m !nserm

La science pour la santé
From science to health

Thése de doctorat
de I'Université Sorbonne Paris Cité
Préparée a I’'Université de Paris
Ecole doctorale BIOSORBONNE PARIS CITE (ED562)

Département de Biologie Cellulaire et Moléculaire, Physiologie et Physiopathologie

Unité INSERM U1152-Physiopathologie et épidémiologie des maladies respiratoires
Equipe 3 Inflammation et Fibrogénése pulmonaire

IMPLICATION DE FGF9 ET DE FGF19 DANS LA
FIBROSE PULMONAIRE IDIOPATHIQUE

Par Aurélien Justet

These de doctorat de Physiologie et Physiopathologie’

Dirigée par le Pr Bruno Crestani et le Dr Arnaud Mailleux

Présentée et soutenue publiqguement a Paris le 9 Mars 2020

Rapporteur : Pr Thomas Geiser, Universitat Bern

Rapporteur : Pr Laurent Plantier, Université de Tours
Examinateur : Pr Carole Planés, Université Paris 13
Examinateur : Dr Myriam Bernaudin, Université de Normandie
Examinateur : Dr Legeai Mallet, Université de Paris

Directeur de thése : Pr Bruno Crestani , Université de Paris

Co-directeurs de thése :Dr Arnaud Mailleux, Université de Paris

GROUPE
PASTEUR

FRM

FONDATION
RECHERCHE

MUTUALITE




Titre : Implication de FGF9 et de FGF19 dans la Fibrose Pulmonaire Idiopathique

La Fibrose Pulmonaire Idiopathique (FPI) est une pathologie pulmonaire chronique,
progressive, irréversible et mortelle pour laquelle les options thérapeutiques restent
aujourd’hui limitées. |l existe une réactivation anormale des voies impliquées dans le
développement pulmonaire dont la famille des Fibroblast growth factors (FGF). Celle-ci induit
des communications anormales entre les cellules mésothéliales, les cellules épithéliales
alvéolaires et les fibroblastes pulmonaires qui sont des acteurs clés de la fibrogénése
pulmonaire.

Ainsi, il a été observé une réexpression de FGF9 dans la plévre de patients atteints de FPI
dont l'action demeure inconnue. D’autres membres de cette famille n’ont jamais été étudiés.
Le FGF19 est un FGF a action endocrine qui a montré des propriétés anti fibrosantes au
niveau hépatique mais son action au niveau pulmonaire reste a évaluer.

Nos travaux montrent pour la premiére fois qu’il existe une dérégulation de I'expression de
FGF9 et de FGF19 au cours de la FPI. In vivo, le FGF9 prévient le remodelage pleural induit
par un adénovirus contréle. In vitro, FGF9 prévient la différenciation myofibroblastique des
cellules mésothéliales via le récepteur FGFR3. La surexpression de FGF19 prévient le
développement de la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine ou une surexpression de
TGFp in vivo chez la souris. In vitro, nous avons démontré que FGF19 prévenait la
différenciation myofibroblastique en inhibant la phosphorylation de JNK et prévenait
I'apoptose des cellules épithéliales alvéolaire en diminuant I'expression de la protéine pro
apoptotique Bim.

L’ensemble de ces données suggérent que FGF9 et FGF19 sont impliqués dans la
physiopathologie de la FPI et pourraient constituer des cibles thérapeutiques innovantes

Mots clefs: Fibrose Pulmonaire Idiopathique (FPI), Fibroblast Growth Factor 9 (FGF9),
Fibroblast Growth Factor 19 (FGF19)

Title: Implication of FGF9 and FGF19 in Idiopahic Pulmonary Fibrosis

Idiopathic Pulmonary Fibrosis (IPF) is a chronic, progressive, irreversible and fatal pulmonary
pathology for which the therapeutic options remain limited today. There is an abnormal
reactivation of the pathways involved in lung development including the family of Fibroblast
growth factors (FGF). This induces abnormal communications between the mesothelial cells,
the alveolar epithelial cells and the pulmonary fibroblasts which are key players in pulmonary
fibrogenesis.

Thus, a re-expression of FGF9 has been observed in the pleura of patients with IPF but its
action remains unknown. Other members of this family have never been studied. FGF19 is
an endocrine FGF, it has shown anti-fibrotic properties in the liver but its action in the lungs
remains to be evaluated.

Our work shows for the first time that there is a deregulation of the expression of FGF9 and
FGF19 during IPF. In vivo, FGF9 prevents pleural remodeling induced by a control
adenovirus. In vitro, FGF9 prevents myofibroblastic differentiation of mesothelial cells via the
receptor FGFR3. Overexpression of FGF19 prevents the development of bleomycin-induced
murine pulmonary fibrosis or overexpression of TGF. In vitro, we have demonstrated that
FGF19 prevents myofibroblastic differentiation by inhibiting the JNK pathway and prevents
apoptosis of alveolar epithelial cells by decreasing the expression of the pro apototic protein
Bim.

Altogether, these data suggest that FGF9 and FGF19 are involved in the pathophysiology of
IPF and could constitute innovative therapeutic targets

Keywords: Idiopathic Pulmonary Fibrosis, Fibroblast Growth Factor 9 (FGF9),
Fibroblast Growth Factor 19 (FGF19)
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AVANT-PROPOS

La Fibrose Pulmonaire Idiopathique (FPI) est une pathologie pulmonaire
progressive, irréversible et mortelle. Deux traitements médicaux sont aujourd’hui
disponibles, qui permettent de ralentir la progression de la FPI sans la stopper. De
fait, une meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques menant a
I'excés de fibroprolifération et au défaut de réparation représente un enjeu majeur
pour l'identification de nouvelles cibles thérapeutiques dans cette pathologie.

La FPI commence dans les zones sous pleurales avant de s’étendre vers le
centre du poumon. Elle serait la conséquence d’agressions répétées de I'épithélium
alvéolaire conduisant a la différenciation des fibroblastes pulmonaires et de cellules
mésothéliales en myofibroblastes. Ces cellules sont responsables d'une
accumulation de protéines de la matrice extra cellulaires et du remodelage de
I'architecture pulmonaire.

Il existe au cours de ce processus une réactivation des voies impliquées dans
le développement pulmonaire, et en particulier la famille des Fibroblast Growth
Factor (FGF). Les membres de cette famille peuvent avoir une action paracrine ou
endocrine. L’'implication des FGF paracrines dans la modulation du phénotype des
fibroblastes a été particulierement étudiée au cours des dix derniéres années.
Plusieurs récepteurs de cette famille sont d’ailleurs des cibles du nintedanib, un des
traitements validés dans la FPIl. En revanche, peu de données existent concernant
'action des FGF paracrines sur le phénotype des cellules mésothéliales ou
I'implication des FGFs endocrine dans la FPI.

L’'objectif de ce travail est double. Dans une premiére partie nous avons
déterminé l'effet du FGF9 sur le phénotype des cellules mésothéliales. Dans une
deuxiéme partie étudié et caractérisé les effets d’'un FGF endocrine, le FGF19, lors

de la fibrogénése pulmonaire.
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INTRODUCTION
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La réparation tissulaire est un phénoméne homéostatique finement régulé
impliquant l'interaction de nombreux acteurs cellulaires qui peut aboutir a une
réparation anarchique, une fibrose potentiellement progressive et irréversible
(Figure1). Ce phénoméne peut toucher de nombreux organes comme le foie, le
coeur, la peau mais également le poumon. La fibrogénése serait a 'origine d’environ

45% des décés dans le monde (1).

A. B.
dommage tissulaire fibrose du tissu lésé
S = \
s ol-p-‘--"“ . réparation tissulaire -t e
o . MEC S
activation plaguettaire et T
formation d'un caillot de fibrine /
L e
A T — e
MMPs 2zl d ti lai
facteurs de Groissances (TGFpB) ommage‘ ISSUtalne
chimiokines remodelage persistant
Wammation

prolifération

w23

= _:___~,;_-:_:; =
‘,'.‘.“‘. vt/ o
é: "
=/ ¥ g

e 'f_’\,"‘"

cellule épithéliales *- macrophage . lymphocyte B

& plaguette ©3 neutrophile . lymphocyte T

. fibroblaste Ly ¢osinophile % myofibroblaste

Figure 1 : Réparation normale du tissu Iésé suite a une Iésion ou initiation d’'une
fibrose tissulaire

A. Dans le tissu sain, un dommage tissulaire et I'interruption de la barriére épithéliale et/ou
endothéliale aboutissent a 'activation de la cascade de la coagulation pour permettre la coagulation et
I'hémostase. Les plaquettes activées s’agreégent pour former un caillot initial et dégranulent leur
contenant cellulaire, afin de stimuler localement I'activation des facteurs de la coagulation. Elles
relarguent également des molécules de signalisation qui initient la phase inflammatoire de la
réparation, en favorisant la vasodilatation, 'augmentation de la perméabilité des capillaires et le
recrutement de cellules inflammatoires. La cascade anti-fibrinolytique mise en place permet la
formation d’un caillot initial et la production d’'une MEC provisoire. Les cellules épithéliales lésées, les
macrophages et les polynucléaires neutrophiles recrutés sécrétent des cytokines, chimiokines et
facteurs de croissance qui induisent le recrutement de fibroblastes. Les fibroblastes activés produisent
et sécretent des protéines matricielles. Enfin, les cellules épithéliales/endothéliales se divisent et
migrent sur la MEC provisoire, afin de régénérer le tissu [ésé. B. Quand le dommage tissulaire
persiste, comme dans la FPI, des anomalies de réparation et une inflammation chronique participe a
'accumulation excessive de MEC, résultant en une lésion fibrotique permanente. Adapté de Pottier et
al. (2).MEC, matrice extracellulaire ; MMPs, métalloprotéases matricielles ; TGF-(, transforming
growth factor-f3.

Au niveau pulmonaire, celle-ci se caractérise par une accumulation de

protéines de la matrice extracellulaire dans l'interstitium pulmonaire composé des
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cloisons inter alvéolaires, des septa inter lobulaires, du tissu péri-broncho vasculaire
et sous pleural. Cette infiltration est a 'origine d’'un remodelage de I'architecture
pulmonaire associé a une destruction de I'espace alvéolaire et conduit a une
insuffisance respiratoire chronique mortelle. La fibrose peut étre présente d’emblée
ou constituer I'évolution ultime des pneumopathies interstitielles diffuses (PID).

Ces pathologies sont classées en fonction de leur étiologie : exogéne comme
dans le cadre des pneumopathies d’hypersensibilité, des pneumopathies
interstitielles médicamenteuses ou professionnelles. Dans d’autre cas, la PID peut
étre la manifestation d’'une maladie systémique telle qu’une sclérodermie, une
sarcoidose ou d’une lymphangioleiomyomatose. Enfin aprés un bilan exhaustif, elle
peut étre reconnue d’origine inconnue et étre alors qualifiee d’idiopathique. Les PID
idiopathiques regroupe un groupe hétérogéne de pathologie, partageant des
présentations et pronostics différents.

Dans ce travail, nous nous intéressons a la plus fréquente des PID

idiopathiques, la Fibrose Pulmonaire Idiopathique (FPI).

Tableau 1 : Classification étiologique des PID selon I’American Thoracic

Society/European Respiratory Society, d’apres (3)

PID
I T T 1
Cause connue PID
sdi PID - . )
Médicaments, . o articuliéeres:
(connectivites, idiopathiques Granulomatoses part eéres
PHS...) LAM, Hx, Amylose...
I 1 1 | 1
Liées au
EPI PINS tabac Formes rares
Formes aigues ioli ;
- Pneumopathie o roptoe mves Pneumopathie
Fibrose interstitielles Pneumopathie n‘;umo e interstitielle
Pulmonaire non spécifique Organisée pintersti?ielle lymphocytaire
Idiopathique Cryptogénetique ) Fibro Elastose Pleuro
Pneumopathie Pneumopathie Pulmonaire

interstitielle

interstitielle aigue desquamative

PID, pneumopathie interstitielles diffuses; FPIl; Fibrose Pulmonaire Idiopathique; PINS,

Pneumopathies interstitielle non spécifique ; DIP : Pneumopathie interstitielle desquamative ;
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1. La Fibrose Pulmonaire Idiopathique

La FPI est une pathologie rare, progressive et mortelle (4), touchant
préférentiellement les hommes de plus de 55 ans et conduit au déces dansles 3a 5
ans au diagnostic pour 1 patient sur 2.

Malgré les avancées majeures réalisées au cours des dix derniéres années
dans la compréhension de cette pathologie, la transplantation pulmonaire demeure,
a I'heure actuelle, le seul traitement curatif (5) mais qui reste associé a une forte
morbi-mortalité (6). La recherche, 'identification et le développement de nouvelles
options thérapeutiques est donc indispensable dans le domaine de la fibrogénése

pulmonaire.
1.1 Caractéristiques cliniques et présentation de la FPI

1.1.1 Epidémiologie

Bien qu’étant considérée comme une maladie rare, la FPI est la premiere
cause de pneumopathie interstitielle idiopathique (7). Elle touche environ 5 millions
de personne dans le monde dont 80 000 a 110000 patients en Europe (8). En France
la prévalence de la maladie est estimée a 11 pour 100000 et son incidence annuelle
est de 2,76 pour 100000 (9), (10). Il est important de noter que sa fréquence
augmente avec I'age puisque son incidence serait de 400 pour 100000 patients chez
les plus de 65 ans (11). Cette pathologie touche préférentiellement les hommes.
Enfin, il existe un lien épidémiologique entre la FPI et le syndrome métabolique, trés
prévalent au cours de celle-ci. En effet, la prévalence du diabéte de type 2 est
doublée voire quadruplée dans cette population (12). Ces patients ont d’ailleurs 2 a 3
fois plus de risques de développer une pathologie cardiovasculaire (12), (13).

