phase contrast microscopy. This study was approved by the local ethics committee (Ethics 

Committee CHU Rennes, n° 16123). Written informed consent was obtained from all subjects. 

All experiments were performed following relevant guidelines and regulations.  

2.2. Cell culture and treatments 

IPF and control HLFs were cultured in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 

(Gibco™, Life Technologies, Courtaboeuf, France) supplemented with 10% fetal calf serum 

(FCS) (Eurobio scientific, Evry, France), L-glutamine, antibiotic-antimycotic solution 

(Gibco™, Life Technologies), and used at passages 5 and 6. Cells were cultured in the absence 

or presence of VD (Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France). VD was first dissolved in 

ethanol (EtOH) to constitute a stock solution. EtOH was used as vehicle in each experiment. 

To study mRNA and protein expression, HLFs were seeded in 6-well plates for 24 h and then 

starved in FCS-free DMEM for 16 h. To induce the differentiation of myofibroblasts, serum-

starved HLFs were first cultured in the absence or presence of 3-100 nM VD for 1 h and then 

stimulated with TGF-β1 (1 ng/ml, Preprotech, Neuilly-sur-Seine, France) for 24 h. The HLFs 

used for cell growth and cell cycle studies were serum-starved for 16 h, cultured in DMEM 

containing 1 % FCS with 3-100 nM VD for 1 h, and stimulated with PDGF-BB (50 ng/ml) 

(R&D Systems, Bio-Techne, Lille, France) for a further 96 h.  
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2.3. Proliferation  

Incucyte® live-cell analysis system (Essen BioScience, Sartorius, USA) was used to determine 

cell proliferation in a stable culture environment (37°C and 5% CO2). The fluorescent dye 

NRR® (Nuclight Rapid Red Dye® diluted at 1/1000) specifically marked the nucleus of living 

HLFs. The number of HLFs was determined using the Incucyte® analysis software by creating 

a specific counting mask that identified and delimited the nuclei at each acquisition. The 

acquisition was performed every 8 hours for 96 hours using Incucyte® microscope, objective 

X4. Each point was performed in triplicate. The proliferation index was calculated relatively to 

the number of cells measured at 8 h and arbitrarily set at 1.  

2.4. Cell cycle analysis  

To analyse the cell cycle distribution, HLFs were fixed in ice-cold 70 % (v/v) ethanol 

for 30 min at 4°C and then collected by centrifugation (900g/5 min). The cell pellets were 

washed, suspended in PBS (pH 7.4) containing propidium iodide (50 μg/mL) and DNase-free 

RNase A (100 μg/mL) (Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France), and incubated at 4°C for 

1 h. DNA content was quantified by flow cytometry using a LRSFortessa™X20 flow cytometer 

(BD Biosciences, Paris, France). Data were analysed with the flow cytometry data analysis 

software FlowLogic (Miltenyi Biotech, Paris, France) using the Watson improved method. 

2.5. Genetic invalidation by siRNA transfection 

HLFs were transfected in optiMEM medium (Gibco, Waltham, USA) for 6 h with 25 nM VDR 

siRNA (J-003448-07-0005, ONTARGETplus siRNA Human VDR (7421) 5 nmol; Dharmacon, 

Horizon discovery) or 25 nM non-targeting control siRNA (ONTARGETplus Non-targeting 

Pool, 5 nmol; Dharmacon, Horizon discovery). Then, cells were washed and cultured in 

antibiotic-free DMEM 1X Glutamax for 18 h before the study of cell proliferation and 

metabolism. siRNA efficacy was verified by western-blotting.  
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2.6. Western blot analysis  

To analyse protein expression, cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Sigma-Aldrich) 

and phosphatase inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich) in ice-cold RIPA buffer were used to lyse 

HLFs. Proteins separation was performed by electrophoresis on polyacrylamide gels containing 

10 % Tris-glycine SDS and transferred to nitrocellulose membranes, as previously described 

[25]. Free binding sites were blocked by incubation in 5 % milk or bovine serum albumin (BSA) 

(Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France) for 2 h at room temperature. The appropriate 

primary human antibody (Ab) was then added to the membranes overnight at 4°C. The primary 

Abs were anti-αSMA (clone 1A4, Sigma-Aldrich), anti-collagen I (Southern Biotechnology 

Associates, Birmingham, AL), anti-fibronectin (Abcam), anti-GAPDH (mab90009-P, Covalab, 

Bron, France) Abs. Anti-phospho SMAD2 (3104), anti-SMAD2 (12584), anti-phospho 

SMAD3 (9520), anti-SMAD3 (9523), anti-phospho PDGF receptor (PDGFR) (3161), anti-

PDGFR (3169), anti-CDK2 (2546), anti-CDK4 (12790), anti-CDK1 (9112S) and anti-Cyclin 

D1 (55506) Abs were from Cell Signaling Technology (Massachusetts, USA). Anti-Cyclin E 

(sc-56311), anti-Cyclin A (sc-751) and anti-Cyclin B1 (sc-245) Abs were from Santa Cruz 

Biotechnology, USA. A gel imaging system (Chemi doc, BIO-RAD Laboratories, Marnes-La-

Coquette, France) equipped with a CCD camera was used to acquire digital images. Western 

blots were quantified using the Image Lab™ software (BIO-RAD) by densitometry and 

normalized to GAPDH. The relative protein expression in stimulated cells was determined by 

arbitrarily setting at 1 the protein expression measured in untreated cells cultured in the presence 

of vehicle (EtOH).  

2.7. RNA isolation and RT-PCR assays 

The extraction kit from Macherey Nagel (Hoerdt, France) was used to extract total RNAs 

according to the manufacturer’s instructions. NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Saint-

Herblain, France) was used to quantify RNA concentrations by spectrofluorimetry. mRNAs 
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were reverse transcribed using the High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied 

Biosystems, Thermo Fisher Scientific). Quantitative PCR (polymerase chain reaction) was 

performed using the SYBR Green methodology on a CFX384 Real-Time PCR System (Bio-

Rad Laboratories) in duplicates. All the primers were provided by Sigma-Aldrich (KiCqStart™ 

SYBR® Green Primers, St. Quentin Fallavier, France). The specificity of gene amplification 

was checked at the end of PCR using the comparative cycle threshold method (CFX Manager 

Software). The mean Cq values were used to normalize the target mRNA concentrations to 

those of the 18S ribosomal protein by the 2(−ΔΔCq) method. The mRNA levels were defined 

relatively to those measured in untreated cells and arbitrarily set at 1. 

2.8. Mitochondrial respiration and glycolytic function 

A Seahorse XFe24® Analyzer (Agilent Technologies) was used to determine the basal 

mitochondrial respiration and the basal glycolysis by directly measuring the oxygen 

consumption rate (OCR) and the extracellular acidification rate (ECAR) in IPF and control 

HLFs, respectively. Parameters of the mitochondrial respiration were determined using the 

Seahorse XF Cell Mito Stress kit, in both basal condition and after the injection of 

mitochondrial respiration inhibitors in the system. These inhibitors were oligomycin (inhibitor 

of ATP synthase), carbonyl cyanide p-trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP, uncoupling 

agent that collapses the proton gradient and disrupts the mitochondrial membrane potential), 

antimycin A (complex III inhibitor) and rotenone (complex I inhibitor). The glycolytic function 

was determined using a Seahorse® XF Glycolysis Stress Test kit that assesses the basal 

extracellular acidification rate (ECAR) in the absence of glucose in culture media. The main 

parameters of the glycolytic flux, i.e glycolysis, glycolytic capacity and glycolytic reserve, were 

then determined after the injection of glucose, oligomycin (shifted the energy production to 

glycolysis) and 2-deoxy-glucose (an inhibitor of glycolysis through competitive binding to 

glucose hexokinase), respectively. 
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2.9. Lactate secretion 

The secretion of lactate in culture supernatant was quantified on the Roche Cobas 8000 c502 

analyser (Hoffmann-La Roche, Basel, Switzerland). Lactate concentrations were determined 

using a spectrophotometric enzymatic-based method catalysed by a lactate oxidase-peroxydase 

reaction that produced a chromogen quinone-imine product at 552 nm. The intensity of the 

color formed was proportional to the lactate concentration present in the sample. 

2.10. Lactate deshydrogenase activity 

The activity of lactate deshydrogenase (LDH) present in cell lysate was measured using the 

LDH IFCC assay from Sigma-Aldrich (MAK066) in duplicates. LDH catalysed the conversion 

of lactate to pyruvate in the presence of NAD that is reduced to NADH during this process. The 

rate of NADH formation, directly proportional to the catalytic LDH activity, was determined 

by measuring the increase in absorbance at 340 nm.  

2.11. Statistical analysis  

All results are presented as means ± standard errors of mean (SEM) of the indicated numbers 

of independent biological experiments. Each biological experiment was performed with 

different cell cultures deriving from different donors. Statistical analyses were performed with 

Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, CA). Significant differences were determined by the 

Student’s t-test when two groups were compared, or by a repeated ANOVA followed by the 

Dunnett’s Multiple comparison t-test to study the effects of increasing VD concentrations. #, * 

p<0.05; ##; ** p<0.01; ###, *** p<0.001. # : versus PDGF-BB or TGF-1, * : versus VD. 
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3. Results 

3.1.VDR was expressed and active in HLFs.  

We first determined if VDR expression could be detected in control and IPF HLF. The Figure 

1A shows that the VDR protein expression was present in all HLF culture tested. The mean 

VDR expressions were not significantly different in IPF and control HLFs (Fig. 1B). To verify 

the activity of VDR, we quantified mRNA levels of the CYP24A1 gene that is highly activated 

in response to the binding of VD to VDR. As expected, CYP24A1 mRNA levels were strongly 

induced in HLFs exposed to VD (Fig. 1C). This expression was almost totally inhibited when 

VDR protein expression was deleted by genetic invalidation. This result thus confirms that 

VDR was active in HLFs.  
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Figure 1. Vitamin D Receptor (VDR) was expressed and active in human HLFs. (A) 

Representative Western blot analysis of VDR expression in IPF and control (Ctrl) HLFs. 

Protein expression was quantified by densitometry and normalized to GAPDH protein 

expression. (B, C) IPF HLFs were transfected with control siRNA (scramble) or VDR-siRNA 

(siVDR) for 24 h (B), and then treated with vehicle (EtOH) or 100 nM VD for 24 h (C). Relative 

VDR mRNA (B) and CYP24A1 mRNA (C) levels were measured by quantitative RT-PCR and 

normalized to ribosomal 18S RNA. The mRNA levels measured in HLFs transfected with 

scramble (B) and treated with EtOH (C) were arbitrarily set at 1. VDR protein expressions in 

HLFs transfected with scramble or SiVDR were analysed by Western blot (B). Results are 

expressed as means ± SEM of 3-16 independent experiments. Significant differences were 

determined by unpaired (A) or paired (B, C) t-tests. 
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3.2.VD inhibited basal and PDGF-BB-induced proliferation of HLFs.  

Fibroblast proliferation is a major event contributing to the accumulation of fibroblastic foci in 

the pulmonary tissues of patients with IPF [26]. We thus determined if VD could prevent cell 

proliferation. IPF and control HLFs were cultured with VD, in the absence or presence of 

PDGF-BB for 96 h to determine its effects on basal and stimulated cell growth, respectively. 

VD significantly inhibited, in a concentration-dependent manner, the basal proliferation of both 

IPF and control HLFs (Fig. 2A). The inhibition was higher when cells were exposed to 100 nM 

VD. As expected, PDGF-BB significantly increased the proliferation of control and IPF HLFs 

(Fig. 2B). VD inhibited the PDGF-BB-induced proliferation with a dose-response similar to 

that reducing the basal proliferation. Finally, we assessed if VDR mediated the VD effects on 

cell proliferation. Figure 2C indicated that genetic invalidation of VDR expression blocked the 

ability of VD to reduce basal and PDGF-BB-induced proliferation of HLFs. Thus, VD likely 

prevented cell growth through a molecular VDR-dependent mechanism. PDGF-BB stimulates 

cell proliferation by its binding to the PDGFR and the subsequent activation of various 

signalling pathways involving the kinases ERK and AKT. Figure S1 shows that PDGF-BB 

strongly increased the phosphorylation of the PDGFR, ERK and AKT. However, VD could not 

prevent the activation of such a signalling.  
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Figure 2. VD reduced the proliferation of HLFs in a VDR-dependent manner. (A, B) IPF 

and control HLFs were treated with vehicle (EtOH) or 3-100 nM VD in absence (A) or presence 

of 50 ng/mL PDGF-BB (B) for 96 h. (C) IPF HLFs were transfected with control siRNA 

(scramble) or VDR-siRNA (siVDR) for 24 h, and then treated with EtOH or 100 nM VD in the 

absence or presence of 50 ng/mL PDGF-BB for 96 h. The proliferation was determined by 

Incucyte® quantification of fluorescent stained cells with acquisition every 8 h. The 

proliferation index was calculated by arbitrarily setting the first cell number acquisition at 1. In 

the right panel (C), the dashed line represents the basal proliferation index for cells treated with 

EtOH in the absence of PDGF-BB. Results are expressed as means ± SEM of 8 (A) and 6 (B,C) 

independent experiments. Significant differences were determined by a repeated ANOVA 

followed by Dunnett’s multiple comparisons t-test (A, B) or by a paired t-test (C). 
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3.3.VD altered the cell cycle of IPF HLFs and inhibited the expression cyclin/cdk 

partners.  

We then investigated the effects of VD on the cell cycle of basal and PDGF-BB-stimulated IPF 

HLFs. As shown in Figure 3A and 3B, a 48 h-treatment with 100 nM VD significantly increased 

the percentage of non-stimulated IPF HLFs arrested in G0/G1, while it numerically decreased 

the percentage of cells in the S and G2/M phases. Cell stimulation with PDGF-BB significantly 

decreased the percentage of cells in the G0/G1 phase and increased those of cells detected in 

the S and G2/M phases. As observed for basal IPF HLFs, VD specifically enhanced the 

percentage of PDGF-BB-activated cells arrested in the G0/G1 phase.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. VD altered the cell cycle distribution in IPF HLFs. Cells were treated with vehicle 

(EtOH) or 100 nM VD for 1 h, and then left untreated or stimulated with 50 ng/mL PDGF-BB 

for 48 h. Cells were washed, fixed and stained with propidium iodide to analyse the cell cycle 

by flow cytometry. (A) Representative graphs saved during flow cytometry analysis. (B) Data 

for each cell cycle phase were expressed as percentages of total IPF HLFs. Results are expressed 

as means ± SEM of 8 independent experiments. Significant differences were determined by 

paired t-tests. 
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To further specify the mechanism controlling the inhibition of cell proliferation, we next 

determined if VD could alter the expression of cell cycle regulatory proteins. Figure 4 shows 

that 100 nM VD significantly decreased the basal expression of cyclin D1 and cyclin A. In 

addition, it reduced the expression of cyclins A, B1, D1 and E induced by PDGF-BB in IPF 

HLFs. It also limited expression of the cyclin partners Cdk1, Cdk2 and Cdk4 in these activated 

cells (Figure 4B). 

Figure 4. VD altered the protein expression of cyclins and cyclin-dependent kinases in IPF 

HLFs. Cells were treated with vehicle (EtOH) or 100 nM VD in the absence or presence of 50 

ng/mL PDGF-BB for 48 h. (A) Representative Western blot showing the expression of cell 

cycle-related proteins in IPF HLFs. (B) Protein expression was quantified by densitometry and 

normalized to GAPDH. Basal protein expressions measured in cells treated with EtOH (dashed 

lines) were arbitrarily set at 1. Results are expressed as means ± SEM of 8 independent 

experiments. Significant differences were determined by paired t-tests. 

 

3.4.VD did not prevent the migration of HLFs induced by PDGF-BB.  

Besides proliferation, the migration of HLFs also promotes the formation of pulmonary 

fibroblastic loci. As expected, PDGF-BB increased the migration of IPF HLFs stimulated for 

24 h (Figure S2). However, co-treatment with 100 nM VD did not prevent this cell migration. 
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3.5.VD slightly reduced the TGF-β1-induced differentiation of HLFs.  

TGF-β plays a key role in the development of pulmonary fibrosis by inducing the differentiation 

of fibroblasts into myofibroblasts. These cells express major pro-fibrotic genes controlling the 

synthesis of contractile actin microfilaments containing -SMA and the production of ECM 

such as fibronectin and collagen 1 [27]. In this next set of our experiments, we thus determined 

if VD could prevent the differentiation of pulmonary myofibroblasts by altering the mRNA and 

protein expression of various pro-fibrotic genes. Figures 5A-B show that VD did not modify 

the basal mRNA expression in IPF HLFs whatever the gene tested. In contrast, 100 nM VD 

slightly but significantly reduced the ACTA2 mRNA level and the -SMA protein expression 

in cells stimulated with TGF-1 for 24 h (Figures 5C-D). Similarly, 100 nM VD also slightly 

reduced the expression of the ACTA2 gene at mRNA and protein levels in control HLFs (Figure 

S3). We next determined if VD could limit the ACTA2 gene expression by interfering with the 

phosphorylation of SMAD2 and SMAD3, which mediate most TGF-β1 effects. Figure 5E and 

S3C indicates that 100 nM VD did not significantly reduce the phosphorylation of SMAD2 and 

SMAD3 in IPF and control HLFs, respectively. 
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Figure 5. VD reduced ACTA2 mRNA levels and -SMA protein expression in IPF HLFs. 

Cells were treated with vehicle (EtOH) or 100 nM VD in the absence (A, B) or presence (C-E) 

of 1 ng/mL TGF- β1 for 24 h. (A, C) Relative ACTA2, COL1A1, COL1A2 and FN1 mRNA 

levels were measured by quantitative RT-PCR and normalized to ribosomal 18S RNA. The 

mRNA levels measured in cells treated with EtOH were arbitrarily set at 1. (B, D, E) 

Representative Western blot showing the expression of -SMA, Fibronectin, collagen I and 

phospho-SMAD2/3 in IPF HLFs (left panels). Protein expressions were quantified by 

densitometry and normalized to GAPDH (bar plots). Basal protein expressions measured in 

cells treated with EtOH (dashed lines) were arbitrarily set at 1. Results are expressed as means 

± SEM of 4-6 independent experiments. Significant differences were determined by a repeated 

ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison t-tests. 