1.1.2 Diagnostic de la FPI

Le diagnostic de FPI repose sur la mise en évidence d'un pattern radiologique ou
anatomopathologique de pneumopathie interstitiele commune (PIC) associé a la

réalisation d’un bilan étiologique exhaustif sans cause pouvant expliquer la PID (14).
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* Clinique

La FPI est une pathologie insidieuse et progressive caractérisée par un retard de
2 ans entre les premiers symptdmes ressentis par le patient (toux séche, dyspnée
d’effort) et le diagnostic (15). Ce retard peut s’expliquer par 'absence de spécificité
des symptdmes et la pauvreté de I'examen clinique notamment au début de la
maladie. Les principaux signes cliniques retrouvés sont des anomalies auscultatoires
a type de crépitants fins et secs situés aux bases qui sont constantes (16). Un
hippocratisme digital, peut étre observé chez 50% des patients et n’est pas
spécifique de cette pathologie (16).

* Radiologie

Le scanner thoracique, réalisé en inspiration profonde tient une place centrale
dans le diagnostic de FPI. Les anomalies radiologiques rencontrées sont regroupées
en un aspect de pneumopathie interstitielle commune (PIC). Les anomalies les plus
frequemment rencontrées dans ce contexte incluent des opacités en rayon de miel,
des bronchectasies par traction, des réticulations et des zones de verre dépoli
(Figure 2). Cependant, il existe une hétérogénéité dans la présentation radiologique
de la maladie, et 30% environ des patients atteints de FPI se présentent avec un
scanner d’aspect indéterminé (14).
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Figure 2 : Scanner thoracique non injecté haute résolution : Pattern de

Pneumopathie interstitielle commune

Les panels A, B, CD correspondent a différent niveaux de coupe. Les anomalies rencontrées sur ce
scanner incluent des Iésions de rayon de miel (fleche verte avec grossissement sur la zone d’intérét,
panel A), des bronchectasies de traction (Etoile blanche, panel B et C), des réticulations et enfin des
zones de verre dépoli (zone entourée par rond bleu en pointillé, panel C et D). Données issues du
service de Pneumologie A de I'hépital Bichat.

Caractéristiques anatomopathologiques

En cas d’incertitude diagnostique apres interprétation du scanner, une biopsie

pulmonaire chirurgicale peut étre réalisée afin de confirmer le diagnostic (14)

Le pattern anatomopathologique de pneumopathie interstitielle commune (PIC)

associe (Figure 3) :

1.

Une destruction de l'architecture pulmonaire avec une fibrose dense avec
présence de rayon de miel

Une distribution des Iésions de fibrose prédominante dans les zones sous
pleurales et para septales

L’alternance de zones de poumon sain et de fibrose définissant le front de
progression de la maladie

La présence de foyers fibroblastiques
L’absence d’autre diagnostic possible
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Figure 3 : Coupes histologiques d’un poumon de patient atteint de FPI

A. Marquage éosine hématoxyline, de coupes pulmonaires atteints de FPI, l'illustrant I'alternance de
zone saine (B) et pathologiques. A la jonction entre les deux existent des zones actives de
fibrogénése, les foyers fibroblastiques (C, D). E. Immunodétection d’un foyer fibroblastique par I'anti
corps anti SMA, traduisant la différenciation des fibroblastes pulmonaires en myofibroblastes. F
Immunodétection des cellules épithéliales alvéolaires de type Il hypertrophiques par I'anti corps. G.
Isotype contréle de I'anti corps pro SPC, I'astérisque pointe des Pl hypertrophiques. Données issues
du laboratoire et du service d’anatomopathologie de I'hdpital Bichat Claude Bernard

FPI : Fibrose Pulmonaire Idiopathique, SP-C protéine C du surfactant

Outre l'apport diagnostique, I'étude des anomalies anatomo-pathologiques éclairent
les mécanismes physiopathologiques de la FPl. Le motif de PIC associe un
remodelage de I'architecture pulmonaire liée a une accumulation de protéines de la
matrice extra cellulaire, une prolifération anormale des fibroblastes pulmonaires et

des lésions de I'épithélium alvéolaire (17).

* Le remodelage de I’architecture pulmonaire et les anomalies épithéliales

A faible grossissement, une des caractéristiques de la FPI est I'alternance de
tissus pulmonaire sain et fibreux. Il existe une augmentation du nombre de
fibroblastes pulmonaires et des dépéts de protéines matricielles dans le secteur
interstitiel. Bien que les anomalies mésenchymateuses soient au premier plan,
I'épithélium alvéolaire est altéré dans la FPI (Figure 3) (18). En effet, il existe une

diminution du nombre de pneumocytes de type | (Pl) associé a une rupture de
l'intégrité de leurs membranes basales. Les pneumocytes de type Il (Pll) sont quant
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a eux fréquemment hyperplasiques, et présentent une morphologie de cellules
épithéliales bronchiolaires dans le poumon distal (Figure 3). Cet aspect n’est pas
spécifique de la FPI mais peut également étre rencontré de fagon transitoire dans un
poumon en cours de réparation. A linverse, dans la FPI ces anomalies sont
progressives et irréversibles aboutissant notamment a la disparition de I'espace
alvéolaire suite a I'extension de la fibrose (19).

* Les foyers fibroblastiques, lésions centrales de la fibrogénése

L’extension de la fibrose pulmonaire est médiée par des entités qui sont
localisées au niveau de linterface zone saine - zone pathologique, les foyers
fibroblastiques (20). Ces derniers sont considérés comme des sites actifs de
fibrogénése (19). lls sont composés d’un ensemble trés dense de fibroblaste, de
myofibroblastes et de tissus cicatriciels. En outre, ils sont frequemment localisés a
proximité d’un épithélium alvéolaire hypertrophique et ou apoptotique (Figure 3). Ces
lésions récentes et actives jouxtent parfois des zones fibrotiques plus anciennes
caractérisées par un parenchyme tres fibreux formé d’espace kystique aérien rempli
de mucus et délimité par un épithélium alvéolaire de morphologie anormale

fréquemment bronchiolisé (21).

Le remodelage de l'architecture pulmonaire et la destruction des espaces
alvéolaires sont la conséquence d'une accumulation anormale de protéines de la
MEC comme la fibronectine mais également d’'une distribution anormale des formes
fibrillaires du collagéne. Dans le tissu pulmonaire normal, le collagéne | est
préférentiellement localisé dans les septa inter-alvéolaires alors que le collagéne de
type Il est principalement situé dans les espaces péri-bronchovasculaires. Dans le
tissu pulmonaire fibreux, ils sont principalement situés dans I'espace inter-alvéolaire

et participent a la destruction de I'espace alvéolaire.

1.1.3 Facteurs favorisant ou prédisposant

* Génétique
L’'apport de la génétique a grandement contribué a améliorer nos

connaissances sur la physiopathologie de la FPI. En effet, 5 a 15 % des patients
atteints de FPI présentent un ou plusieurs autres cas de fibrose pulmonaire dans leur
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entourage familial (22). L’étude de ces formes familiales (FPF) a permis d’identifier
des facteurs génétiques de susceptibilité a la fibrose pulmonaire.

La présence d’un polymorphisme fréquent (10% dans la population générale
d’origine caucasienne, 35% dans les fibroses pulmonaires idiopathiques) portant sur
le promoteur du géene codant pour la mucine MUCS5B est le facteur génétique de
susceptibilité le plus frequent, retrouvé dans les formes familiales et sporadiques de
FPI (23), (24). Les mécanismes liant ce polymorphisme a la physiopathologie de la
FPI restent mal compris, dautant plus que les patients porteurs de ce
polymorphisme ont un meilleur pronostic que les patients non porteurs (25).

Dans les formes familiales de fibrose pulmonaire, on identifie dans 30% cas
environ une mutation portant sur un géne pouvant expliquer la survenue de la
maladie (26). Les génes les plus fréquemment identifiés touchent les génes codant
pour le complexe télomérase (TERT, TERC, PARN, RTEL1, DKC1) qui contribuent a
'homéostasie des télomeéres, et ceux codant pour surfactant (SFTPA1, SFTPA2,
SFTPC) qui contribuent a ’homéostasie épithéliale alvéolaire (27).

La découverte des mutations portant sur le complexe télomérase ont éclairé la
physiopathologie de la maladie, en pointant le réle crucial des altérations de
I'épithélium alvéolaire et du vieillissement dans la fibrogénése pulmonaire (28). Les
télomeéres sont des complexes de ribonucléoprotéines présents aux extrémités des
chromosomes. Leur longueur diminue a chaque réplication cellulaire et donc au
cours de la vie (29). Le raccourcissement des télomeéres est un facteur de risque de
développer la maladie (30) et est accéléré chez les patients porteurs d’'une mutation
(31). Les patients porteurs de mutation touchant le complexe télomérase
développent une fibrose pulmonaire précoce et présentent un déclin accéléré de la
fonction respiratoire en comparaison aux FPI sporadiques (32). Ces mutations sont
frequemment associées a des anomalies hépatiques, cutanées ou hématologiques
(26). Leur présence peut constituer une contre-indication a la transplantation
pulmonaire, en particulier si il existe une myélodysplasie associée (33), (34)

¢ Environnement

Bien que par définition idiopathique, plusieurs facteurs environnementaux ou
occupationnels favorisant la survenue ou la progression de la maladie ont été

identifiés. Le poumon étant a linterface entre les milieux extérieur et intérieur, la
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composition de l'air inspiré influence de fagon majeure [I'histoire naturelle des
pathologies respiratoires et la FPI. Parmi eux le tabagisme est un des plus ancien
identifié et constitue un facteur de risque indépendant de développer la maladie. En
effet, environ 75% des patients atteints de FPI sont ou ont été exposé au tabagisme
(35).

L’exposition environnementale a des particules inhalées est une cause bien
établie de fibrose pulmonaire, définissant les pneumoconioses (silicose, asbestose).
Dans la FPI, I'exposition a des poussiéres de bois, de métaux ou de silice (35) ont

également été identifié comme facteur favorisant la progression de la maladie.

Une surexposition a la pollution atmosphérique pourrait également constituer
un facteur de risque de développer la maladie (36) .Cette donnée reste a confirmer.
En revanche, la relation entre le niveau d’exposition et la progression de la maladie
est maintenant bien établi. Des travaux récents ont identifi¢ la pollution
atmosphérique comme un facteur de risque de mortalité, associé au déclin de la
fonction respiratoire. En effet une augmentation de 10 pg/m® d’exposition & I'ozone,
observé au cours d'un pic de pollution atmosphérique, était associé a une
augmentation significative du risque d’exacerbation (37). Des résultats similaires
étaient retrouvé en lors de I’ exposition aux particules fines, notamment émises par

les industries lourdes et le trafic automobile (37), (38),.
1.1.4 Pronostic et prise en charge des patients atteints de FPI

¢ Histoire naturelle de la FPI

La FPI est une pathologie grave irréversible et mortelle caractérisée par une
médiane de survie comprise entre 2 et 5 ans en l'absence de traitement (39).
Plusieurs éléments peuvent expliquer ce pronostic sombre, le retard diagnostique
notamment des formes débutantes, la cinétique imprévisible d’évolution (40) de la
maladie et enfin 'absence de traitement médical curatif (Figure 4).

L’évolution du déclin de la fonction respiratoire est trés hétérogéne d'un
patient a un autre et peut varier chez un méme individu. En effet, le déclin de la
fonction respiratoire peut étre marqué par une dégradation brutale correspondant a
une poussee aigue de la fibrose ou exacerbation (41). Cet événement gréve
fortement le pronostic a court terme.
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Figure 4 : Histoire naturelle de la FPI

L’évolution clinique des patients est trés hétérogéne. La maladie présente initialement une plus ou
moins longue phase asymptomatique, avant que le patient ne consulte suite a I'apparition de
symptdmes, le plus souvent une dyspnée et une toux. La plupart des patients sont des « progresseurs
lents », qui voient un déclin trés progressif de leurs capacités respiratoires. Environ 10 % des patients,
les « progresseurs rapides », subissent des exacerbations aigles, qui peuvent précéder ou initier la
phase terminale de la maladie. Quelques patients voient un déclin fonctionnel progressif, puis une
aggravation subite de leur état. Enfin, les patients tabagiques sévéres peuvent développer une FPI
doublée d’'un emphyseme, qui diminue la survie de ces patients. Adapté de King et al. (42).

FPI, fibrose pulmonaire idiopathique.

* Evaluation du pronostic

Outre les exacerbations, I'altération de la fonction pulmonaire appréciée par la
valeur de la capacité vitale forcée (CVF) et de la diffusion du monoxyde de carbone
(DLCO) au moment du diagnostic, ou le déclin de la fonction pulmonaire au cours
des 6 ou 12 mois aprés le diagnostic (43), (44) constituent actuellement les facteurs
pronostiques les plus robustes. Ces éléments ont permis de construire le score GAP
(Gender Age Physiology) basé sur I'age, le sexe et la valeur de la CVF ou de la
DLCO, le GAP score permettent de prédire la mortalité (45). La diminution de la
distance parcourue au test de marche de 6 minutes, I'existence d’'un emphyséme
d’'une hypertension pulmonaire ou d’un cancer pulmonaire grévent également le
pronostic de la maladie (46). Paradoxalement, et malgré I'identification de facteurs
de risques pronostiques, il n'est aujourd’hui pas possible d’évaluer I'activité de la
maladie en temps réel ou de prédire le déclin mensuel de la fonction respiratoire
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(40). Ce manque de visibilit¢ impose donc une prise de contact précoce apres le
diagnostic avec un centre de transplantation pulmonaire (5).

* Prise en charge thérapeutique

En 2020, la transplantation pulmonaire reste le seul traitement curatif de la
FPI. Ce projet doit étre envisagé chez tout patient présentant une FPl modérée a
sévere (35). Sur le plan médicamenteux, 'essai PANTHER testant les corticoides et
les immunosuppresseurs contre placebo a démontré I'inefficacité de ces traitements
qui restent indiqués en cas d’ exacerbation de la maladie (47). Deux molécules sont
aujourd’hui validées dans le traitement de la FPI, la pirfenidone et le nintedanib. Ces
médicaments permettent de ralentir le déclin de la fonction respiratoire et d’améliorer

la survie des patients.