 

3.6. VD inhibited the TGF-β1-induced glycolytic metabolism in IPF HLFs.  

Recently, glycolytic reprogramming has been associated with the differentiation of 

myofibroblast and has emerged as a targetable pathway in IPF [28]. To examine the ability of 

VD to prevent this stimulation of the glycolytic metabolism in HLFs, we evaluated its effects 

on mitochondrial and glycolysis-related respiration using a Seahorse extracellular flux analyser. 

TGF-β1 increased mitochondrial respiration assessed by OCR consumption (Figure 6A). 

Particularly, the Figure 6B shows that TGF-1 significantly enhanced the basal mitochondrial 

respiration, thereby emphasizing an increased oxidative phosphorylation capacity, and OCR-

related ATP production. VD reduced, although not significantly, these effects. In addition, 

TGF-β1 increased the basal acidification rate (ECAR) and VD blocked this induction (Figure 

6C). The metabolic profile (Figure 6D) indicates that TGF-1 promoted an energetic phenotype 

in HLFs that was in part prevented by VD.  
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Figure 6. VD prevented the basal extracellular acidification induced by TGF-β1 in IPF 
HLFs. Cells were treated with vehicle (EtOH) or 100 nVD, in the absence or presence of TGF-

1 (TGF), for 24 h before analyzing of the cell metabolism by Seahorse technology. (A) 

Representative graph of oxygen consumption rate (OCR) by IPF HLFs using a Seahorse® XF 

Cell Mito Stress kit. (B) mitochondrial basal respiration and OCR-related ATP production were 

quantified after injection of oligomycin, FCCP, rotenone and antimycin A in the system. (C) 

The basal extracellular acidification was determined by measuring the extracellular 

acidification rate (ECAR). (D) The cell energy phenotype profile determined by the 

simultaneous measurement of OCR and ECAR values is shown. Results are expressed as means 

± SEM of 5 independent experiments. Significant differences were determined by paired t-tests. 

 

We next specified the impact of VD on the glycolytic metabolism using the Seahorse XF 

Glycolysis Stress. Figure 7A shows that TGF-1 increased ECAR in the absence and presence 

of glucose. TGF-1 significantly stimulated glycolysis, glycolytic capacity and glycolytic 

reserve (Figure 7B). 100 nM VD did not affect the basal aerobic glycolysis of HLFs but totally 

inhibited the glycolytic shift induced by TFG-1 (Figure 7B). Genetic invalidation of VDR 
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expression blocked the inhibitory effects of VD on the glycolytic function in HLFs stimulated 

with TGF-1 (Figure 7C). TGF-1 also enhanced, although not significantly, the glycolytic 

functions in control HLFs (Figure S4). As observed with IPF HLFs, VD seems to reduce the 

basal glycolysis, glycolytic capacity and glycolytic reserve in control HLFs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. VD inhibited the glycolysis induced by TGF-1 in IPF HLFs. Cells were treated 

with vehicle (EtOH) or 100 nM VD, in the absence or absence of 5 ng/mL TGF-β1 (TGF) for 

24 h, before analysis of glycolysis by Seahorse technology. (A) Representative graph of 

extracellular acidification rate (ECAR) from IPF HLF culture media using a Seahorse® XF 

Glycolysis Stress Test kit. (B) The glycolytic metabolism was determined after injection of 

glucose, oligomycin and 2-DG in the system. (C) Cells were transfected with control siRNA 

(scramble) or VDR-siRNA (siVDR) for 24 h, and then treated with EtOH or 100 nM VD, in 

the absence or presence of TGF-β1 for 24 h, before the analysis of the glycolytic metabolism. 

Results are expressed as means ± SEM of 5 independent experiments. Significant differences 

were determined by paired t-tests. 
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The secretion of lactate, produced by the reduction of pyruvate, contributes to the increase of 

ECAR when the glycolytic function is stimulated. Figure 8A indicates that TGF-1 

significantly increased the concentration of lactate in cell culture media. In addition, it induced 

the expression of the LDHA gene (Figure 8B) and stimulated the LDH activity in IPF HLFs 

(Figure 8C). 100 nM VD significantly reduced the secretion of lactate from IPF HFLs. It also 

limited the induction of both LDHA mRNA level and LDH activity in HLFs stimulated with 

TGF-1. 

 

 

 

 

 

 

Figure 8. VD reduced lactate secretion, LDHA mRNA levels and intracellular LDH 

activity in IPF HLFs. Cells were treated with vehicle (EtOH) or 100 nM VD in the absence or 

presence of 5 ng/mL TGF-β1 (TGF) for 24 h. Extracellular lactate concentrations (A) and LDH 

activity (C) were measured as described in the materials and methods section. (B) LDHA 

mRNA levels were measured by quantitative RT-PCR and normalized to ribosomal 18S RNA. 

The mRNA levels measured in cells treated with EtOH (dashed line) were arbitrarily set at 1. 

Results are expressed as means ± SEM of 4 (A) or 8 (B, C) independent experiments. 

Significant differences were determined by paired t-tests. 
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4. Discussion 

Our study demonstrates for the first time that VD inhibited major profibrotic processes in 

primary HLFs isolated from IPF and control lung parenchyma, likely through a VDR-dependent 

signalling. 

We first reported that VDR was functional in HLFs as its genetic deletion totally blocked the 

induction of CYP24A1 mRNA levels in cells exposed to VD.  CYP24A1 is one of the main 

target genes of VD that controls its oxidation and subsequent elimination [29]. In addition, we 

found that IPF and control HLFs similarly expressed VDR, which thus suggests that the VDR 

signalling may not be altered in pulmonary fibroblasts isolated from patients with IPF. This 

result contrasts with a recent report showing that VDR expression was negatively correlated 

with the development of liver fibrosis in patients suffering from chronic hepatitis B virus 

infection [30].   

We next showed that increasing doses of VD significantly inhibited the basal and PDGF-BB-

stimulated proliferation. PDGF-BB, that is frequently overexpressed in lung parenchyma of IPF 

patients, enhances the proliferation of lung fibroblasts and promotes their accumulation in 

pathologic foci [26]. Pharmacological inhibition of PDGFR reduced the induction of lung 

fibrosis in different mice models thereby strengthening a role for PDGF in the development of 

IPF [31,32]. These negative effects of VD on HLF proliferation were associated with a 

significant alteration of the cell cycle. Indeed, VD increased the percentage of HLFs arrested in 

G0/G1 and limited the expression of various cyclins and CDK controlling the cell cycle 

progression. Particularly, VD reduced the expression of cyclin D1, known to promote the 

G0/G1 transition. These mechanisms likely contribute to the antiproliferative of VD since 

previous reports showed that the hormone also inhibited the proliferation of various cell lines 

by arresting the cell cycle in the G0/G1 phase and by reducing cyclin and cdk expressions [33–

35]. Our results further indicate that VD could not prevent the PDGF-induced proliferation of 
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HLFs by inhibiting the canonical PDGFR signalling since it did not prevent the activation of 

ERK, which markedly contributes to the growth of lung fibroblasts [36]. In contrast, we can 

hypothesize that VD inhibited cell growth by directly reducing cell cycle gene expression 

through a VDR-dependent mechanism, since the genetic deletion of its receptor blocked its 

effects. Additional investigations are however required to determine whether VD could 

stimulate the binding of VDR to specific responsive elements in genes controlling the 

expression of cyclin/CDK proteins. 

In addition, our results demonstrated that VD slightly reduced the differentiation of HLFs into 

myofibroblasts. These cells play a major role in the development of lung fibrosis by the 

production of -SMA-containing contractile filaments and extracellular matrix, which 

contributes to lung stiffness [26]. VD significantly, although slightly, prevented the increase in 

ACTA2 mRNA and -SMA protein levels in both control and IPF HLFs. In addition, it had no 

effect on the expression of collagen 1 and fibronectin induced by TGF-1. These latter results 

were unexpected since VD blocked the expression of major pro-fibrosis genes like ACTA2, 

COL1A1, COL1A2, and FN1 induced by TGF-1 in various murine models and diverse cell 

lines [12–15,19,20]. These discordant results are likely due to the inability of VD to inhibit the 

TGF-1/SMAD signalling in HLFs. To stimulate fibroblast differentiation, TGF-1 activates 

the transcription factors SMAD2/3, their translocation into nuclei and their subsequent binding 

to the specific DNA-binding elements present on several profibrotic genes such as ACTA2 and 

COL1A1 [37]. VD-bound VDR can physically interact with phosphorylated SMAD2/3 and 

block their binding on various gene promoters in TGF-1-stimulated fibroblasts [13,38]. VD 

can also inhibit the phosphorylation of SMAD2/3 induced by TGF-1 [39]. We did not 

investigate if VD could block the binding of activated SMAD2/3 on their cognate responsive 

element in HLFs. However, we show that the hormone had very limited effects on the 

phosphorylation of the two SMAD proteins in HLFs. VD was thus unlikely to inhibit the 



24 

 

binding of VDR on SMAD proteins. This result might explain why VD could not actively 

prevent the differentiation of myofibroblasts induced by TGF-1. It may be hypothesized that 

concentrations of VD higher than 100 nM may be required to block the TGF-1 signalling in 

these cells. Nevertheless, it should be noted that µM concentrations of vitamin D, and this 

metabolite, are hardly reached in humans supplemented with the hormone [40]. 