La pirfenidone est une molécule aux propriétés anti fibrosantes, anti
inflammatoires et anti oxydante. Bien que son mode d’action n’est pas encore été
complétement élucidé, elle inhibe, in vitro, la différenciation myofibroblastique induite
par le TGFR3 notamment en inhibant la phosphorylation de Smad 3, de p38 et d’Akt
(48). In vivo, 'administration de pirfenidone était associée a une diminution de la
fibrose pulmonaire et de 'accumulation des dépdts de collagéne et de myofibroblaste
induits par la bléomycine (49). Dans le méme modéle expérimental, un autre travail a
révelé que la pirfenidone permettait de réduire I'accumulation de fibrocytes via la
diminution de I'expression de CCI2 par les macrophages et les cellules épithéliale
alvéolaires ou bronchiques (50). Les propriétés anti fibrosantes de la pirfenidone ont
éeté démontrées in vivo; son administration permettait de diminuer le nombre
d’espéces réactives de I'oxygene. Le mécanisme d’action a été étudié in vitro. La
pirfenidone favorise l‘'expression de NRF2 par les fibroblastes pulmonaires prés
stimulation avec du TGFR. NRF2 est un facteur de transcription impliqué dans la
régulation de I'expression de protéines anti oxydantes (51). Enfin la pirfenidone
aurait également des propriétés anti inflammatoires. L’administration de pirfenidone
était associée a une diminution de la secrétions de la cytokine inflammatoire IL-6 et
une diminution du score d’inflammation dans un modéle de fibrose pulmonaire

expérimentale murine (51).

Le nintedanib est un inhibiteur de tyrosine kinase qui cible les récepteurs du
Platelelet Derived Growth Factor (PDGF), du Vascular Endothelial Growth Factor
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(VEGF) et des FGF (FGFR1, FGFR2, FGFR3) (52) mais également des membres
des protéines SRC telles que LCK, LYN et FLT-3 (53). Initialement utilisé en
oncologie pour prévenir la néoangiogenese tumorale, le nintedanib a fait preuve de
proprietés anti fibrosantes, in vitro, notamment en inhibant la prolifération et la
migration de fibroblastes pulmonaires mais également en diminuant la synthése de
protéine de la MEC par ces méme cellules (53). In vivo, son administration permettait
de diminuer les lésions de fibrose induite par I'administration intra trachéale de
bléomycine ou de silice (54). Dans ces modeéles expérimentaux, le nintedanib
semblait également avoir un effet anti inflammatoire en diminuant I'influx pulmonaire
de lymphocytes et de polynucléaires neutrophiles et I'expression de plusieurs
cytokines pro inflammatoires comme I'lL-1R et TIMP-1 (54).

1.2 Physiopathologie de la FPI

Alors que les premiéres descriptions de pathologie pulmonaire fibrosante
datent des années 1800, ce n’est qu’en 1960 que Liebvov et Carrington décrivent
pour la premiere fois l'aspect de pneumopathie interstitielle commune en tant
qu’entité anatomopathologique distincte (55) .Le pendant clinique de cette entité était
appelé alvéolite fibrosante cryptogénique (56). Cette appellation était basée sur
'analyse du LBA laissant suggérer qu’'une inflammation chronique du compartiment
alvéolaire était le moteur de la fibrogénése pulmonaire. Au cours des années 80-90,
les efforts se sont polarisés sur la recherche et le dosage de médiateurs secrétés au
niveau de ['épithélium alvéolaire et sur la prolifération et la différenciation des
fibroblastes pulmonaires en myofibroblastes (57). L'observation du poumon fibreux a
permis a la fois de démontrer l'influence mineure de l'inflammation dans le poumon
de patient atteint de FPI et d’identifier le foyer fibroblastique comme élément central
de la fibrogénése pulmonaire (57). Celui-ci était préférentiellement situé a proximité
d'un épithélium alvéolaire endommagé et a la frontiére entre le tissu sain et
pathologique. Les découvertes portant sur la génétique de la fibrose ont permis
d’identifier les cellules alvéolaires et la senescence comme des éléments majeurs de
la fibrogénése pulmonaire. Ces observations ont conduit au paradigme actuel. La
FPI serait la conséquence d’agressions répétées d'un ['épithélium alvéolaire
sénescent conduisant a une prolifération de myofibroblastes, responsables de
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'accumulation des protéines de la MEC. Il y aurait au cours de ce processus une
réactivation des voies impliquées dans le développement pulmonaire (Figure 5).

Agressions pulmonaires AT
€ s pu Epithélium normal
repetees
A * Inflammation chronique B * Accumulation de protéines de la
matrices extra cellulaires
\ \\ \ * Differentiation Myofibroblastique
C > < : : TGF-B

@ * Hyperplasie des Pneumocytes de type ||
e Recrutement de fibroblastes * Activation anormale des fibroblastes
| Réactivation des voies impliquées dans le développement pulmonaire >
—— @ o> L o>
Pneumocyte de type | Pneumocyte de type Il Fibroblaste pulmonaire Myofibroblaste Matrice extra cellulaire

Figure 5 : Paradigme actuel de la physiopathologie de la FPI

A. Une agression chronique de I'épithélium alvéolaire conduit a la modification phénotypique des
pneumocytes de type Il et au recrutement de fibroblastes pulmonaires. B Les pneumocytes de type |l
vont alors secréter des cytokines pro fibrosantes comme le TGFB. C Les fibroblastes pulmonaires
vont alors se différentier en myofibroblastes, source de I'accumulation des protéines de la matrice
extra cellulaire conduisant a la fibrose du parenchyme pulmonaire. Au cours de ces événements, il
existe une réactivation anormale des voies impliquées dans le développement pulmonaire. Adapté de
Froidure et al. (58)

1.2.1 Les modéles expérimentaux de fibrose pulmonaire

La compréhension des mécanismes impliqués dans la fibrogénese pulmonaire
est passée par I'élaboration de modéles expérimentaux animaux. Ces modéles ont
permis de préciser les mécanismes physiopathologiques et les interactions
cellulaires anormales impliquées dans la FPI. De nombreuses approches différentes
ont été développées ces trente derniéres années (59). Le modéle murin de fibrose
pulmonaire induite par linstillation intra-trachéale de bléomycine ou d’adénovirus
recombinant surexprimant du TGFB (AdTGFB) sont les modéles animaux choisis

dans le cadre de ce travail de thése. Dans ces deux modéles, I'évaluation de la
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fibrose expérimentale est établie a partir d’'analyses qui combinent des mesures
biochimiques du dép6t de matrice dans le poumon (test de Sircoll ou mesure de
I'hydroxyproline, western-blots) avec des évaluations histologiques attestant de la

variation.

* Le modéle murin de fibrose induite par la bléomycine

Le modéle murin de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine est le
modéle animal le plus fréquemment utilisé pour I'étude in vivo de la FPI (60). La
bléomycine est une chimiothérapie efficace pour le traitement de nombreux types de
cancers tels que les lymphomes ou les tumeurs de la peau (61). Cependant, son
utilisation est restreinte, du fait du risque élevé de développer une PID fibrosante et
mortelle (62).Cette toxicité est expliquée par la faible expression pulmonaire de la
bléomycine hydrolase (63) qui conduit a 'absence de I'élimination de la bléomycine.
L’activité antitumorale de ce glycopeptide est liée a I'induction de la mort des cellules
cancéreuses par apoptose ou nécrose, suite a des lésions de 'ADN et la génération
d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS) (64).

L’injection intra trachéale de bléomycine est la voie d’administration
privilégiée dans ce modéle, du fait de sa simplicité et de sa relative reproductivité. En
effet, la fibrose induite est plus rapide et plus sévere que les autres voies
d’administration et la bléomycine (60). Des doses uniques de bléomycine sont le plus
souvent administrées, méme si des doses répétées entrainent une fibrose plus
durable (65). La souche de souris C57BI/6 males est la plus fréquemment utilisée du
fait de leur sensibilité a la bléomycine (59,66) .

Il existe deux phases dans ce modéle, la phase inflammatoire et la phase fibrosante

La phase inflammatoire débute de JO a J7 post instillation de bléomycine.
Durant cette phase, il existe une augmentation de cytokines pro-inflammatoires
comme I'lL-1, le TNF-q, I'lL-6 et I'interféron (INF)-y accompagné d’'un afflux important
de macrophages et de cellules mononuclées.

La phase fibrosante débute a partir de J8 post instillation de de bléomycine.
Elle est caractérisée par un afflux de macrophages et de lymphocytes, associé a une
augmentation des marqueurs pro-fibrosants tels que TGF-31, fibronectine et
procollagéne-1. Un pic de cette phase fibrosante est décrit au jour 14 (67). La

troisieme semaine se caractérise par un dépot excessif de composants de la MEC,
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constituant la fibrose pulmonaire en elle-méme. A la quatriéme semaine post-
injection, il est observé une régression spontanée de ce modele, et les poumons
retrouvent un aspect proche de la normale environ six semaines apreés l'injection
initiale de bléomycine (65).

Plusieurs divergences existent dans les Iésions et anomalies rencontrées au
cours de la FPI et dans ce modéle. Tout d’abord, il n’existe pas de de foyers
fibroblastique, élément pathognomonique de I'histopathologie de la FPI. Alors que la
FPI débute dans les zones sous pleurale, ici la fibrose débute dans les zones
peribronchiques (68). Enfin I'inflammation joue un réle central dans ce modele.
L’administration précoce d’'un traitement anti inflammatoire permet de prévenir
I'apparition de la fibrose chez la souris mais ne prédit pas son efficacité sur la fibrose
humaine (59).

Cependant, la bléomycine et ses composés de dégradation (ROS) peuvent
entrainer différentes |ésions similaires a ce qui est retrouvé chez les patients atteints
de FPI : fibrose interstitielle avec épaississement de l'interstitium et hyperplasie du
revétement pneumocytaire, modification de la membrane basale, diminution de la
fraction de cellules épithéliales, variation de la taille des capillaires (69) et fibrose
pulmonaire hétérogéne chez I'animal, d’intensité variable selon le fond génétique de

la souris.

* Le modeéle de fibrose pulmonaire induit par un adénovirus recombiné

surexprimant du TGF

Le modéle de fibrose pulmonaire murin portant sur l'utilisation d’'un adénovirus,
non réplicatif et non intégratif est un modéle validé de fibrose pulmonaire
expérimentale (59) , pour induire une surexpression transitoire (7 a 10 jours).
L’instillation intra trachéale de I'adénovirus induit une surexpression de TGFR porcin
au niveau de I'épithélium bronchique et de I'épithélium alvéolaire (70) .

Dans ce modele, il existe un remodelage de l'architecture pulmonaire, sans
inflammation majeure, associée a une accumulation de myofibroblastes. De plus,
des foyer fibroblastiques peuvent étre retrouvés, contrairement au modéle
expérimental basé sur 'administration intra trachéale de bléomycine (71). La fibrose
débute de fagon péri bronchique, touche I'ensemble du parenchyme pulmonaire a
J21 et progresse vers la plévre qui devient fibreuse, en général 28 jours aprés

l'injection. Il n'y pas d’atteinte de la paroi thoracique ou de fibrose dans d’autres
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organes dans ce modéle. Outre le TGF, I'utilisation d’'un adénovirus recombiné peut
étre utilisé pour induire la surexpression d’autres protéines, dont certaines a visée

anti fibrosante.

Dans de travail de thése, nous avons utilisé des adénovirus recombinés
comme deuxiéme modéle de fibrose pulmonaire (via la surexpression de TGFB) mais
également afin d’induire la surexpression d’'une protéine d’intérét dans la cavité
pleurale ou I'espace alvéolaire de souris C57BI6. Nous avons utilisé un adénovirus
recombinant classique et un Adeno Associated virus (AAV). Ces derniers ont été
développé a des fins thérapeutiques, comme outil d’administration d’'un géne

d’intérét chez ’homme.

* Les Adeno Associated Virus

Les Adeno-associated virus (AAV) sont des virus non enveloppés qui peuvent
étre utilisés pour délivrer de 'ADN a des cellules cibles. lls ont été découverts de
facon fortuite comme des contaminant de préparation d’adénovirus (72). lls
appartiennent a la famille des parvovirus et leur réplication est dépendante d’'une co-
infection avec d’autres virus , principalement des adénovirus (72). Une recherche
intense a été conduite afin de développer des AAVs recombinants (rAAVs) a des fins
thérapeutiques, notamment dans les pathologies d’origine génétique et mono
géniques (73). Récemment, ils ont été utilisés comme vecteur comme traitement
d’'une cécité d’origine génétique (mutation RP65) dans une population pédiatrique
(74). Les rAAVs sont trés peu immunogénes, en comparaison a des adénovirus. lls
sont également résistants aux variations de températures, de pH et donc trés stables
dans le temps. De fait, ils induisent une expression prolongée du gene d’intérét
pendant plusieurs semaines (voire année) en fonction du type cellulaire ciblé.
Plusieurs variants de rAAVs existent (rAAV1, 2, 5, 6, 8, 9), le choix du variant a
utiliser va dépendre de la cellule ciblée. L’interaction rAAVs-cellules est conditionnée
par des liaisons avec différents sucres présents a la surface membranaire. A titre
d’exemple, les rAAV9 se lient préférentiellement aux cellules exprimant du galactose
a leur surface membranaire comme les cellules hépatiques. Le point limitant lié a la

conception des rAAVs réside dans la taille de la cassette, incluant le promoteur et le
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géne, situé entre les deux régions ITR. Un géne supérieur a 5kb conduira a une
nette diminution de la surexpression (75).
L’utilisation de ces outils a des fins thérapeutiques dans la FPl nécessite au

préalable de définir les acteurs cellulaires cibles.
1.2.2 Les cellules impliquées dans la FPI

L’alvéole pulmonaire est la partie la plus distale du parenchyme pulmonaire et
constitue le lieu ou s’effectuent les échanges gazeux entre l'air et le sang a travers la
barriere alvéolo-capillaire. La structure alvéolaire et les cloisons inter-alvéolaires sont
constituées par quatre grands types cellulaires : les cellules épithéliales et
endothéliales, les fibroblastes et les macrophages alvéolaires (Figure 6).

lame basale des
cellules épithéliales

surfactant

pneumocyte ||

macrophages

interstitium { alvéolaires —

lame basale des
cellules endothéliales

cellules endothéliales

pneumocyte |
fibroblastes

Figure 6 : Représentation schématique de I'alvéole pulmonaire

La structure alvéolaire est constituée de quatre types cellulaires majeurs : les cellules épithéliales
alvéolaires de type | et Il, composant I'épithélium alvéolaire, les cellules interstitielles (composées
principalement de cellules mésenchymateuses), les cellules intra-alvéolaires (représentées
majoritairement par les macrophages alvéolaires) et les cellules endothéliales tapissant la paroi des
capillaires alvéolaires. Les cloisons inter-alvéolaires sont ainsi formées de I'épithélium alvéolaire, de
I'endothélium capillaire alvéolaire, de cellules interstitielles et de MEC. Adapté de Ware and Matthay
(76).MEC, matrice extracellulaire.