Finally, our results demonstrate that VD prevented the induction of aerobic glycolysis in 

myofibroblasts likely via VDR-dependent signalling. The stimulation of aerobic glycolysis has 

been identified in several pulmonary cells of patients with IPF, including alveolar epithelial 

cells, macrophages and fibroblasts [41]. This metabolic reprogramming is increasingly 

described as an essential mechanism promoting the development of IPF [41]. Indeed, in vitro, 

inhibitors of 6-phophofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase, that prevent the metabolic 

reprogramming induced by TGF-1 in HLFs, reduce the profibrotic effects of TGF-1[6,42]. 

In vivo inhibition of glycolysis also attenuates bleomycin-induced pulmonary fibrosis [6,42]. 

Aerobic glycolysis appears to promote the differentiation of myofibroblasts first by stimulating 

-SMA expression [6]. Our results are concordant with this mechanism although we found that 

VD almost totally blocked the increase in aerobic glycolysis while it only slightly decreased 

the expression of -SMA in TGF-1-stimulated HLFs. In addition, glycolysis leads to the 

ultimate production of lactic acid by the LDH-dependent reduction of pyruvic acid. Different 

studied have reported that lactic acid concentrations could be elevated in lung parenchyma and 

bronchoalveolar lavages in patients with IPF [7,43]. The secretion of lactic acid, notably 

through specific transporters, favours a decrease in the extracellular pH, with secondary 

increases in the activation of latent TGF-β [7]. Interestingly, our findings demonstrate that VD 

significantly reduced LDH expression, LDH activity and lactic acid production. It may thus be 

hypothesized that VD could limit the formation of active TGF- by preventing extracellular 

acidification due to the secretion of lactic acid. Additional experiments are however required to 
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determine if VD may reduce the acidification in the lung microenvironment and block the loop 

of profibrotic response linked to glycolysis in patients with IPF. 

In conclusion, the present study indicates that, in vitro, VD could prevent major profibrotic 

parameters in HLFs, including the metabolic reprogramming. Taking into account these results, 

and the ability of VD to prevent lung fibrosis in vivo in experimental models, it may be 

interesting in future to determine if a supplementation with vitamin D could contribute to limit 

the decline in lung function in patients with IPF. 
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Supplementary figures 

 

Figure S1. Vitamin D (VD) did not alter the PDGF-BB canonical pathway in IPF HLFs. 

Cells were treated with vehicle (EtOH) or 3-100 nM VD for 1 h, and then left quiescent or 

stimulated with 25 ng/mL PDGF-BB for 10 min. A representative Western blot showing the 

phosphorylation of PDGFR, ERK and AKT in IPF HLFs is shown in the left panel. Protein 

expressions in cells treated in the absence or presence of 100 nM VD were quantified by 

densitometry and normalized to GAPDH. The basal protein expressions measured in cells 

treated EtOH were arbitrarily set at 1. Results are expressed with means ± SEM of 4 

independent experiments. Significant differences were determined by paired t-test. 
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Figure S2. VD did not alter the migration of IPF HLFs induced by PDGF-BB. HLFs were 

treated with vehicle (EtOH) or 100 nM VD for 24 h in the absence or presence of 25 ng/ml 

PDGF-BB used as a chemoattractant to induce cell migration. Results are expressed as means 

± SEM of 5 independent experiments. Significant differences were determined paired t-tests. 
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Figure S3. VD reduced the ACTA2 mRNA and the -SMA levels induced by TGF-1 in 

control HLFs. Cells were treated with vehicle (EtOH) or 100 nM VD for 1 h and then 

stimulated with 1 ng/mL TGF- β1 for 24 h (A, B) or for 10 min (C). (A) Relative ACTA2, 

COL1A1, COL1A2 and FN1 mRNA levels were measured by quantitative RT-PCR and 

normalized to ribosomal 18S RNA. The mRNA levels measured in cells treated with EtOH 

were arbitrarily set at 1. (B, C) Representative Western blot showing the expression of -SMA, 

Fibronectin, collagen I (B) and phospho-SMAD2/3 (C) in control HLFs (left panels). Protein 

expressions were quantified by densitometry and normalized to GAPDH (bar plots). Basal 

protein expressions measured in cells treated with EtOH (dashed lines) were arbitrarily set at 1. 

Results are expressed as means ± SEM of 6 independent experiments. Significant differences 

were determined by paired t-tests. 
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Figure S4. VD numerically reduced the glycolysis induced by TGF-1 in control HLFs. 

Cells were treated with vehicle (EtOH) or 100 nM VD, in the absence or absence of 5 ng/mL 

TGF-β1 (TGF) for 24 h, before analysis of glycolysis by Seahorse technology. (A) 

Representative graph of extracellular acidification rate (ECAR) from control HLF using a 

Seahorse® XF Glycolysis Stress Test kit. (B) The glycolytic metabolism was determined after 

injection of glucose, oligomycin and 2-DG in the system. Results are expressed as means ± 

SEM of 4 independent experiments. Significant differences were determined by paired t-tests. 
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Titre : Anti-fibrotic effects of nintedanib on lung fibroblasts derived from patients with 

Progressive Fibrosing Interstitial Lung Diseases (PF-ILDs). 

 

Contexte : Le nintedanib a récemment été autorisé pour le traitement des PID qui manifestent 

un phénotype de fibrose progressive autre que la FPI (Flaherty et al., 2019; Raghu et al., 2022). 

Bien que l’effet anti-fibrosant du nintedanib ait été validé in vitro sur le phénotype de 

fibroblastes pulmonaires humains isolés de patients atteints de FPI, il n’a jamais été validé sur 

des fibroblastes isolés de patients présentant d’autres PID fibrosantes progressives.  

Objectif : Pour mieux comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires qui déterminent 

l’efficacité clinique du nintedanib sur des PID fibrosantes progressives non-IPF, des fibroblastes 

isolés de pneumopathie d’hypersensibilité (N=7), de sarcoïdose (N=5) ou de FEPP (N=4) ont été 

traités avec du nintedanib (10 nM – 1 µM) puis stimulés avec du PDGF-BB (25-50 ng/mL) ou du 

TGF-β1 (1 ng/ml) pendant 24 à 72h pour évaluer leur différenciation, leur migration et leur 

prolifération. 

Résultats principaux : À des concentrations nanomolaires, le nintedanib réduit les niveaux de 

phosphorylation du récepteur du PDGF et de ERK1/2 pour ainsi diminuer la migration et la 

prolifération de tous les types de fibroblastes. Le nintedanib atténue également la 

différenciation myofibroblastique mais seulement à la concentration maximale de 1 µM, en 

diminuant la phosphorylation de SMAD2/3 et l’expression du collagène, de la fibronectine et 

de α-SMA induite par le TGF-β1 chez tous les types de fibroblastes.  

Conclusion : Cet article démontre que le nintedanib contrecarre les fonctions fibrosantes 

fondamentales de fibroblastes de PID fibrosantes progressives non-FPI, ce qui contribue 

probablement aux bénéfices cliniques que ce médicament apporte chez les patients présentant 

ces pathologies.  
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drug reduced the phosphorylation of SMAD2/3 and decreased the induction of
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Dear editor, 

 We wish to submit the research article entitled “Anti-fibrotic effects of nintedanib on lung 

fibroblasts derived from patients with Progressive Fibrosing Interstitial Lung Diseases (PF-

ILDs)” for consideration by Pulmonary Pharmacology & Therapeutics. 

 The tyrosine kinase inhibitor nintedanib has been used for the treatment of idiopathic 

pulmonary fibrosis (IPF) for several years. More recently, based on the results of clinical studies, this 

drug has also been approved for the treatment of other Interstitial Lung Diseases (ILDs) that manifest 

a progressive fibrosis phenotype (PF-ILDs). The molecular basis of the clinical effects of nintedanib 

on patients with non-IPF PF-ILD remain however to be studied.  

 In this research article, we demonstrated that nintedanib counteracts fundamental fibrosing 

functions of primary human lung fibroblasts (HLFs) derived from patients with PF-hypersensitivity 

pneumonitis, PF-sarcoidosis and pleuroparenchymal fibroelastosis. At nanomolar concentrations, 

nintedanib blocked PDGF-BB-signaling pathways and prevented PGGF-BB-induced proliferation and 

migration. Nintedanib also diminished TGF-β1-induced fibroblast to myofibroblasts transition. 

Altogether, our findings support that nintedanib may slow down the decline in the lung function in 

most patients with PF-ILDs, at least in part by inhibiting the profibrosing properties of HLFs. 

We confirm that all authors have approved the manuscript for submission. This work is original 

and has not been published elsewhere. The manuscript is not currently under consideration for 

publication elsewhere. 

Thank you for your consideration of this manuscript.  