La paroi alvéolaire au contact est constituée de 2 types de cellules épithéliales
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alvéolaires : les pneumocytes | et Il.

Les pneumocytes de type | (Pl) sont des cellules aplaties qui recouvrent plus
de 90% de la surface alvéolaire. Ces cellules forment, avec les fibroblastes situés
dans le secteur interstitiel, la barriére alvéolo-capillaire. C’est a travers celle-ci que
s’effectuent les échanges gazeux respiratoires. Les Pl sont également impliquées
dans les échanges ioniques et hydriques depuis I'espace alvéolaire vers le tissu
pulmonaire et le réseau lymphatique interstitiel. Du fait de leur caractére hautement
différencié, les PI cellules sont trés sensibles aux agressions et donc aux polluants,
irritants ou pathogénes rencontrés dans I'espace alvéolaire.

Le pneumocyte de type Il (Pll) est une cellule cuboidale sans extension
cytoplasmique, préférentiellement située dans les angles alvéolaires. Cette cellule
est tres active sur le plan métabolique, comme en témoigne le nombre important de
mitochondrie et le volumineux appareil de Golgi de ces cellules. Les Pll sont la
source de de surfactant, mélange tensioactif qui recouvre la paroi alvéolaire et qui
permet le maintien de I'ouverture lors des cycles respiratoires. Le surfactant est
stocké dans les corps lamellaires, qui sont des organites spécifiques des PII. (77).
Enfin ces cellules jouent un roéle central dans le renouvellement et la régénération de
I'épithélium alvéolaire. Aprés une Iésion de I'épithélium alvéolaire une partie des Pll a
la capacité de proliférer et de se différentier en PI (78).En plus de ce role
physiologique, ces cellules ont également un rdle immunologique. Elles sécrétent
des molécules impliquées dans la défense innée de I'h6te et pourraient jouer un réle
de cellules présentatrices d’antigéne (79).

En situation normale, les cellules inflammatoires contenues dans les espaces
alvéolaires sont majoritairement représentées a 80-90 % par les macrophages
alvéolaires, méme si des lymphocytes (10 %) et des polynucléaires neutrophiles (0-3
%) sont également présents. Les macrophages résidents circulent a la surface
épithéliale et dans les espaces interstitiels. Ces derniers assurent le maintien de
'homéostasie du tissu pulmonaire, notamment par phagocytose d’éventuels
pathogeénes et élimination des cellules sénescentes.

Enfin, les fibroblastes interstitiels synthétisent et renouvélent, en quantité trés
faible dans le parenchyme pulmonaire sain, I'espace interstitiel situé entre les

alvéoles pulmonaires et correspondant au tissu conjonctif de soutien des alvéoles.
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1.2.3. Les cellules épithéliales alvéolaires initient et entretiennent la

fibrogénése pulmonaire

Le réle majeur des cellules épithéliales dans la fibrogénése est un concept qui
a emergeé et s’est renforcé grace a I'observation du poumon fibreux en microscopie
électronique (57). Le paradigme actuel, basé sur '’hypothése de Selman et al. (80),
considére la FPl comme le résultat de processus de réparation aberrant et prolongé
suite a une lésion répétée de I'épithélium alvéolaire, menant a une fibrose
progressive et irréversible. Ce concept été recemment renforcé par I'étude de la
geéneétique des fibroses pulmonaires familiales et la mise en évidence d’'une niche
alvéolaire, traduisant la forte interconnexion entre I'épithélium alvéolaire et les
fibroblastes pulmonaires.

En effet, 'analyse du poumon de issus de patient atteint de FPI a révélé que
les PII, en particulier celles a proximité des lésions en rayons de miel, constituent la
principale source de TGF-B1 (81,82). Le TGF-B1 est la cytokine centrale de la FPI
impliquée dans la différenciation des fibroblastes pulmonaires en myofibroblastes.
Les PIl sont également une source de PDGF (83) et de CTGF (84), impliqués dans
la migration, la différenciation myofibroblastique, la prolifération et la production de
MEC (85). Les myofibroblastes amplifient 'agression épithéliale en induisant la
rupture de l'intégrité des membranes basales et 'apoptose des cellules épithéliales
alvéolaires (86,87) (Figure 7), empéchant une ré-épithélialisation appropriée de
I'alvéole pulmonaire. Un dépbt excessif de MEC, accompagné d’une destruction des
espaces alvéolaires et de Iésions en rayon de miel, est le résultat final du dommage
alvéolaire initial et de la communication aberrante entre cellules épithéliales
alvéolaires et fibroblastes, aboutissant a la formation de zones de fibrose (88).

Les anomalies des PIl dans la FPI peuvent étre expliqués par plusieurs
facteurs souvent concomitants. Certains sont exogénes tels que I'exposition a des
polluant ou a la fumée de tabac et certain sont endogénes. Ainsi les données
éepidémiologiques et I'identification de mutations génétiques conduisant a un
raccourcissement des télomeéres ont pointé la senescence comme un moteur majeur

de la fibrogénese pulmonaire.

* Lasenescence des cellules épithéliales alvéolaires dans la FPI.
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Plusieurs travaux ont rapporté une augmentation I'expression des marqueurs
de senescence (p16, p21, B galactosidase) au niveau des PIl dans la FPI (89)
associée de fagon concomitante a des anomalies fonctionnelles et morphologiques
mitochondriales (90). La senescence cellulaire est un processus activé par de
nombreux phénoménes comme le stress oxydatif, les dommages liés a 'ADN,
l'instabilité protéomique ou le raccourcissement des télomeres. Ce dernier serait lié a
une diminution de l'activité des télomérases qui aboutirait a une sénescence
accélérée de ces cellules (30). Ceci aurait pour conséquence une apoptose des PlI
et une altération de la réparation épithéliale. Ces observations ont été confirmées
dans des modeles murins de fibroses réalisées chez des souris d’age différent. Les
souris agées (24 mois) présentaient une fibrose pulmonaire plus importante que les
souris jeunes (2 mois) associé a une augmentation de I'apoptose PII (91), (92).

* L’augmentation de I'apoptose des cellules épithéliales alvéolaires et

I’augmentation du nombre de cellules basales

La régulation de I'apoptose est un élément central de 'homéostasie alvéolaire
notamment dans les processus normaux de réparation alvéolaire apres une
agression. Dans le poumon des patients FPI, il existe une augmentation anormale de
'apoptose des pneumocytes de type Il a proximité des foyers fibroblastiques (86),
mais également dans des zones saines (93). (94,95) Ce phénoméne est également
observé dans des modeles expérimentaux murins aprés administration de
bléomycine (96). L’apoptose des cellules épithéliales semble étre un élément
important dans le processus de fibrogénese pulmonaire qui s’accompagnerait de
facon compensatoire d’'une prolifération des cellules basales. En effet, 'analyse
comparative du séquencgage cellule par cellule de I'épithélium alvéolaire et
bronchique de patients atteints de FPI et de témoins a révélé que les cellules
épithéliales alvéolaires issues de poumon fibreux co exprimaient des génes
spécifiques des cellules épithéliales et basales (97). Ceci laisse suggérer I'existence
d’'un recrutement de cellules épithéliales bronchiques proximale afin de ré
épithélialiser les alvéoles pulmonaires (98). Cette hypothése doit encore étre
confirmée par l'utilisation de lignées de souris transgénique permettant de suivre
dans le temps la destinée des cellules basales au cours d’'un modéle expérimental

de fibrose pulmonaire murine Cependant des données issues de 3 cohortes de
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patients atteints de FPI ont confirmé ce résultat. Comparativement a des patients
atteints de BPCO ou de forme fibrosante de sarcoidose, I'analyse transcriptomique
de cellules présentes dans le LBA de patients atteints de FPI a révélé une forte
augmentation de génes normalement exprimés par les cellules épithéliales
bronchiques basales. Cette signature était spécifique de la FPI et permettait de
prédire la mortalité (99).
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Figure 7: Immunodétection de cellules épithéliales exprimant des protéines de stress
du réticulum endoplasmique, sur des coupes sériées de tissu pulmonaire provenant
d’un patient FPI.

Epithélium hyperplasique (fleche) surplombant un foyer fibroblastique montrant un stress du réticulum
endoplasmique et une apoptose consécutive. A. Immunodétection d’un marqueur spécifique des
pneumocytes Il. B. Immunodétection d’un marqueur apoptotique, la sous-unité p20 de la caspase 3
activée. C. Immunodétection d’un marqueur du stress pro-apoptotique du réticulum endoplasmique,
CHOP. D. Immunodétection d’'un autre marqueur du stress pro-apoptotique du réticulum, I'ATF-6.
Grossissement x400 (barre = 50 pm). Adapté de Korfei et al. (236). ATF-6, facteur de transcription

activateur 6; CHOP, protéine homologue de C/EBP; FPI, fibrose pulmonaire idiopathique ; SP-C,
protéine C du surfactant.

* Le stress du réticulum endoplasmique, I’hypoxie et la mitochondrie

La perturbation de 'homéostasie du réticulum endoplasmique (RE) entraine
un stress du RE (100). Il est maintenant établi que ce phénomeéne est impliqué dans
la pathogénése et la progression de la FPI (28). Historiquement il a été mis en
évidence, il y a une quinzaine d’année suite a la découverte de la mutation de gene
codant pour la protéine C du surfactant (101). Cette mutation entraine une protéine

anormalement repliée qui va s’accumuler dans réticulum endoplasmique activant la
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voie de réponse aux protéines mal repliées (UPR). Le stress du réticulum et la voie
UPR sont impliqués dans I'apoptose des Pll mais également dans la différenciation
myofibroblastique. En effet, I'expression des protéines meédiatrices du stress du RE,
tels les facteurs de transcription ATF-4 et 6, est augmentée dans les poumons et
dans I'épithélium alvéolaire issus de patients FPI (102,103). Une étude in vivo
conduite chez la souris (104) a montré que l'induction du stress du RE dans
I'épithélium alvéolaire favorisait la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine et
favorisait 'apoptose des cellules épithéliales. Enfin, Baek et al. (105) ont aussi
montré son implication dans la différenciation myofibroblastique et la synthése de
protéines de la MEC.

Les mutations du surfactant sont rares et d’autres facteurs ont été identifiés
comme facteur influengant le stress du RE, en particulier I'hypoxie (106). L’hypoxie
est fréquente dans la FPI. Elle peut survenir a I'effort ou au repos dans les formes les
plus sévéres, mais elle peut étre également nocturne en cas de syndrome d’apnées
du sommeil, comorbidité fréquente au cours de la FPI.

Plusieurs travaux ont établi I'implication de I'hypoxie dans les anomalies observées
au niveau des Pll ou des fibroblastes pulmonaires. L'exposition de PIl primaires de
rat a un taux d’oxygene de 1,5% induit I'expression du facteur 1o induit par I'hypoxie
(HIF1a) qui s’accompagne de I'expression de marqueurs du stress du RE puis de
marqueurs apoptotiques. HIF1a a des propriétés pro fibrosantes puisque la
surexpression de ce facteur en condition normoxique (FiO2 a 21%) induit un résultat
similaire a celui décrit en condition hypoxique. (106).

L’augmentation des marqueurs du stress du RE est également la la cause et
la conséquence d’une dysfonction des mitochondries. Ces organites sont
particulierement affectés par la senescence. Les PIl contiennent 50% des
mitochondries présentent au niveau pulmonaire (107). Du fait du vieillissement, il
existe une accumulation de mitochondries dysfonctionnelles caractérisées par des
anomalies morphologiques et fonctionnelles au niveau des cardiomyocytes ou des
neurones. (108), (109). Dans le poumon, il a été observé que les Pl de patients
atteints de FPI présentaient une accumulation de mitochondries dysmorphiques
associées a une forte augmentation des marqueurs du stress du RE, en
comparaison avec des témoins appareillés sur I'age. Ces résultats ont été répétés
chez des souris « &gées » de 20 a 24 mois suite a I'induction d’un stress du
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réticulum (110). Les dysfonctions mitochondriales retrouvées dans le Pll de patients
atteints de FPI seraient liées a une diminution de I'activité d’'un régulateur de
I’'hnoméostasie mitochondriale 'enzyme PTEN-induced putative kinase 1 (PINK1).
Cette enzyme a activité kinase est impliquée dans la physiopathologie de maladies
neurodégénérative (90). Les souris déficientes pour PINK1 présentent une sensibilité
accrue a la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine, une augmentation de

'apoptose des PII (90)

Le stress oxydatif

De nombreuses études ont rapporté le lien étroit entre le stress du RE et le
stress oxydatif (111-114). |l a ainsi été suggéré que le stress oxydatif contribuait
aussi a la progression de la fibrose dans la FPI, notamment par induction de
'apoptose des cellules épithéliales alvéolaires suite a la génération de ROS. En plus
de la cellule inflammatoire (115), le fibroblaste pulmonaire est une des cellules

productrices de ROS et en particulier d’'H,0, (116,117), notamment lors de sa

différenciation en myofibroblaste (118).
1.2.4. Fibroblastes et myofibroblastes dans la FPI

* Le fibroblaste pulmonaire, le myofibroblaste et la réparation tissulaire

Les fibroblastes sont des cellules mésenchymateuses allongées, localisés dans
les tissus conjonctifs. C’est le type cellulaire le plus présent dans le secteur interstitiel
du parenchyme pulmonaire. Ces cellules produisent la matrice extra cellulaire (MEC)
présente au niveau de la membrane basale et des espaces interstitiels. La MEC est
un complexe fibro-protéique dynamique composé de glycoprotéine et de
protéoglycanes et dont la composition varie en fonction du type cellulaire et des
conditions physiologiques ou pathologiques. A ce titre, les fibroblastes sont impliqués
et essentiels dans la réparation. Leur différenciation en myofibroblaste contribue au

remodelage et a la cicatrisation tissulaire (119).