 

Sincerely,         Audrey Joannes 
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Abstract  36 

The tyrosine kinase inhibitor nintedanib has been recently approved for the treatment of 37 

Interstitial Lung Diseases (ILDs) that manifest a progressive fibrosis phenotype other than 38 

Idiopathic pulmonary Fibrosis (IPF). 39 

Nintedanib reduces the development of lung fibrosis in various animal models resembling 40 

features of PF-ILD and in vitro, it inhibits the fibrosing phenotype of human lung fibroblasts 41 

(HLFs) isolated from patients with IPF. To get insight on the cellular and molecular 42 

mechanisms that drive the clinical efficiency of nintedanib in patients with non-IPF PF-ILD, 43 

we investigated its effects on the fibrosing functions of HLFs derived from patients with PF-44 

hypersensitivity pneumonitis (PF-HP, n=7), PF-sarcoidosis (n=5) and pleuroparenchymal 45 

fibroelastosis (PPFE, n=4).  46 

HLFs were treated with nintedanib (10 nM-1 µM) and then stimulated with PDGF-BB (25-47 

50 ng/ml) or TGF-β1 (1 ng/ml) for 24 to 72 hours to assess proliferation and migration or 48 

differentiation. 49 

At nanomolar concentrations, nintedanib reduced the levels of PDGF receptor and ERK1/2 50 

phosphorylation, the proliferation and the migration of PF-HP, PF-sarcoidosis and PPFE HLFs 51 

stimulated with PDGF-BB. Moreover, nintedanib also attenuates the myofibroblastic 52 

differentiation driven by TGF-β1 but only when it is used at 1 µM. The drug reduced the 53 

phosphorylation of SMAD2/3 and decreased the induction of collagen, fibronectin and α-54 

smooth muscle actin expression induced by TGF-β1. 55 

In conclusion, our results demonstrate that nintedanib counteracts fundamental fibrosing 56 

functions of lung fibroblasts derived from patients with PF-HP, PF-sarcoidosis and PPFE, at 57 

concentrations previously reported to inhibit control and IPF HLFs. Such effects may contribute 58 

to its clinical benefit in patients suffering from these irreversible ILDs. 59 

 60 
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 61 

Highlights:  62 

Nintedanib blocks PDGF-BB-induced signalling of PF-ILD HLFs. 63 

Nintedanib inhibits PDGF-BB-induced proliferation of PF-ILD HLFs  64 

Nintedanib prevents PDGF-BB-induced migration of PF-ILD HLFs  65 

Nintedanib diminishes TGF-β1-induced differentiation of PF-ILD HLFs 66 

Keywords (6): PPF, primary human lung fibroblasts, nintedanib, proliferation, migration, 67 

differentiation. 68 

 69 
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1. Introduction 71 

Interstitial lung diseases (ILDs) are defined as a large and heterogeneous group of 72 

parenchymal pulmonary disorders of various etiologies characterized by diffuse damages in the 73 

lung parenchyma [1,2]. Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF), the best described ILD, is a 74 

progressive fibrosing ILD (PF-ILD) associated with a high rate of mortality. A proportion of 75 

patients with non-IPF ILD can also develop a progressive fibrosing phenotype that leads to 76 

decline in lung function, quality of life worsening and early mortality [3]. These ILDs notably 77 

include idiopathic non-specific interstitial pneumonia (NSIP), unclassifiable idiopathic 78 

interstitial pneumonia, connective-tissue disease ILDs, chronic sarcoidosis, fibrosing 79 

hypersensitivity pneumonitis (HP), asbestosis, silicosis or pleuroparenchymal fibroelastosis 80 

(PPFE). The estimated prevalence of non-IPF PF-ILD ranges from 6.9 (Europe) to 70.3 (United 81 

States) per 100 000 persons and the estimated incidence from 2.1 (Europe) to 32.6 (United 82 

States) per 100 000 persons per years [4]. It is estimated that around 30% of all ILDs will evolve 83 

toward PF-ILD [5,6]. 84 

The development of pulmonary fibrosis in non-IPF ILD is probably the consequence of 85 

chronic injuries to lung endothelial cells or epithelial alveolar cells associated with immune 86 

stimulation or autoimmunity. The repeated damages to alveolar tissues lead to the migration 87 

and proliferation of lung fibroblasts and their differentiation into myofibroblasts in fibroblastic 88 

foci [2,7]. Pulmonary tissue then acquires a fibrosis phenotype, characterized by self-89 

progression and activation loops that contribute to the accumulation of extracellular matrix 90 

(ECM) and end-stage lung remodeling.  91 

Nintedanib is a tyrosine kinase inhibitor that has been used for several years in the treatment 92 

of IPF. Recently, nintedanib has also been approved in EU, US and many other countries for 93 

the treatment of patients that develop other PF-ILD [8,9]. The randomized, double-blind 94 

placebo-controlled INBUILD® study, which assessed the efficacy and safety of nintedanib, 95 
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demonstrated that the drug slows the progression of several non-IPF PF-ILDs, established by 96 

the annual rate of decline in forced vital capacity (FVC). Nintedanib likely reduces the 97 

development of IPF by interfering with key functions of lung fibroblasts. Indeed, in vitro, 98 

nintedanib inhibits the migration and proliferation of human lung fibroblasts (HLFs) isolated 99 

from patients with IPF by competitively blocking the ATP-binding pocket in various tyrosine 100 

kinase receptors including the platelet-derived growth factor receptor (PDGFR), the fibroblast 101 

growth factor receptor and the vascular endothelial growth factor receptor [10]. However, 102 

besides IPF, the effects of nintedanib on the functions of lung fibroblasts isolated from patients 103 

suffering from other PF-ILD remain largely unknown.  104 

In order to demonstrate the pharmacological activity of nintedanib on non-IPF HLFs, we 105 

investigated in the present study the in vitro drug effects on the pro-fibrosing functions of HLFs 106 

isolated from ILD patients with PF-HP, PF-sarcoidosis and PPFE. 107 

  108 
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2. Materials and Methods 109 

2.1 Primary cultures of HLFs 110 

PF-HP (median age 58 year; range 46.23-66.91 years) (4 females, 3 males), PF-sarcoidosis 111 

(median age 57 year; range 36.57-68.05 years) (2 females, 3 males), PPFE (median age 52.85 112 

year; range 29.5-72.53 years) ( 3 females, 1 male) and IPF (median age 66.94 year; range 56.72-113 

76.06 years) lung samples were isolated from patients undergoing open lung biopsy using the 114 

explant method [11]. PF-ILD patients were required to meet at least one of the following criteria 115 

for progression of their ILD within 24 months, a relative decline in the FVC of at least 10% of 116 

the predicted value, a relative decline FVC of 5% to less than 10% of the predicted value and 117 

worsening of respiratory symptoms or an increased extent of fibrosis on high-resolution CT, or 118 

worsening of respiratory symptoms and an increased extent of fibrosis [2,3]. IPF (2 females, 7 119 

males) were diagnosed according to the ATS/ERS/JRS/ALAT criteria, including 120 

histopathological features of usual interstitial pneumonia [12,13]. Control samples (median age 121 

64.14 year; range 59.09-71.29 year, males) were from lung cancer patients undergoing 122 

lobectomy or pneumonectomy, away from the tumor. The absence of tumor tissue in control 123 

samples was verified histologically. This study was approved by the local ethics committee 124 

(Ethics Committee CHU Rennes, n° 16.123). Written informed consent was obtained from all 125 

subjects. Cell morphology was checked by phase contrast microscopy. All experiments were 126 

performed in accordance with relevant guidelines and regulations.  127 

2.2 Cell culture and treatments 128 

HLFs derived from patients with PF-HP (n=7), PF-sarcoidosis (n=5) and PPFE (n=4) were 129 

cultured in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco™, Life Technologies, 130 

Courtaboeuf, France) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS) (Eurobio scientific, Evry, 131 

France), antibiotic-antimycotic solution (Gibco™, Life Technologies) and L-glutamine used at 132 

passages 5 and 6. Nintedanib was provided by Boehringer Ingelheim Pharma GmbH (Biberach, 133 
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Germany). To analyze mRNA and protein expressions, HLFs were seeded for 24 h in 6-well 134 

plates, and then starved in FCS-free DMEM for 16 h. To study cell growth, HLFs were serum-135 

starved for 16 h, cultured in DMEM containing 1 % FCS and 0.01-0.3 μM nintedanib (NTD) 136 

for 3 h, and finally stimulated with PDGF-BB (50 ng/ml) (R&D Systems, Bio-Techne, Lille, 137 

France) for a further 72 h. To analyze the TGF-β1-induced myofibroblastic differentiation, 138 

serum-starved HLFs were pretreated with nintedanib (0.01-1 µM) for 3 h and then stimulated 139 

with TGF-β1 (1 ng/ml; Preprotech, Neuilly-sur-Seine, France) for 24 h.  140 

2.3 Proliferation 141 

After nintedanib and PDGF-BB treatments, cells were dissociated with trypsin, centrifuged 142 

(1500g, 5 min) and resuspended in DMEM containing 10 % FCS. Proliferation was assessed 143 

with the acridine orange/propidium iodide staining (Logos Biosystems, Villeneuve d’Ascq, 144 