* Les myofibroblastes et les modifications de la MEC dans la FPI
Ces cellules sont caractérisées par la formation de fibres de stress d’actine

cytoplasmique et par I'expression de myosine et des protéines d’actine, notamment
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I'alpha-actine du muscle lisse (a-SMA) (120). Cette protéine, co exprimée par les
cellules musculaires lisses et I'endothélium. C’est un marqueur de différenciation
myofibroblastique. Le myofibroblaste a une activité contractile (121,122), essentielle
pour faciliter la fermeture de la plaie lors de la cicatrisation, précédant son élimination
(123,124). Dans la FPI, les myofibroblastes persistent dans les espaces interstitiels
pulmonaires. Outre son caractére contractile, le myofibroblaste a la capacité de
secréter des protéines de la MEC (Figure 8) (120) , des espéces réactives de
'oxygéne (116,117) des cytokines pro-inflammatoires et chimiokines pro-fibrosantes
telles que le TGF-8 (125), le CTGF (120) et le PDGF (126). L’augmentation de la
rigidité matricielle et 'augmentation de la tension au niveau de la paroi alvéolaire
induiraient une boucle autocrine négative expliquant, au moins en partie, le caractére
progressif de la fibrogénése observé dans la FPI (91) (127).
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Figure 8: La matrice myofibroblastique

L’environnement myofibroblastique est composé de nombreux composants de la MEC, parmi lesquels
des protéoglycans, des ténascines, des collagenes, les fibronectines, des élastines ou encore des
fibrillines. Les myofibroblastes participent a la modulation de I'expression de nombreux de ces
composants. D’aprés Klingberg, Hinz et White (120). CTGF, facteur de croissance du tissu conjonctif ;
LTBPs, latent TGF-beta binding proteins ; MEC, matrice extracellulaire.
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Origine des myofibroblastes dans la FPI

Les myofibroblastes pulmonaires, notamment accumulés dans les foyers
fibroblastiques sont au coeur de du processus de fibrogénése pulmonaire.
L’identification des mécanismes a l'origine de I'amplification de ce pool de cellules a
rapidement été identifiee comme une piste thérapeutique de premier ordre. Des
travaux récents basés sur des techniques de transcriptomiques cellule par cellule et
de lignage ont permis de cartographier les sous populations cellulaires pulmonaires
mais eégalement de tracer leur origine dans les modeles expérimentaux de fibrose
pulmonaire murine. Ces données restent a confirmer dans la plupart des cas chez
'homme.

Les cellules épithéliales et mésothéliales

La plevre est composée d’une couche monocellulaire de cellules
meésothéliales. Du fait de I'histoire naturelle de la FPI qui débute dans les zones sous
pleurales, plusieurs équipes se sont focalisées sur I'implication des cellules
mésothéliales dans la fibrogénése pulmonaire. Différents travaux ont montré que ces
cellules pouvaient se différentier en myofibroblaste. Les cellules mésothéliales
expriment le marqueur Wt1 (Wilms Tumor1), de fagon exclusive. L’utilisation d’une
lignée de souris transgénique a permis tracer I'évolution de I'expression de ce
marqueur dans des modeles expérimentaux de fibrose pulmonaire. Il est apparu que
les cellules exprimant Wt1 étaient capables de migrer dans le parenchyme
pulmonaire et d’exprimer des marqueurs myofibroblastique aprés injection intra
trachéale de TGF (128), (129). Chez 'homme, des cellules co-exprimaient Wt1 et la
vimentine, marqueur de cellules mésenchymateuses, étaient retrouvées dans le
poumon de patients atteints de FPI (130), (131).

La transition épithelio-mesenchymateuse a longtemps été envisagée comme
la principale source de fibroblastes, notamment en raison d’une co-expression de
marqueurs épithéliaux et myofibroblastiques (a-SMA et N-cadhérine). Cette
hypothése a été recemment infirmée. Le géne sftpc, codant pour la protéine C du
surfactant a été utilisé comme géne rapporteur pour suivre le devenir des Pll dans un
modeéle expérimental de fibrose pulmonaire murine. Il est apparu que moins de 5%
de ces PII co exprimaient SMA démontrant qu’ils n’étaient pas la principale source
de myofibroblastes(132). Plusieurs études basées sur une méthodologie similaire ont
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confirmé ce résultat(133), (134). La capacité des cellules épithéliales bronchiques a
exercer une transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) reste, en revanche, a
déterminer. En effet, 'analyse transcriptomique cellule par cellule de I'épithélium
pulmonaire de patient atteint de FPI a révélé que certaines cellules co exprimaient
des marqueurs de cellules basales (KRT5 et TP63) et mésenchymateux (Vimentine)
(98). L'utilisation de lignées rapportrices KRT5 et TP63 permettra de vérifier
I'existence d’'une TEM dans ces cellules.

Les péricytes
Les péricytes regroupent une population hétérogene de cellules localisées dans des
zones péri vasculaires et qui expriment des marqueurs mésenchymateux. lls sont
impliqués dans I'homéostasie vasculaire et I'angiogenese. Ces cellules jouent un réle
important dans la ’'homéostasie endothéliale et dans la réparation tissulaire aprés
une agression. Des travaux de lignage cellulaires ont révélé qu’une sous population
de péricytes (NG2+/FoxJ1 -) étaient une source de myofibroblastes (135), (136). Une
étude récente a révélé que les péricytes de patients atteints de FPI avait une
capacité a migrer et a produire des protéines de la MEC plus rapidement que des
péricytes de patients témoins (137).

Les fibroblastes pulmonaires résidents et les lipofibroblates
Les fibroblastes résidents sont ceux localisés dans l'interstitium pulmonaire,
adjacents aux cellules épithéliales. Les lipofibroblastes ont été identifié comme une
sous population de fibroblastes résidents qui semble jouer un réle important dans
’homéostasie des PII, notamment via la synthése de FGF10 (138). L'identification de
marqueurs cellulaires permettant de différentier des fibroblastes pulmonaires, de
lipofibroblastes et de péricytes, a permis de déterminer la contribution de ces sous
populations au pool de myofibroblastes. Il apparait que les fibroblastes résidents
participent a hauteur de 52% des cellules exprimant des marqueurs de
myofibroblastes, 7 jours aprés l'installation de bléomycine (135).
La participation des lipofibroblastes a été confirmée en utilisant des souris
transgéniques rapportrice du géne Adipose Differentiation-Related Protein (ADRP).
Ces cellules sont capables de se différentier en myofibroblastes mais également de
revenir a leur état initial. Dans un modéle de fibrose pulmonaire murine induite par la
bléomycine , une partie des myofibroblastes se redifférenciait en lipofibroblastes a la
phase de réparation de la fibrose (139). Cette capacité de différencier des
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myofibroblastes en lipofibroblastes pourrait &tre une piste thérapeutique de premier
ordre. Récemment, un travail a démontré que la metformine, un anti diabétique orale
pouvait prévenir la différentiation de fibroblastes pulmonaires humain issus de
poumon fibreux ou normal en myofibroblaste en induisant leur différenciation en
lipofibroblaste. Ce résultat a été confirmé sur culture organotypique de tranches de
poumon fibreux ou normal (140).

Les fibrocytes
La contribution de la moelle hématopoiétique au pool de cellules mésenchymateuses
a egalement éte étudiée. Un influx de cellules hématopoiétiques exprimant des
marqueurs mésenchymateux, les fibrocytes, a été mis en évidence dans le poumon
de souris exposées a la bléomycine (141). In vitro, ces cellules exprimaient bien le
collagéne mais pas aSMA apres stimulation au TGF suggérant que des cellules
pouvaient se différentier en fibroblastes pulmonaires mais pas en myofibroblaste.
Les fibrocytes ont été mis en évidence dans le LBA et le sang de patients atteints de
FPI (142), (143). Enfin, il a été démontré que I'inhibition de leur recrutement et de
leur différenciation inhibe la fibrogénése. En effet, 'administration de Pentatraxine
inhibe le développement de la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine
notamment en diminuant le recrutement et la différentiation des fibrocytes en
myofibroblastes (144). Un essai thérapeutique testant I'utilisation de pentatraxine
dans la FPI est actuellement en cours.

* Résistance des myofibroblastes a I’apoptose dans la FPI

Il existe au cours de cette pathologie une augmentation de I'apoptose des PII et
une diminution de I'apoptose des myofibroblaste. Plusieurs mécanismes, parfois
synchrones peuvent expliquer ces phénomenes :

- une augmentation de I'expression de certaines protéines inhibitrices de I'apoptose,
comme la survivine, dans les fibroblastes provenant des patients FPI (145,146).
-une augmentation de la concentration au niveau pulmonaire en TGF-$1 (147)
(148). Outre son implication dans la différenciation myofibroblastique, il aurait une
implication directe dans l'inhibition de leur apoptose (149).

- une diminution de I'expression pulmonaire de médiateurs anti apoptotique
(150,151) et anti fibrotiques (152—154), chez les patients atteints de FPI tels que la

Prostaglandine E2 (PGE3) (155).
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* La diminution du flux autophagique au cours de la FPI

Un des mécanismes expliquant la résistance a I'autophagie serait lié a une
diminution du flux autophagique qui touche les Pl et les fibroblastes pulmonaire
(156). L’autophagie est un processus impliqué dans la défense immunitaire, la survie
cellulaire et activé par différentes formes de stress (157). Ce processus hautement
régulé implique la séquestration de composants cytoplasmiques non fonctionnels
dans un autophagosome qui sont par la suite adressés au lysosome et dégradés.
Outre son réle dans la dégradation de pathogénes internalisés, cette voie peut
également permettre le renouvellement de certaines organelles comme les
mitochondries. La diminution du flux autophagique aurait une incidence directe dans
la différenciation myofibrobloblastique (158), la résistance a I'apoptose (159) mais

également la senescence des cellules épithéliales alvéolaires (160).
1.2.5 Le réle de I'inflammation du microbiome respiratoire dans la FPI

Bien que I'inflammation ne tienne pas une place centrale dans la FPI, il
existe une infiltration diffuse de cellules immunitaires inflammatoires dans le
parenchyme pulmonaire fibrosé (161,162) (Figure 9). Un recrutement de
monocytes se différenciant en jeunes macrophages est couramment décrit suite a la
production de nombreuses cytokines et chimiokines au niveau des lésions
épithéliales (163,164). Notre équipe a également montré que les poumons des
patients FPI présentaient des signes d’'une inflammation chronique , associant
des infiltrats de cellules dendritiques et de lymphocytes B et T, parfois organisés
en follicules lymphoides (161,162,165).
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Figure 9 : Infiltration de cellules inflammatoires dans les espaces alvéolaires et

interstitiels

Infiltrations de cellules de l'inflammation : A. Immunodétection de macrophages alvéolaires, marqués
par un anticorps anti-CD45 et B. Isotype contrble de CD45. Grossissements x200 et x400 (barre =
100 ym). [Données personnelles] C. Foyer lymphoide non-marqué. Grossissement x200. [Données
personnelles]. D. Immunodétection des lymphocytes B et T, marqués par un anticorps anti-DC40L et
E. Immunodétection de lymphocytes B et T (marquage CD40L) et B (CD20). Grossissement x250.
D’aprées Marchal-Sommé et al. (161).CD, cluster de différenciation, FPI, fibrose pulmonaire
idiopathique.

De récents travaux suggérent que cette inflammation chronique aurait davantage un
réle dans I'exacerbation aigué et la progression rapide de la maladie plutét que dans
son initiation (161,166).Cette inflammation pourrait étre causée ou entretenue par

une dysbiose du microbiome respiratoire

Plusieurs travaux ont en effet rapporté des perturbations quantitatives et
qualitatives du microbiome respiratoire dans la FPI. |l y aurait deux fois plus de
bactéries présentes dans le LBA de patients atteints de FPI comparativement a celui
de patients atteints de BPCO ou contrbles (167). Récemment, il a été montré que les
modifications quantitatives mais également qualitatives du microbiome pulmonaire
permettait de prédire la progression de la maladie (168). Cependant, le réle précis de
la dysbiose du microbiome pulmonaire comme cause ou conséquence du processus
de fibrogénése pulmonaire, doit encore étre confirmé mais pourrait constituer des

approches thérapeutiques innovantes (169).

44

Aurélien JUSTET
These de Doctorat - 2020
Implication de FGF9 et de FGF19 dans la Fibrose Pulmonaire Idiopathique



1.2.5 La niche alvéolaire et son implication dans fibrogénese

pulmonaire

La niche alvéolaire est une unité fonctionnelle du poumon, qui permet a
l'alvéole de résister aux agressions et de se régénérer en quelques semaines (170).
La compréhension du role des interactions cellulaires entre I'épithélium alvéolaire et
le mésenchyme pulmonaire a beaucoup progressé grace au séquengage
transcriptomique a cellule unique. Ces techniques ont permis de caractériser le
dysfonctionnement de ces niches et leur implication dans des modéles
expérimentaux de fibrose pulmonaire murine notamment en précisant le réle de sous
type cellulaires impliqués dans la fibrogénese (171). Par le biais de lignées de souris
rapportrices, plusieurs sous populations de cellules mésenchymateuses ont été
identifiées et localisées a proximité des alvéoles pulmonaires. L’'une d’elle, appelée
Mesenchymal Alveolar Niche Cell (MANC) contribue au renouvellement des PII.
L’autre, appelée Axin 2+ Myofibrogenic progenitor (AMP,) contribue a la
différenciation des fibroblastes pulmonaires en myofibroblastes. Les cellules MANC
expriment faiblement Axin 2, protéine marquant I'activation de la voie WNT, et
PDGFRa, marqueur de cellules pro génitrices mésenchymateuses. Ces cellules
favoriseraient ex vivo, la croissance, la prolifération et la différenciation des PIl en Pl
par la sécrétion d’'IL-6, de Grem2 et de FGF7. A l'inverse, les cellules AMP,
fortement positives pour I'’Axine 2 favoriseraient I'acquisition de I'expression de
I'actine du muscle lisse et la différenciation myofibroblastique (Figure 10). Ces
résultats ont été reproduits dans des études ultérieures, confirmant que I'activation
des cellules Actin 2+ contribuait au renouvellement, pathologique des
myofibroblastes. A | ‘inverse, I'inhibition de la voie Wnt induisait la différenciation des
Pll en PI (172).