France) and an automated fluorescence cell counter (Luna™, Logos Biosystems). The dye 145 

causes viable nucleated cells to fluoresce green and nonviable nucleated cells to fluoresce red. 146 

After cell counting, the relative cell proliferation was calculated by dividing the number of 147 

viable cells exposed to nintedanib +/- PDGF-BB by the number of viable untreated cells 148 

arbitrarily set at 1. 149 

2.4 Migration assay 150 

HLF migration was assessed in a modified Boyden chamber assay, using a ThinCert® 151 

permeable support (6.5 mm, 8 μm) (Greiner Bio-One, Kremsmünster, Austria) coated with 152 

fibronectin (0.1 μg/ml) (Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France). The medium in the 153 

upper compartment (DMEM-0%FCS) contained 0.01-0.3µM nintedanib and the medium in the 154 

lower compartment contained (DMEM-1%FCS) 25 ng/ml PDGF-BB. Cells were incubated for 155 

16 h at 37°C, fixed in 70 % ethanol, and labelled with DAPI. Migration was assessed by 156 

counting the number of cells on the lower surface of the filters. The relative cell migration was 157 
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defined by dividing the number of migrating cells stimulated with PDGF-BB by the number of 158 

migrating cells left untreated and arbitrarily set at 1. 159 

2.5 Protein analysis 160 

HLFs were lysed in ice-cold RIPA buffer containing cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail 161 

(Roche, Sigma-Aldrich) and phosphatase inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich). Proteins were 162 

separated by electrophoresis on 10 % Tris-glycine SDS polyacrylamide gels and transferred to 163 

nitrocellulose membranes (pore size: 0.2 μm, Invitrogen). Free binding sites were blocked by 164 

incubation in 5 % milk or bovine serum albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, 165 

France) for 2 h at room temperature. Membranes were then incubated with the appropriate 166 

primary human antibody (Ab) overnight at 4°C. The primary Abs were anti-α-smooth muscle 167 

actin (-SMA) (clone 1A4, Sigma-Aldrich), anti-collagen I (Southern Biotechnology 168 

Associates, Birmingham, AL), anti-GAPDH (mab90009-P, Covalab, Bron, France). Anti-169 

phospho p44/42 MAPK (197G2), anti-p44/42 MAPK (9101), anti-phospho SMAD2 (3104), 170 

anti-SMAD2 (D43B4), anti-phospho SMAD3 (C25A9), anti-SMAD3 (C67H9), anti-phospho 171 

PDGF receptor (PDGFR) β (3161) and anti-PDGFR (28E1) Abs were from Cell Signaling 172 

Technology (Massachusetts, USA). Digital images were acquired on a gel imaging system 173 

(Chemi doc, BIO-RAD Laboratories, Marnes-La-Coquette, France) equipped with a CCD 174 

camera. Western blots were quantified by densitometry using Image Lab™ software (BIO-175 

RAD) and normalized to GAPDH. The relative protein expression in HLFs was determined by 176 

arbitrarily setting at 1 the protein expression measured in untreated cells.  177 

2.6 RNA isolation and RT-PCR assays 178 

Total RNAs were extracted using the mRNA extraction kit from Macherey Nagel (Hoerdt, 179 

France) according to the manufacturer’s instructions. RNA concentrations were measured by 180 

spectrofluorimetry using a NanoDrop 1000 (Thermo Fisher scientific, Saint-Herblain, France). 181 
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Then mRNA were reverse transcribed using the High-Capacity cDNA Reverse Transcription 182 

kit (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific). Quantitative PCR (polymerase chain 183 

reaction) was performed using the SYBR Green methodology on a CFX384 Real-Time PCR 184 

System (Bio-Rad Laboratories) in duplicates. All the primers were provided by Sigma-Aldrich 185 

(KiCqStart™ SYBR® Green Primers, St. Quentin Fallavier, France). The specificity of gene 186 

amplification was checked at the end of PCR using the comparative cycle threshold method 187 

(CFX Manager Software). The mean Cq values were used to normalize the target mRNA 188 

concentrations to those of the 18S ribosomal protein by the 2 (−ΔΔCq) method. The mRNA levels 189 

were expressed relatively to those measured in unstimulated HLFs, arbitrarily set at 1. 190 

2.7 Statistical analysis 191 

All results are presented as means ± standard errors of mean (SEM) of the indicated numbers 192 

of independent biological experiments performed with cell cultures deriving from different 193 

patients. Statistical analyses were performed with Prism 8.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA). 194 

Significant differences were determined by ANOVA followed by the Dunnett’s Multiple 195 

comparison t-test (* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001). 196 

  197 
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3. Results 198 

3.1 Nintedanib blocked PDGF-BB-induced signaling of PF-HP, PF-sarcoidosis and 199 

PPFE primary HLFs.  200 

PDGF-BB modulates cell functions, notably in lung fibroblasts, by stimulating the PDGFR 201 

which, in turn, controls the activation of the ERK1/2 signaling pathway [14]. Our results show 202 

that PDGF-BB increased the level of phosphorylation of the PDGFR and ERK1/2 in PF-HP 203 

(Fig. 1A-B), PF-sarcoidosis (Fig. 1C-D), PPFE (Fig. 1E-F), IPF and control (Supplementary 204 

Fig. 1) HLFs. To explore the effects of nintedanib on the PDGFR signaling pathway in PF-ILD 205 

HLFs, cells were first treated for 3 h with 10 nM-300 nM nintedanib and then stimulated for 10 206 

min with PDGF-BB. The drug decreased in a concentration-dependent manner the PDGF-BB-207 

induced phosphorylation of PDGFR and ERK in PF-HP (Fig. 1 A-B) and PF-sarcoidosis (Fig. 208 

1 C-D) HLFs, as well as in IPF and control HLFs (Supplementary Fig. 1 A-D). Its effects were 209 

significant from 10-30 nM and maximal at 300 nM. In PPFE HLFs, nintedanid also reduced 210 

PDGFR and ERK phosphorylation but this effect was only significant at 300 nM. 211 

3.2 Nintedanib inhibited PDGF-BB-induced proliferation of PF-HP, PF-sarcoidosis 212 

and PPFE HLFs.  213 

Fibroblast proliferation is an important step of self-sustaining fibrosis that likely promotes 214 

the formation of pulmonary fibroblastic foci [15] in the lungs of patients suffering from IPF or 215 

non-IPF PF-ILD [2,7]. We thus explored the potential of nintedanib to block cell proliferation 216 

induced by PDGF-BB, a potent mitogenic cytokine. HLFs were incubated for 3 h with 217 

nintedanib and then stimulated with PDGF-BB for the next 72 h. As expected, PDGF-BB 218 

increased the proliferation of PF-ILD HLFs (Fig. 2 A, B, C), IPF and control HLFs 219 

(Supplemental Fig. 1 E, G). Nintedanib significantly and dose-dependently reduced the PGDF-220 

BB-induced proliferation of PF-HP, PF-sarcoidosis and PPFE HLFs. At 100 nM, nintedanib 221 

totally inhibited the proliferation of all PF-ILD HLFs.  222 
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3.3 Nintedanib prevented PDGF-BB-induced migration of PF-HP, PF-sarcoidosis and 223 

PPFE HLFs. 224 

The migratory cell dynamic is another important function involved in the formation of 225 

fibroblastic foci and self-sustaining fibrosis [15,16]. Besides proliferation, PDGF-BB also 226 

promotes cell migration through its chemoattractant properties. Figure 3 shows that PDGF-BB 227 

significantly increased the migration of the different PF-ILD HLFs. Nintedanib significantly 228 

decreased, in a concentration-dependent manner, the migration of PF-HP, PF-sarcoidosis and 229 

PPFE stimulated with PDGF-BB. Significant inhibition started at 30 nM and reduction close to 230 

baseline was reached at 300 nM. Similarly, the drug strongly reduced the migration of IPF and 231 

control HLFs cultured with PDGF-BB (Supplemental Fig. 1 F, H). 232 

3.4 Nintedanib diminished TGF-β1-induced fibroblast to myofibroblast transition of 233 

PF-HP, PF-sarcoidosis and PPFE HLFs.  234 

The canonical TGF-β signaling pathway, mediated by the signal transducers and 235 

transcriptional modulators SMAD2 and SMAD3, drives the production of myogenic markers 236 

linked to myofibroblast differentiation. This signaling pathway controls fibrogenesis by 237 

regulating the production of ECM and the development of contractile actin stress fibers. In 238 

order to study the effects of nintedanib on the fibroblast to myofibroblast transition, PF-HP, PF-239 

sarcoidosis and PPFE HLFs were treated with the drug for 3 h and then stimulated with TGF-240 

β1 for the next 24 hours. Figure 4 shows that TGF-β1 induced the phosphorylation of SMAD2 241 

and SMAD3 proteins in all three PF-ILD HLFs (Fig. 4). The cytokine also strongly increased 242 

the production of the myofibroblastic markers fibronectin, collagen-1 (COL1) and smooth-243 

muscle actin-SMA), at both mRNA (Fig. 5) and protein levels (Fig. 6). In these conditions, 244 

nintedanib weakly reduced the phosphorylation of SMAD 2/3 in PF-ILD HLFs. Its effects were 245 

only significant when nintedanib was used at its highest concentration (1 µM) (Fig. 4). 246 

Similarly, nintedanib poorly limited the expression of the different myofibroblastic markers, at 247 
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both mRNA and protein levels in non-IPF HLFs (Figures 5 and 6), as well as in IPF and control 248 

HLFs (Supplementary Fig. 2). Nintedanib significantly reduced the FIBRONECTIN, COL1A1 249 

and ACTA2 mRNA levels in PF-HP and PPFE HLFs, mainly at its highest concentration (1 250 

µM), and it only prevented the FIBRONECTIN gene expression in PF-sarcoidosis HLFs.  In 251 

addition, 1 µM nintedanib prevented the expression of fibronectin, COL1 and α-SMA in PF-252 

HP HLFs (Fig. 6).  At this concentration, the drug also significantly reduced α-SMA protein 253 

levels in PF-sarcoidosis and PPFE HLFs.  However, nintedanib had no significant effect on 254 

COL1 levels in these two cell types. As expected, high drug concentrations significantly 255 

prevented protein expression of the three myofibroblastic markers in IPF and control HLFs 256 

(Supplemental Fig. 2 C-D and G-H). 257 

 258 

4. Discussion 259 

Our study demonstrates for the first time that the tyrosine kinase inhibitor nintedanib, used 260 

in vitro at pharmacologically relevant concentrations, reduced the proliferation, migration and 261 

differentiation of primary HLFs derived from progressive fibrosing (PF)-HP, PF-sarcoidosis 262 

and PPFE HLFs. 263 

Several reports have previously shown that nintedanib could modulate different signalling 264 

pathways and pro-fibrotic functions in HLFs isolated from patients with IPF [17–19] or with 265 

systemic sclerosis-associated ILD (SSc-ILD) [20]. The present results show that nintedanib also 266 

exerts potent in vitro antifibrotic effects on HLFs deriving from patients with three other ILDs 267 

that could be associated with a progressive fibrosing phenotype, i.e fibrosing HP, sarcoidosis 268 

and PPFE. As described in IPF HLFs, nintedanib strongly inhibited the PDGFR-dependent 269 

signaling pathways in the three types of HLFs [19]. Our results suggest that low drug 270 

concentrations (30-100 nM) significantly and similarly prevented the proliferation and 271 

migration of PF-HP, PF-sarcoidosis and PPFE HLF stimulated with PDGF-BB. Moreover, 272 
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these concentrations are equivalent to those inhibiting the proliferation and migration of IPF-273 

HLFs [19] and SSc-ILD HLFs [20]. Consequently, nintedanib seems to be equally active to 274 

block PDGF effects in IPF and non-IPF HLFs. 275 

In addition, we demonstrated that nintedanib partially blocked the switch of fibroblasts to 276 

myofibroblasts induced by TGF-β1 in PF-HP, PF-sarcoidosis and PPFE HLFs. During this step, 277 

HLFs gain the expression of contractile and ECM proteins. Specifically, the production of α-278 

SMA allows the contraction of myofibroblasts and contributes to the matrix stiffening [21]. 279 

Nintedanib significantly reduced the TGF-β1-induced expression of α-SMA in the three PF-280 

ILD HLFs, but its effects were more potent in PF-HP HLF. In addition, we show that nintedanib 281 

specifically reduced COL1 expression in PF-HP HLFs. The production and secretion of 282 

collagen is another critical event conferring the stiffness of fibrotic lung tissues. In viable 283 

precision-cut lung slices from bleomycin-treated rats and IPF patients, nintedanib modulates 284 

type III collagen turnover [22]. In IPF HLFs, nintedanib also inhibited COL1 fibril formation 285 

and altered the appearance of collagen fibril bundles [23]. As reported for IPF [17,18] and SSc-286 

ILD HLFs [20], our results clearly show that the concentrations of nintedanib required to block 287 

the myofibroblast differentiation are higher than those preventing proliferation and migration 288 

of HLFs. Indeed, COL1 and α-SMA expressions were only significantly reduced in HLFs 289 

treated with 1 µM nintedanib. The reasons why different ranges of concentrations of nintedanib 290 

are necessary to prevent the proliferation and migration of HLFs on the one hand and the 291 

differentiation of HLFs on the other hand remain still unclear since the half maximal inhibitory 292 

concentrations of nintedanib for the PDGFR and TGF-1 receptor tyrosine kinases are very 293 

similar [24,25].  294 

It was recently discussed that the fibrotic process controlling the development of non-IPF 295 

PF-ILD may be similar to those involved in the progression of IPF [2,7,26,27]. Different recent 296 

reports are in agreement with this hypothesis. In fibrotic HP, a single-cell transcriptional 297 
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analysis had identified a subpopulation of fibroblasts with a high expression of ACTA2 or 298 

COL1A1 [28]. In fibrotic lung tissues of patients with sarcoidosis, gene and protein expressions 299 

in fibroblastic foci were quite similar to those detected in patients with IPF [29]. PPFE, a very 300 

rare subtype of interstitial pneumonia [30] is also characterized by the development of an elastic 301 

fibre-rich fibrosis in pulmonary parenchyma. The fact that nintedanib similarly inhibited major 302 

fibroblastic functions in IPF and other PF-ILD HLFs also supports a common mechanism of 303 

fibrogenesis in these heterogeneous fibrotic ILDs. Finally, our results suggest that nintedanib 304 

may prevent the decline in lung function in most PF-ILDs, including PPFE, by inhibiting the 305 

main functions of HLFs [31]. 306 

5. Conclusion 307 

In conclusion, we found that nintedanib, used at pharmacologically relevant concentrations, 308 

counteracts in vitro key fibrotic functions of lung fibroblasts isolated from patients with PF-309 

HP, PF-sarcoidosis and PPFE. These cellular and molecular effects are likely to contribute to 310 

its clinical benefit in patients suffering from these irreversible ILDs. 311 

 312 

  313 

  314 
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10. Figure Legends 471 

Figure 1. Nintedanib blocked the PDGFR signalling pathway in PF-HP, PF-sarcoidosis 472 

and PPFE HLFs.  473 

PF-HP (n=7), PF-sarcoidosis (n=5) and PPFE (n=4) HLFs were treated with 0.01-0.3 µM 474 

nintedanib for 3 h and then stimulated with 25 ng/ml PDGF-BB for 10 min. A,C,E. 475 

Representative Western blots showing the phosphorylation of PDGF receptor and ERK. B, D, 476 

F. Proteins were quantified by densitometry and then normalized to GAPDH. The fold change 477 

in the levels of phosphorylated proteins found in stimulated cells was compared to the levels of 478 

phosphorylated proteins measured in untreated cells, arbitrarily set at 1. Results are expressed 479 

as means ± SEM of 4-7 independent experiments. Significant differences were determined by 480 

ANOVA followed by the Dunnett’s multiple comparison t-test (* p<0.05; ** p<0.01; *** 481 

p<0.001). NTD: nintedanib 482 

Figure 2. Nintedanib blocked the proliferation of PF-HP, PF-sarcoidosis and PPFE HLFs 483 

stimulated with PDGF-BB. 484 

PF-HP (n=7) (A), PF- sarcoidosis (n=5) (B) and PPFE (n=4) (C) HLFs were treated with 485 

0.01-0.3 µM nintedanib for 3 h and then stimulated with 50 ng/ml PDGF-BB for 72 h. Cell 486 

proliferation was determined by the fluorescent acridine orange/propidium iodide staining and 487 

automated fluorescence cell counting. The relative cell proliferation was calculated by dividing 488 

the number of viable cells treated with nintedanib +/- PDGF-BB by the number of viable 489 

untreated cells, which was arbitrarily set at 1. All results are expressed as means ± SEM of 4-7 490 

independent experiments. Significant differences were determined by ANOVA followed by the 491 

Dunnett’s multiple comparison t-test (* p<0.05,** p<0.01,*** p<0.001). NTD: nintedanib 492 

 493 

Figure 3. Nintedanib decreased the PDGF-BB-induced migration of PF HP, sarcoidosis 494 

and PPFE HLFs.  495 
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PF-HP (n=7) (A), PF-sarcoidosis (n=5) (B) and PPFE (n=4) (C) HLFs were treated with 0.01-496 

0.3 µM nintedanib for 24 h along with 25 ng/ml PDGF-BB, used as a chemoattractant to induce 497 

cell migration. The relative cell migration was calculated by dividing the number of migrating 498 

cells treated with nintedanib +/- PDGF-BB by the number of untreated migrating cells, 499 

arbitrarily set at 1. Values are expressed as means ± SEM of 4-7 independent experiments. 500 

Significant differences were determined by ANOVA followed by the Dunnett’s multiple 501 

comparison t-test (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001). 502 

Figure 4. Nintedanib attenuated the phosphorylation of SMAD2/3 induced by TGF-β1 in 503 

PF-HP, PF-sarcoidosis and PPFE HLFs.  504 

PF-HP (n=7), PF-sarcoidosis (n=5) and PPFE (n=4) HLFs were treated with 0.01-1 µM 505 

nintedanib for 3 h and then stimulated with 1 ng/ml TGF-β1 for 30 min. A, C, E. Representative 506 