Ces travaux ont également éclairé les mécanismes moléculaires impliqués
dans 'augmentation des cellules basales. Ces cellules expriment les marqueurs
KRTS5 et TRP63 et dont anormalement retrouvées dans I'épithélium alvéolaire de
patients atteints de FPI (173). Des travaux de lignage ont démontré que ces cellules
provenaient d’'un sous type cellulaire exprimant SOX2 et qu’elles migraient vers les
zone d’épithélium alvéolaire détruit (174). Ces cellules KRT5 positives jouent
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probablement un réle péjoratif dans la physiologie respiratoire et les échanges

gazeux (Figure 10)
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Figure 10 : Réponse de la niche alvéolaire a une agression tissulaire.

a | La niche alvéolaire est composée de Pl et de PIl. Parmi les PlII, il existe une sous
population de cellules progénitrices dont I'action est sous la dépendance de la voie Wnt. En
situation normale, ces cellules progénitrices se renouvellent et se différencient en PI. Ce
processus est régulé par la voie des Bone morphogenetic protein (BMP), qui limite le
renouvellement des PII et favorise la différentiation en PIl. Au niveau mésenchymateux, il
existe deux sous populations Des cellules situées a proximité des PIlI, exprimant le platelet-
derived growth factor receptor a (PDGFRa) et qui définissent la niche mesenchymal alveolar
niche cells (MANCs). D’autres fibroblastes expriment la protéine Axine 2 préférentiellement
localisés a proximité des capillaires. Ces cellules sont des précurseurs de myofibroblastes et
définissent la niche alveolar myofibroblast progenitors (AMPs).

b | En réponse a une agression alvéolaire, I'expression de plusieurs facteurs va induire la
prolifération des PII et leur différenciation en P |. Ces derniers sont les cellules les plus
sensibles en cas d’agression. Les cellules endothéliales répondent également a I'agression
en augmentant la production de MMP14 qui va digérer la matrice et participer au relargage
de facteur de croissance stimulant la prolifération épithéliale. Les cellules MANC produisent
du FGF7, de I'lL6 et des antagonistes de la voie BMP (NBL1, GREM2 and FSTL1)
conduisant a la prolifération des PII. Les P Il vont produire des chimiokines, CCL2 et IL-33
permettant le recrutement de monocytes et de cellules lymphoides qui inhibent la réponse
inflammatoire en induisant la polarisation M2 des macrophages recrutés.

¢ | Une agression sévére ou chronique peut conduire a une fibrose et a une dysplasie de
I'épithélium alvéolaire. La fibrose est liée a la prolifération et la différenciation des cellules
AMP en myofibroblastes responsables d’une accumulation de proteins de la MEC. Cette
différenciation est sous la dépendance du TGF[. En cas de destruction importante de
I'épithélium alvéolaire, des cellules épithéliales basales SOX2-et TRP63- vont migrer des
voies des bronches ou bronchioles vers les alvéoles. Ces cellules vont ensuite proliférer et
former des grappes de cellules exprimant KRT5. La formation de ces grappes semble étre
meédiée par I'hypoxie et correspond a un mécanisme de réparation de I'épithélium alvéolaire.
D’aprés Zepp et Morissey, (170)
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1.3 La réactivation des voies impliquées dans le

développement pulmonaire au cours de la FPI

1.3.1 Le développement pulmonaire humain et murin

Le développement pulmonaire désigne I'ensemble des événements
conduisant & la formation du poumon normal. Il débute au cours de la 4°™ semaine
de gestation chez 'homme et 9 jours post coitum chez la souris. |l prend son origine
au niveau de la partie antérieure de 'endoderme primitif puis va se diviser selon 'axe
dorso-ventral pour séparer la trachée primitive de 'oesophage et donner naissance

aux deux bourgeons pulmonaires primaires (Figure 11) .(175)
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Figure 11 : Formation du systéme respiratoire.

Le poumon et la trachée se développent a partir d’'un groupe de cellules pro génitrices Nkx2.11et

localisé dans la partie antérieure de 'endoderme. Le tube digestif primitif va se séparer dans sa partie

antérieure un tube antérieur qui donnera |

a trachée et les bourgeons pulmonaires primitifs et en un

tube postérieur, 'cesophage relié au systéme digestif.

D’apres Volckaert et al.(176)

Une division asymétrique va ensuite conduire a la formation d’'un poumon gauche et

d’'un poumon droit. Un épithélium dérivé de I'endoderme va progressivement se

différencier en épithélium respiratoire.

Il existe 4 stades dans le développement pulmonaire :

Le stade pseudo-glandulaire (E9.5 a 16,6) qui au cours duquel se développe
I'arbre respiratoire bronchique et bronchiolaire. Ces phénomenes reposent en
partie sur les interactions entre le mésenchyme pulmonaire et I'épithélium
respiratoire pseudo-glandulaire.

Le stade canaliculaire (16eme a la 24eme semaine de gestation chez
'homme E16.6 a E17.4 chez la souris) au cours duquel se forment les
bronchioles terminales et la vascularisation pulmonaire conduisant a la

formation des échangeurs gazeux avec 'apparition des Pl et des PII
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- Le stade sacculaire (24eme semaine a la 36eme semaine de gestation chez
'homme, de E17.4 a P5.5 jours post natal chez la souris) durant lequel se
mettent en place les sacs alvéolaires terminaux et la vascularisation
alvéolaire. Ces changements s’accompagnent d’'une forte diminution du
volume mésenchymateux et d’'une diminution de I'épaisseur de la membrane
alvéolaire. Les Pl et les Pl sont a ce stade bien identifiables

- Le stade alvéolaire (36eme semaine de gestation jusqu’a I'adolescence, P5 a
P30 chez la souris) qui correspond a la maturation des parties distales des
bronches et des alvéoles. A ce stade ces derniéres sont composées de Pl et
de PIl qui reposent sur une membrane basale, au contact de 'endothélium.
Bien que les alvéoles soient formées a la naissance, leur maturation
commence durant la période post natal. En effet, il y aurait environ 20 millions
de ces alvéoles primaires a la naissance et se chiffre serait de 300 millions a
I'age de 8 ans. Ce nombre reste ensuite constant. En revanche, leur volume

augmente avec celui de la cage thoracique au moment de I'adolescence.

1.3.2 Les voies de signalisations impliquées dans le développement

pulmonaire et réactivées au cours de la FPI

La compréhension des voies de signalisation impliquées dans le
développement pulmonaire s’est grandement améliorée au cours des 20 derniéres
anneées. Les voies du TGFf3, de Wnt, hedgehog, Notch et la voie des FGFs sont
fortement impliquées dans ce processus alors qu’elles sont normalement
quiescentes a I'dge adulte. Elles sont réactivées de fagon physiologique et aigue au
décours d’'une agression ou de fagon pathologique et chronique au cours de
pathologies pulmonaires liées a la senescence (177).
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Figure 12 : Les voies de signalisation principales impliquées dans le développement

Le développement pulmonaire murin débute au jours 9.5 avec la formation des deux bourgeons
pulmonaires primitifs. L’acide rétinoique active la voie SHH qui a son tour induit la voie Wnt2/2B qui
régule I'expression de Nkx2.1, facteur a I'origine de la formation de ces bourgeons.

FGF10 tient un réle central dans la formation des voies aériennes. FGF 10 est induit par Wnt5a. Ce
phénomeéne est régulé par l'inhibition liée a la voie SHH via BMP4 et Sprouty 2.

Durant l'alvéologénése, la voie Notch et la voie du TGFR sont nécessaires a la formation des alvéoles
pulmonaires, a la différenciation des PIl alors que FGF10 est nécessaire a la production de surfactant
par les Pll. D’aprés Chanda et al, (177). RA: Acide retinoique, FGF: Fibroblast Growth Factor, SHH:
Sonic Hedgehog, PDGF: Platelet derived growth factor, PF: fibroblaste pulmonaire, AMYF:
myofibroblaste
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* Lavoie du TGFB et des SMADs
Le Transforming growth factor — 3 (TGF[3) est membre d’'une famille

comprenant une trentaine de facteurs protéiques.(178) Il existe 3 isoformes du
TGF, impliquées dans le développement pulmonaire et deux récepteurs (TGFBR1
et R2). Ces facteurs se lient a leur récepteur membranaire conduisant a la
dimérisation des récepteurs, a I'activation de la tyrosine kinase et a celles de
plusieurs voies de signalisation : une voie SMAD dépendante (canonique) et une
voie SMAD indépendante (non canonique). Les protéines SMADs sont au nombre de
8 chez les mammiféres mais seuls SMAD 2 et 3 sont des facteurs de transcriptions
qui vont induire I'expression de géne cible du TGFf. lls sont fortement impliqués
dans la régulation de la ramification pulmonaire au cours du développement (179).

Le TGFp et les SMAD 2 et 3 tiennent une place centrale dans la fibrogénése
pulmonaire, notamment en induisant la différenciation de fibroblastes pulmonaires en
myofibroblastes. La liaison du TGF[3 a son récepteur va conduire a la translocation
nucléaire SMAD 2 et SMAD 3 et a la transcription de nombreux génes pro fibrosants
tels QUACTA 2, COLA1, COLA2, COL3A1. Le TGFp induit donc une accumulation
de protéines de matrice extra cellulaire via une augmentation de leur synthése et

inhibant leur dégradation de cette matrice par les métalloprotéinase (180).

* Lavoie WNT/ B catenine

Cette famille est composée de 19 glycoprotéines qui se lient a la surface
membranaire a des récepteurs appelés Frizzled. |l existe 10 récepteurs Frizzled
codés par 9 génes. La liaison ligand récepteur conduit a l'inhibition de la
phosphorylation de la 3 catenine et a sa translocation nucléaire. Elle va alors induire
plusieurs génes impliqués dans la régulation des métalloprotéinases, du cycle
cellulaire ou de facteurs de croissance angiogéniques (181).

La voie Wnt est impliquée de fagon trés précoce dans le développement
pulmonaire et notamment dans la formation de la trachée et des bourgeons
pulmonaire primaires via le facteur de transcriptionNkx2.1.(182) Elle est également
impliquée dans la phase pseudo-glandulaire notamment en induisant la synthése de
FGF10 et de BMP-4 afin de permettre la formation des bronches (183).
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Dans la FPI, plusieurs travaux ont rapporté une réactivation anormale de cette
voie (184). Alors que I'expression de la 3 catenine est normalement limitée aux
cellules endothéliales et épithéliales, il existe une accumulation de cette protéine
dans les noyaux de cellules épithéliales alvéolaires lésées et dans les foyers
fibroblastiques. Plusieurs études ont également rapporté une augmentation de
I'expression de certains de ses membres (Wnt1, Wnt7b, Wnt10b) ou récepteurs
(Frizzled-2,-3) dans le poumon fibreux (185). Cette voie est directement impliquée
dans la différenciation , in vitro (186) mais également in vivo. L'inhibition de cette
voie de signalisation (via un ARN interférent ou via un inhibiteur de la transcription de
la Beta catenine) conduit a I'atténuation de I'extension de la fibrose pulmonaire
induite par la bléomycine notamment en prévenant la différenciation

myofibroblastique (187) .

* La voie Sonic Hedgehog

La voie hedgehog est impliquée dans la morphogenése de nombreux organes.
Sonic Hedgehog (SHH) est le ligand de cette voie le plus exprimé au niveau
pulmonaire. La liaison a son récepteur Patched 1 (PTCH1) conduit a la libération de
la protéine G transmembranaire SMO située au niveau du cil primaire et permet la
libération des facteurs de transcriptions Gli et leur translocation (188).

Durant le développement pulmonaire, SHH est exprimé par la partie ventrale de
'endoderme a partir de E10 chez la souris alors que son récepteur PTCH1 et les Gli
sont exprimés a partir de E11.5. SHH joue un réle central dans la formation des
bourgeons pulmonaires primaires en induisant I'expression de Wnt2/2b et de BMP-4.
SHH est également impliqué lors de la phase pseudo glandulaire en inhibant la
sécrétion de FGF10 et favorise la prolifération et la différenciation des cellules
mésenchymateuses (188).

Il existe une augmentation de I'expression de SHH et de ses effecteurs dans
I'épithélium alvéolaire altéré et dans les zones de fibroses au cours de la FPI (189).
Cette augmentation est également observée dans les modéles murins de fibrose
pulmonaire. D’autre part, I'inhibition pharmacologique de Gli était associé a une
diminution de la fibrose dans ces modéles induits par la bléomycine (190) .

e La voie Notch
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. Cette famille est composée de 4 récepteurs Notch et de 5 ligands (Jagged1-2,
delta-like cannonical Notch ligands (DIl1, DII3 et DIl4) (191). La liaison ligand
récepteur va induire un clivage de du domaine intra cellulaire du récepteur ce qui va
en retour induire I'expression de genes cibles de cette voie de signalisation tels que
c-Myc, p21 (192).

Cette voie est impliquée dans la formation des bourgeons pulmonaires primitifs et
de fagon plus tardive lors de I'alvéologenése. Son inactivation conduit a une
altération de la synthése de surfactant, a une diminution du nombre d’alvéoles et a
des lésions emphysémateuses (193).

A I'age adulte, cette voie est impliquée dans ’homéostasie des niches de cellules
progénitrices alvéolaires, en particulier lors des agressions, et donc dans les
phénoménes de réparation alvéolaire (194), (98). Il existe une réactivation de cette
voie de signalisation au cours de la FPI (195). L’inhibition de la voie Jagged1/Notch1
dans les cellules mésenchymateuses est associée a une diminution des lésions de

fibrose induite par la bléomycine (195).

* Interaction entre la voie du TGFR et les voies impliquées dans le

développement pulmonaire au cours de la FPI

La voie du TGF[ semble jouer un rdle central activant et orchestrant la
réactivation de ces voies (180). Le TGFR amplifie la signalisation de la voie Wnt au
cours de la FPI (196). Son inhibition (via I'administration de SMAD7, inhibiteur de la
voie canonique) induit une dégradation de la 3 catenine et conduit a une extinction
du signal Wnt (197). L’extinction de cette voie prévient la fibrose induite par la
bléomycine chez la souris (198).