Western blots showing the phosphorylation of SMAD2 and SMAD3. B, D, F. Proteins were 507 

quantified by densitometry and then normalized to the GAPDH. The fold change in the levels 508 

of phosphorylated proteins found in stimulated cells was determined by arbitrarily setting at 1 509 

the levels of phosphorylated proteins measured in untreated cells. Results are expressed as 510 

means ± SEM of 4-7 independent experiments. Significant differences were determined by 511 

ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison t-test (* p<0.05, ** p<0.01, * p<0.001). 512 

NTD: nintedanib 513 

Figure 5. Nintedanib decreased the mRNA levels of myofibroblastic markers in PF-HP, 514 

PF-sarcoidosis and PPFE HLFs stimulated with TGF-β1. 515 

PF-HP (n=7), PF-sarcoidosis (n=5) and PPFE (n=4) HLFs were treated with 0.01-1 µM 516 

nintedanib for 3 h and then stimulated with 1 ng/ml TGF-β1 for 24 h. A, B, C. Relative 517 

FIBRONECTIN, COL1A1 and ACTA2 mRNA levels were measured by quantitative RT-PCR 518 

and normalized to endogenous ribosomal 18S mRNA levels. Data are expressed relatively to 519 

the mRNA levels founds in unstimulated HLFs, arbitrarily set at 1. Results are expressed as 520 
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means ± SEM of 4-7 independent experiments. Significant differences were determined by 521 

ANOVA followed by Dunnett’s Multiple comparison t-test (* p<0.05, ** p<0.01, *** 522 

p<0.001). NTD: nintedanib 523 

Figure 6. Nintedanib decreased the TGF-β1-induced differentiation of PF-HP, PF-524 

sarcoidosis and PPFE HLFs. 525 

PF-HP (n=7), PF-sarcoidosis (n=6) and PPFE (n=4) HLFs were treated with 0.01-1 µM NTD 526 

for 3 h and then stimulated with 1 ng/ml TGF-β1 for 24 h. A, C, E. Representative Western 527 

blots of Fibronectin (FN), collagen-1 (COL1) and α-SMA. B, D, F. Protein levels were 528 

quantified by densitometry and normalized to the GAPDH levels. The fold change in protein 529 

expression in stimulated cells was determined by arbitrarily setting at 1 the protein expression 530 

measured in untreated cells. Results are expressed as means ± SEM of 4-7 independent 531 

experiments. Significant differences were determined by ANOVA followed by the Dunnett’s 532 

multiple comparison t-test (* p<0.05; ** p<0.01). NTD: nintedanib 533 
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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Supplemental Figure 1. Nintedanib inhibited the PDGFR signalling pathway, the 

proliferation and the migration of IPF and control HLFs stimulated with PDGF-BB. 

A,C. Representative Western blots showing the phosphorylation of PDGFR and ERK in IPF  

(n=4) and control (n=4) HLFs treated with 0.01-0.3 µM nintedanib for 3 h and then stimulated 

with 25 ng/ml PDGF-BB for 10 min. B, D. Protein levels were quantified by densitometry and 

then normalized to GAPDH levels. The fold change in the levels of phosphorylated proteins 

found in stimulated cells was compared to that measured in untreated cells, arbitrarily set at 1. 

E,G. For proliferation analysis, IPF (n=6) and control (n=6) HLFs were treated with 0.01-0.3 

µM nintedanib for 3 h and then stimulated with 50 ng/ml PDGF-BB for 72 h. The proliferation 

was determined by fluorescent acridine orange/propidium iodide staining and automated 

fluorescence cell counting. The relative cell proliferation was calculated by dividing the number 

of viable cells treated with nintedanib +/- PDGF-BB by the number of viable untreated cells, 

which was arbitrarily set at 1. F, H. The migration of IPF (n=9) and control (n=4) HLFs was 

analysed using a modified-Boyden chamber assay. Cells were treated with 0.01-1 µM 

nintedanib for 24 h along with 25 ng/ml PDGF-BB used as a chemoattractant to induce cell 

migration. The relative cell migration was calculated by dividing the number of migrating cells 

treated with nintedanib +/- PDGF-BB by the number of untreated migrating cells, arbitrarily set 

at 1. Results are expressed as means ± SEM of 4-9 independent experiments. Significant 

differences were determined by ANOVA followed by the Dunnett’s multiple comparison t-test 

(* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001). NTD: nintedanib 

Supplemental Figure. 2. Nintedanib attenuated the phosphorylation of SMAD2/3 and the 

expression of myofibroblastic markers in IPF and control HLFs stimulated with TGF-β1. 

A, C, E, G. IPF (n=4) and control (n=4) HLFs were treated with 0.01-1 µM nintedanib for 3 h 

and stimulated with 1 ng/ml TGF-β1 for 30 min (A, E) or 24 h (C, G). Representative Western 

blots showing the phosphorylation of SMAD2 and SMAD3 (A, E), fibronectin (FN), collagen 



I (COL1) and α-SMA (C, G). B, D, F, H. Protein levels were quantified by densitometry and 

normalized to the GAPDH levels. The fold change in protein expression in stimulated cells was 

determined relatively to the protein expression measured in untreated cells, arbitrarily set at 1. 

Results are expressed as means ± SEM of 4 independent experiments. Significant differences 

were determined ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison t-test (* p<0.05; ** 

p<0.01, *** p<0.001). NTD: nintedanib 
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Titre : Étude in vitro des effets de la vitamine D sur le phénotype des fibroblastes pulmonaires       
humains dans un contexte de pneumopathie interstitielle diffuse. 

        Mots clés : Fibrose pulmonaire idiopathique, vitamine D, fibroblastes, prolifération, différenciation, métabolisme 

Résumé : La fibrose pulmonaire idiopathique 
(FPI) est une maladie pulmonaire chronique et 
irréversible caractérisée par un déclin 
progressif des fonctions respiratoires. 
L'approche thérapeutique actuelle ralentit 
mais n'arrête pas la progression de la 
maladie. Récemment, il a été démontré que la 
vitamine D (VD) réduit le développement de la 
fibrose pulmonaire dans des modèles murins 
et que la carence en VD peut être associée au 
déclin des fonctions respiratoires des patients 
atteints de FPI. Au cours de cette thèse, nous 
avons démontré pour la première fois qu'in 

vitro, la VD bloque des fonctions fibrosantes 
fondamentales des fibroblastes pulmonaires 
humains primaires dérivés de patients atteints 
de FPI. À des concentrations 
physiologiquement atteignables, la VD 
diminue la prolifération basale comme induite 
par le PDGF-BB. Bien que la VD n’ait impacté 
que partiellement la  

différenciation induite par le TGF-β1, elle a 
fortement inhibé l’altération glycolytique 
induite par le TGF-β1. Des études récentes 
suggèrent que la reprogrammation 
glycolytique des fibroblastes peut participer 
à la progression de la FPI et que cibler ce 
cette voie pourrait être efficace dans le 
traitement des maladies fibrotiques. Enfin, 
nous avons démontré que les effets 
protecteurs de la VD sont probablement 
médiés par l’activation de son récepteur 
nucléaire. Dans l'ensemble, nos résultats 
démontrent que de faibles concentrations de 
VD réduisent, in vitro, les fonctions pro-
fibrotiques des fibroblastes pulmonaires 
humains, et suggèrent qu’une 
supplémentation des patients atteints de FPI 
en VD pourrait être étudiée à l'avenir pour 
confirmer ses avantages thérapeutiques 
dans la gestion de la fibrose pulmonaire 
chez l'homme. 

Title : In vitro study of the effects of vitamin D on phenotype of human lung fibroblasts in diffuse     
interstitial lung disease.  

            Keywords : Idiopathic pulmonary fibrosis, Vitamin D, fibroblasts, proliferation, differentiation, metabolism 

Abstract: Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) 
is a chronic, irreversible lung disease 
characterized by a progressive decline in 
respiratory function. Current therapeutic 
approaches slow but do not halt disease 
progression. Recently, it has been shown that 
vitamin D (VD) reduces the development of 
pulmonary fibrosis in mouse models, and that 
VD deficiency may be associated with 
respiratory function decline in patients with 
IPF. In this thesis, we demonstrated for the 
first time that, in vitro, VD blocks fundamental 
fibrosing functions in primary human lung 
fibroblasts derived from IPF patients. At 
physiologically reachable concentrations, VD 
decreases basal and induced proliferation by 
PDGF-BB. 

While VD only partially impacted TGF-β1-
induced differentiation, it strongly inhibited 
TGF-β1-induced glycolytic alteration. 
Recent studies suggest that the glycolytic 
reprogramming of fibroblasts may be 
involved in the progression of IPF, and that 
targeting this pathway could be effective in 
the treatment of fibrotic diseases. We 
demonstrated that such protective effects of 
VD are probably mediated by the activation 
of its nuclear receptor. Overall, our results 
demonstrate that low concentrations of VD 
reduce, in vitro, the pro-fibrotic functions of 
human lung fibroblasts, and suggest that 
VD supplementation of IPF patients could 
be studied in the future to confirm its 
therapeutic benefits in the management of 
pulmonary fibrosis in humans. 

 