Plusieurs travaux ont rapporté une synergie entre la voie Notch et la voie
TGFR (196). Une perte de la signalisation de cette voie dans des cellules
musculaires sénescentes est associée a une diminution de la signalisation TGF-
B/SMAD-3 (199). Au niveau pulmonaire, I'interaction entre les voiesJagged-1/Notch
et TGF-B1/SMAD amplifie la différenciation myofibroblastique dans des modéles
murins de fibrose pulmonaire (200), (201). Ces travaux suggerent un effet
synergique de la voie Notch sur la voie du TGF 3

La voie Sonic Hedgehog régule de fagon positive la prolifération, la migration

et la survie des fibroblastes pulmonaires (202). La voie TGFR/SMAD active

54

Aurélien JUSTET
These de Doctorat - 2020
Implication de FGF9 et de FGF19 dans la Fibrose Pulmonaire Idiopathique



I'expression des facteurs de transcriptions Gli 1 et 2, deux effecteurs de la voie SHH
(203). Cette activation est associée a une diminution de I'expression par les
fibroblastes pulmonaires de FGF10, impliqué dans 'homéostasie et la réparation de
I'épithélium alvéolaire .(204). FGF10 est un membre de la famille des Fibroblast
Growth Factors. Dans la suite du manuscrit nous allons détailler I'implication de cette

voie dans le développement pulmonaire et dans la FPI.
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Alhveolar Lumsen

Figure 13 Interaction entre I'épithélium et le mésenchyme en condition physiologique
et lors de la fibrose pulmonaire impliquent la réaction des voies du développement

pulmonaire :

Partie haute : Au cours d’'une agression alvéolaire, existe une réactivation des voies Wnt, Notch,
SHH, FGFs sous I'action du TGFR, synthétisés par les macrophages alvéolaires et par les cellules
épithéliales alvéolaires. Ceci va conduire a activation des voies SHH et Wnt au niveau épithélial
induisant la différenciation des fibroblastes pulmonaires en myofibroblastes. Ces phénoménes sont
régulés amplifié par la voie Noth. En retour il existe une production de FGF10 par les cellules
mésenchymateuses. Le FGF10 joue un rble central dans la réparation épithéliale notamment en
régulant la différenciation et la prolifération des cellules progénitrices. L’activation de cette voie cesse
aprés la restitution ad integrum de I'épithélium alvéolaire.

Partie basse : Dans le cadre de la fibrose pulmonaire, il existe une réactivation aberrante et
chronique de ces voies qui conduit a une prolifération continue des myofibroblastes et a une
accumulation de protéines de la MEC. Les voies du TGFR et de SHH inhibent la production
mésenchymateuse de FGF10 et donc la différenciation de cellules progénitrices épithéliales. Dans
cette figure, la perturbation de ce signal est figurée par les fleches. Elles sont pleines en cas de fort
signal, en pointillé en cas de signal faible. D’aprés Chanda et al.(177)
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3. Les FGFs, le développement et la FPI.

Les FGFS sont une famille de polypeptides trés conservés tout au long du
régne animal. Leur activité biologique est médiée par les FGF récepteurs qui ont une
activité tyrosine kinase. Cette voie de signalisation est fortement impliquée dans
| ‘embryogénése de nombreux organes mais également dans I'homéostasie et la

réparation tissulaire a 'dge adulte (205).

3.1 La famille des FGFs

3.1.1 Les FGFs

Les FGF sont des protéines monomériques de 17 a 34 kDa regroupées au
sein d'une famille multigénique formée a ce jour de 22 facteurs (134). Les FGF sont
composes d'une région centrale dite "core", fortement conservée entre les différents
FGF, qui permet la liaison aux récepteurs de haute affinité (les FGFR) et aux
récepteurs de basse affinité (les protéoglycanes). La majorité des FGF possédent un
peptide signal en N-terminal facilitant leur sécrétion vers le milieu extracellulaire mais
ils sont parfois internalisés avec une localisation nucléaire ou nucléolaire (135).
Chaque FGF peut se lier a plusieurs FGFR et réciproquement, chaque FGFR peut
lier plusieurs FGF (208).

La famille des FGF régule un grand nombre de processus biologiques
notamment dans le développement embryonnaire et 'homéostasie tissulaire. Ainsi,
les FGF sont impliqués de nombreux processus biologiques fondamentaux tels que
la prolifération, la survie, la migration, la différenciation et le métabolisme cellulaire
(120). Durant 'embryogénése, plusieurs FGF exercent un rdle central lors de la
gastrulation, dans la différenciation de la masse cellulaire interne, induisant le
lignage endodermique a lorigine de [I'épithélium digestif et respiratoire. Plus
tardivement dans le développement, au cours de I'organogénése, la signalisation

FGF est impliquée de fagon quasi ubiquitaire, jouant un rdle-clé dans l'interaction
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entre cellules épithéliales et mésenchyme et donc dans la formation des bourgeons
des membres, dans I'organogénése de nombreux organes dont le poumon (209).

A I'age adulte, cette famille est fortement impliquée dans les processus de
réparation tissulaire. Ainsi, il a été montré que la perte de fonction de certains FGF
ou FGFR affecte certains processus de réparation tissulaire nhotamment au niveau
cutané ; a linverse l'activation de certains membres pourrait favoriser le processus
de cicatrisation(136)

Il existe 7 sous familles de FGF secrétes définies par des fonctions communes et
des similitudes de séquence - chacune comprenant un a cinq membres (Figure 14).

* La sous famille FGF1 comprend FGF1 et FG2. Bien que ces protéines n'aient

pas de signal d’adressage extra cellulaire, elles sont tout de méme secrétées

a travers la membrane cytoplasmique. Ce phénoméne pourrait mettre en jeu

une interaction avec HSP90. FGF1 aurait une action nucléaire et serait

impliqué dans la régulation du cycle cellulaire, de l'apoptose et de la
différenciation cellulaire. FGF1 est le seul FGF capable de se lier a tous les

FGF récepteurs

* La sous famille FGF4 comprend FGF4, FGF5 et FGF6. Toutes ces protéines

sont secrétées. Leur domaine N terminal est clivable et peut se lier isoformes

et a FGFR4

* La sous famille FGF7 regroupe FGF3, FGF7, FGF10 et FGF22; lls activent

préférentiellement les isoformes llib de FGFR2

* La sous famille FGF8 regroupe FGF8, FGF17 et FGF18 qui activent les

isoformes lllc de FGFR1-3 et de FGFRA4.

* Les sous familles FGF9 (contenant FGF9, FGF16 et FGF20) et FGF19
(contenant FGF19, son orthologue murin FGF15, FGF21 et FGF23) seront décrites
plus tard dans le manuscrit

* Enfin, il existe des FGF intra cellulaires regroupés dans la sous famille FGF11
qui comprend FGF11, FGF12, FGF13, FGF14. Ces FGFs non secrétés, n'ont pas
d’interaction avec les FGFRs et sont impliquées dans le développement neuronale,

dans I'excitabilité des neurones et des cardiomyocytes chez I'adulte.(211)
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Tous les FGFs secrétés ont une activité paracrine, hormis la sous famille des FGFs
19 qui ont une activité endocrine et la sous famille des FGF11 qui ont une action
intracellulaire pure. Les FGFs agissent via I'activation de récepteurs (FGFR)

Cofactor: Heparin/Heparan sulfate
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Figure 14: La famille des FGFs,

(a) Les analyses phylogénétiques suggérent que les 22 génes codant pour des FGF peuvent étre
classés en 7 sous familles contenant chacunes 2 a 4 membres. La longueur des branches de cette
figure est proportionnelle a la distance d’évolution entre chaque géne.

(b) Représentation schématique des protéines FGFRs. Les FGFRs sont des protéines d’environ 800
acides aminés composées de plusieurs domaines incluant 3 domaines extra membranaires
immunoglobuline —like (I, I, et 1ll), un domaine transmembranaire (TM) et deux domaines intra
cellulaires (TK1 and TK2). SP est une séquence de signal qui est clivée. |l existe 4 récepteurs
transmembranaires, Fgfr1-Fgfr4. Pour Fgfr1—Fgfr3 il existent des variants liés a I'épissage alternatif
des domaines lll, conduisant a la formation d’isoformes lllb and llic, qui conditionnent I'affinité du
ligand. D’aprés Ornitz et al. (209)
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3.1.2 Les FGFRs

Les FGFRs présentent 3 domaines extracellulaires immunoglobulines like
(D1-D3), un domaine transmembranaire et un domaine intracellulaire avec activité
tyrosine kinase. D1 est impliqué dans l'auto-inhibition du récepteur alors que les D2
et D3 sont impliqués dans la liaison spécifique au ligand. Il existe 4 récepteurs
différents aux FGFs : FGFR1, 2, 3 et 4, codés par 4 génes distincts. L'existence d'un
épissage alternatif au niveau du domaine immunoglobuline-like IlI aboutit a la
production de 2 isoformes différentes : l'isoforme -b a expression épithéliale et
I'isoforme -c a expression mésenchymateuse. Cet épissage alternatif s’applique pour
FGFR1, 2 et 3 mais pas pour FGFR4.

Chaque FGF se lie soit a des isoformes épithéliaux soit a des isoformes
mésenchymateux sauf le FGF1 qui peut se lier a tous les FGFR (Figure 14), (134).
La liaison d’un FGF paracrine a un FGFR nécessite la présence d’'un co-récepteur
héparane sulfate pour les FGFs paracrines et a ou p Klotho(138) pour les FGFs
endocrines. La spécificité des différents FGF pour leurs récepteurs a été étudié, in
vitro, a partir de la mesure d’une activité mitogénique induite ou d’'une mesure directe
de I'affinité aux FGFRs. L'utilisation de lignées cellulaire de type BaF3 et L6 myoblast
a été particulierement utile car ces cellules n'‘expriment que tres faiblement les
FGFR. La transfection de ces cellules avec différents variants de FGFR (Fgfr1b, 1c,
2b, 2c, 3c, 4) a permis d’étudier I'activité mitogénique de tous les FGFs secrétés, en
présence ou en I'absence d’héparine (208), (213), (214) .

L’existence de ces différents variants (les isoformes b et c) conditionne
I'affinité spécifique des différents FGFs. L’expression différentielle de ces isoforme,
meésenchymateuse, ou épithéliale, est déterminante pour le développement de
nombreux organes comme les membres, la peau, ou le développement pulmonaire
(211).
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Sous Famille FGF Co récepteur Specificité récepteur
Sous famille FGF1 | FGF1 ™ :l Tous les FGFRs
FGF2 ] FGFR 1¢, 3c>2¢, 1b, 4
FGFR 1c, 2c>3c>4

Sous Famille FGF7 | FGF3

FGF7 FGFR 2b >1b

+ héparane
FGF10
sulfate ou

FGF22 héparine -
Sous Famille FGF8 FGF8

FGF17 FGFR

FGE18 3cx4>2c>1c>>3b
Sous Famille FGF9 | FGF9

FGF1l6 FGFR 3c>2c>1c,3b>4

FGF20 - ]
Sous Famille FGF19 | FGF15/19 ] ] FGFR 1c, 2c, 3c, 4

+ [ Klotho
FGF21 - ] FGFR 1c, 3c
EGE23 :l + o Klotho ] FGFR 1c, 3¢, 4

Tableau 2 : Affinité des FGF pour leurs récepteurs :

Les six sous familles de FGFs utilisent des co récepteurs héparane sulfate/ héparine ou klotho (alpha
ou B). Ces données sont issues de expériences utilisant des myoblastes n’exprimant pas de FGF
récepteurs et transfectés avec des varient de FGFrs

3.1.3 Les co récepteurs des FGFRs

* Les proteoglycans de type héparane sulfate
L’héparane sulfate (HS) est un co-facteur de la voie canonique ou paracrine des
FGFs. C’est dans les années 80, qu’il a été démontré que I'héparine potentialisait
'action de FGF1 ainsi que son affinité pour le récepteur. HS est une longue chaine
d’hydrate de carbone qui peut se lier de fagon covalente a différentes protéines
transmembranaires (les syndecans) ou a des protéines localisées dans la matrice
extra cellulaire. HS peut se lier soit aux FGFS, soit aux FGFRs.HS augmente
I'affinité¢ de I'un pour l'autre. Ce complexe FGF-HS-FGFR (1:1:1) conduit a un
changement conformation et & une dimérisation (2 :2 :2). Cette dimérisation permet

d’activer les domaines tyrosine kinase et donc d’activer une voie de signalisation
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Cette dimérisation du récepteur qui permet la phosphorylation des domaines
intracellulaires tyrosine kinase et I'activation de 3 voies de signalisation (120) :

- RAS-MAPK impliquée dans la prolifération cellulaire

- PISK-AKT qui promeut la survie cellulaire

- PLCy1 qui favorise la motilité cellulaire

HS est un composant de la MEC et peut également séquestrer certains FGFs
notamment pour former des gradients de concentrations comme on peut le voir avec
FGF7 et FGF10 lors du processus de ramification de I'arbre bronchique.

* La famille Klotho

La famille Klotho est composée de 3 membres a, B, y. Ces protéines
transmembranaires ont une partie intra cytoplasmique de fonction inconnue et une
partie extra membranaire. Cette derniere partie est composée de deux domaines
KL1 et KL2. Ces protéines sont des co-facteurs de la liaison des FGFs endocrines a
leur récepteur (215).

B klotho est une protéine exprimée de fagcon prédominante dans le foie et le tissu
adipeux. C’est un cofacteur de FGF19/15 et de FGF21 pour la liaison au récepteur
FGFR4. Parmi les FGFRs, FGFR4 est le seul récepteur de cette famille capable de
lier a la fois des FGFs paracrine et des FGFs endocrine en fonction de la présence

ou de I'absence des co récepteurs héparane sulfate ou klotho(216).

3.1.4 Régulation de la voie de signalisation

* Les inhibiteurs de la voie de signalisation

Sprouty (SPRY) est un inhibiteur intra cellulaire de récepteur a activité tyrosine
kinase incluant les FGFR, les VEGFRs les PDGFRs et les NGFR. Cette famille est
composée de 4 membres SPRY 1-4, exprimés au cours de la vie embryonnaire et
adulte. Dans la voie de signalisation des FGFS, SPRY inhibe I'activation de la voie
RAS MAP kinase. Leur dérégulation est souvent observée dans des pathologies
canceéreuses ou auto-immunes (217).

SEF (similar expression to Fgf) est une protéine transmembranaire qui a une

action antagoniste dans la voie de signalisation des FGFs. Elle se lie a la protéine
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MEK, empéchant la dissociation du complexe formé par MEK-MAPK et la
translocation nucléaire de la forme phosphorylée de ERK (218).
* La régulation de la réponse cellulaire apres l'activation de FGFR

Il est important de souligner que la réponse cellulaire a I'activation de la voie FGF
varie d’un type cellulaire a un autre. D’une part, le signal induit est dépendant du
nombre de FGFR présents a la surface cellulaire mais également de I'intégration du
signal des différents de FGFR activés. A titre d’exemple, FGF1 stimule les cellules
épithéliales conduisant a une ramification bronchique au cours de développement
pulmonaire alors que I'expression de FGF7 conduit a la formation de kystes a partir
de ces mémes cellules. Cette différence peut s’expliquer par le fait que FGF1 active
FGFR2 et FGFR4 alors que FGF7 n'active que FGFR2. D’autre part, différentes
voies de signalisation intra cytoplasmique peuvent étre activées aprés la liaison FGF-
FGFR. FGF7 et FGF10 appartiennent a la méme sous famille et présente de
nombreuses similarités. Cependant leur liaison au récepteur FGFR2b induit dans un
cas la migration cellulaire et dans l'autre une prolifération cellulaire et une
dégradation du récepteur pour une raison qui demeure encore incomprise (219),
(220).

3.2 Role des FGF et FGFR dans le développement

pulmonaire

Plusieurs membres de cette famille, ligands et récepteurs, jouent un réle
central dans le développement pulmonaire notamment dans la maintenance du pool
de cellules progénitrices, dans la différenciation des cellules épithéliales et
mésenchymateuses et dans le phénoméne de branching et dans la morphogénése.
Plusieurs ligands interviennent dans ces processus comme FGF7, FGF8, FGF9,
FGF10, et FGF18. L'implication de FGF9 dans le développement pulmonaire ne sera
pas détaillée dans ce chapitre.

Parmi ces ligands, seul FGF10 est absolument nécessaire a la formation du
bourgeon pulmonaire initial (221). Les souris déficientes en Fgf10 ou en son principal
récepteur Fgfr2b vont présenter une agénésie pulmonaire (222), (223) ; en revanche
le développement trachéal est préservé chez ces souris.
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Fgf10 est exprimé au niveau mésenchymateux et active le récepteur Fgfr2b
exprimé par les cellules épithéliales. Cette liaison induit la transcription du facteur de
transcription Nkx2. 1, nécessaire a la formation du bourgeon pulmonaire (221). De
plus Fgf10 contribue au maintien des cellules progénitrices pulmonaires dans un état
indifférencié (224). Certaines de ces cellules expriment Fgf10,et c’est ce pool qui va
conduire a la formation des cellules musculaires lisses autour des bronches et des
vaisseaux (225). Enfin, une inactivation conditionnelle de Fgf10 ou de son récepteur
Fgfr2 aprés la formation du bourgeon pulmonaire conduit a une inhibition du
branching (226).

L’expression de Fgf7 est détectée au niveau pulmonaire a partir de E14.5 au
niveau du mésenchyme (227). L'inactivation de Fgf7 n’affecte pas la morphogénése
pulmonaire du fait de la compensation de son expression par d’autres Fgfs comme
Fgf10 (227). La surexpression épithéliale de Fgf7 augmente la taille du poumon,
induit une prolifération épithéliale anormale et conduit a la formation de kystes (228).

Fgf8 et Fgf18 sont deux membres de la méme sous familles, tous deux
exprimés par I'épithélium lors du développement pulmonaire. En revanche, la
déficience de ces Fgfs conduit a des phénotypes différents. En effet, les souris
FGF 18 déficientes présentent une hypoplasie pulmonaire associées a une diminution
de la prolifération et de la différenciation des cellules épithéliales (229). Alors que les
souris Fgf8 déficientes vont présenter une hyperplasie pulmonaire associée a une
prolifération des cellules mésenchymateuses et des cellules épithéliales alvéolaires
associées a des anomalies dans la différenciation cellulaire (230)

Le récepteur FGFR4 n’est pas indispensable pour un développement
pulmonaire normal. (231). Les souris déficientes pour Fgfr4 présentent une
morphologie pulmonaire normale a la naissance et en post natale. En revanche
I'absence concomitante de Fgfr4 et de Fgfr3 engendre des anomalies de septation
des alvéoles pulmonaires liée a une accumulation d’élastine. Ce récepteur est

impliqué dans 'autophagie et notamment au niveau osseux (232).
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3.3 Implication de I’'axe FGF/FGFR dans la fibrogéneése

pulmonaire

De nombreux travaux ont rapporté l'implication des FGF dans la FPI.
Cependant l'effet exact de ces ligands et récepteurs au cours de la maladie est
complexe et dépend probablement d’un type voire d’'un sous type cellulaire. Ainsi
I'effet de certains FGFs pourrait étre anti ou pro fibrosant ou les deux. Les données
probablement les plus robustes proviennent de I'effet de I'inhibition des récepteurs

de cette famille.
3.3.1 Les FGF récepteurs

Comparativement a un poumon sain, il existe une augmentation de
'expression des isoformes c (expression mésenchymateuse) des FGFR ainsi qu’une
diminution des isoformes b (expression épithéliale) dans le poumon de patients
atteints de FPI(233). Dans une étude récente, une perte inductible de I'expression
des récepteurs FGFR1-3 au niveau du mésenchyme pulmonaire était associé a une
diminution des Iésions de fibrose induite par la bléomycine (234) Bien que FGFR 1, 2
et 3 soient des cibles du nintedanib, un inhibiteur de tyrosine kinase validé comme
traitement anti fibrosant (135), le réle pro ou anti fibrosant de ces différents
récepteurs et isoformes reste encore a caractériser.

Récemment il a été montré que le récepteur FGFR2 était nécessaire a la
réparation aprés une agression alvéolaire et conditionnait la survie de souris
présentant une fibrose pulmonaire induite par la bléomycine (235) . A linverse, un
travail a montré que linhibition de FGFR2c prévenait, in vitro, I'expression de
marqueur de différenciation myofibroblastique ,induite par le TGFR , par des cellules
épithéliales alvéolaires ou des fibroblastes pulmonaires humains (236). Cet effet
s’expliquait par une diminution de I'expression du récepteur du TGFR, en favorisant
son adressage au protéasome et sa dégradation. Cet effet anti fibrosant a été
confirmé in vivo (237).Ces données laissent a penser que le ciblage des FGFRs
localisés au niveau mésenchymateux pourrait étre bénéfique dans la FPI. Alors que
I'inhibition de ces récepteurs a un effet anti fibrosant, la plupart des FGFs ont une

action anti fibrosante (Tableau 3).
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3.3.2 Les FGF

Ce paradoxe des FGF est bien illustré par FGF1, capable de se lier a tous les
FGFRs. L'expression de FGF1 est augmentée dans le sérum et au niveau de
I'épithélium alvéolaire de patients atteints de FPI (238). Récemment, il a été montré
in vitro, que FGF1 prévenait I'expression marqueurs myofibroblastique, par des
cellules épithéliales alvéolaires et des fibroblastes pulmonaires humains, issus de
contrbles et de patients atteints de FPI, induite par le TGFf. Dans un modéle murin,
la surexpression de FGF1 viro-induite, diminuait 'extension de la fibrose pulmonaire
murine. Cette action serait en partie médiée par FGFR1 qui serait aussi impliqué
dans les propriétés anti fibrosantes de FGF2. En effet, FGF2 prévenait la
différentiation myofibroblastique de fibroblastes pulmonaires de patients atteints de
FPI ou de contrdle. In vivo, la surexpression de FGF2 était associée a une diminution
de la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine (239). Une étude a également
rapporté un role protecteur de FGF2 sur I'épithélium alvéolaire apres une agression
pulmonaire par le la bléomycine ou du naphtaléne chez la souris (240) .

L’'implication de la sous famille FGF7 a particuliérement été étudiée dans la
FPI. L’administration de FGF7 (ou KGF) par voie intra-trachéale chez le rat est
associée a une diminution des lésions de fibrose induite par la bléomycine dans un
schéma d’administration préventif. Cet effet protecteur s’accompagne de la
prolifération des pneumocytes de type Il (241). Concernant le FGF10, son
expression est diminuée au niveau de I'épithélium alvéolaire de patients présentant
une FPI d’évolution progressive comparativement a ceux présentant une forme
stable de la maladie (177).De fagon similaire a son action au cours du
développement pulmonaire, FGF10 peut cibler les cellules épithéliales alvéolaires en
maintenant la régénération des PIll et en prévenant leur apoptose induite par le
stress oxydatif. Cet effet protecteur touche aussi le mésenchyme (242). La
surexpression du FGF10 durant les phases inflammatoire et fibrosante prévient la
fibrose pulmonaire induite par la bléomycine chez des souris déficiente pour Fgf10
(243).

Plus récemment, I'implication des FGFs endocrine, FGF21 et FGF23 a
également été étudiée au cours de la fibrogénese pulmonaire. Dans un modéle

murin de fibrose pulmonaire, la surexpression de FGF21 diminuait les Iésions de
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fibrose pulmonaire murine induite par la bléomycine. L’action anti fibrosante de
FGF21 pourrait s’expliquer la diminution du stress oxydatif notamment sur les
cellules épithéliales alvéolaires (244). La concentration plasmatique de FGF23 est
augmentée chez les patients atteints de FPI comparée a des patients contrbles. Son
expression était aussi augmentée chez la souris aprés administration de bléomycine.
Bien que le FGF23 ne prévienne pas la différentiation myofibroblastique induite par
le TGF, son administration associée au co récepteur klotho diminuait 'extension de

la fibrose pulmonaire chez la souris (245)
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Récepteur
Homme Souris/Rat
impliqué
- Augmenté dans la FPI - Diminution de la fibrose FGFR1
- Prévient la différentiation | induite par la bléomycine
FGF1 | myofibroblastique
des fibroblastes
pulmonaires et de PlI
- Prévient la différentiation | - Diminution de la fibrose FGFR1
myofibroblastique induite par la bléomycine
FGF2 | des fibroblastes - Réparation de I'épithélium
pulmonaires alvéolaire, utilisation de souris
déficientes pour FGF2
- Prévient 'apoptose de PII | - Diminution de la fibrose FGFR2
FGF7 |, lignée A549 induite par la bléomycine
- Prolifération des PlI
- Diminué dans la FPI - Diminution de la fibrose FGFR2
EGE10 | - Prévient 'apoptose des induite par la bléomycine ou
Pl et induit leur post irradiation
prolifération
- Inhibe la prolifération des FGFR3
fibroblastes pulmonaires
- Augmente la migration
des fibroblastes
pulmonaires
- Prévient la différentiation FGFR3
myofibroblastique
FGF9 | - Augmente la migration
des fibroblastes
pulmonaires
Diminue le stress oxydatif | Diminution de la fibrose induite ?
des PIl (A549) par la bléomycine
- Augmenté dans la FPI - Augmenté par ?
- Ne prévient pas la 'administration de bléomycine
différentiation - Diminution de la fibrose
myofibroblastique induite par la bléomycine
Tableau 3 : Implication des FGF dans la fibrogénése pulmonaire
Au total, il existe une forte implication de la famille des FGF dans la

fibrogénése pulmonaire. Au cours de mon travail de thése, mon attention s’est

focalisée sur I'implication de deux membres, FGF9 et FGF19 dans ce processus.
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4- Le Fibroblast Growth Factor 9

Le FGF-9 est une protéine de 23kDa qui appartient a la sous famille FGF9 qui
comprend également le FGF16 et le FGF20 (Figure 14) qui agissent de fagon
paracrine. Les peptides de cette sous famille ont la particularité d’avoir une séquence
N terminale hydrophobe. Celle-ci agit comme un signal de non clivage lors du
transport dans le réticulum endoplasmique et la sécrétion par les cellules (246). Les
membres de cette sous famille activent les variants lllb de FGFR3, FGFR4 et les
variants lllc de FGFR1, 2, 3. Plusieurs pathologies liées a des mutations du géne
FGF9 ont été décrites chez 'homme. Le syndrome des synostoses multiples est une
pathologie autosomique dominante liée a une mutation non-sens de FGF9. Cette
mutation engendre une diminution de la liaison FGF9-a son récepteur et aboutit a
une proliféeration chondrocytaire, une augmentation de différenciation des
ostéoblastes et a une minéralisation de la matrice osseuse conduisant a une fusion
des articulations (247). Le syndrome des cellules de Sertoli seules est lié a une
mutation du promoteur du géne de FGF9. Cette mutation une nette diminution de
I'expression de FGF19 par les cellules de Sertoli. Ceci a pour conséquence un
hypogonadisme, une atrophie testiculaire, une azoospermie (248)

4.1 Implication de FGF9 dans le développement pulmonaire

Le FGF9 est impliqué dans le développement de nombreux organes. Les
souris déficientes pour FGF9 ne sont pas viables du fait d’'une hypoplasie des cavités
cardiaques, de lintestin gréle, du caecum, du rein et de l'oreille interne. De plus ces
souris vont présenter des anomalies de développement au niveau squelettique et au

niveau de l'oreille interne (249).

Le FGF-9 est indispensable au développement pulmonaire normal. Les souris
knock-out (KO) présentent une hypoplasie pulmonaire et meurent durant la période
périnatale (250).

Lors du développement pulmonaire, FGF-9 est a la fois exprimé par I'épithélium et le

meésothelium et conduit a la différenciation mésenchymateuse via la voie de
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signalisation Wnt/B-caténine.(251). A partir de E12.5 son expression est
exclusivement mésothéliale (252), (253).

Au niveau meésothélial, Fgf9 contrble Ila prolifération des cellules
mésenchymateuses localisées dans les régions sous pleurales via l'isoforme c des
récepteurs FGFR 1et 2 (251) ,. Les souris déficientes pour Fgf9 présentent une
diminution de la prolifération mésenchymateuse, une ramification bronchique
anormale deés le stade pseudo-glandulaire (250). Fgf9 induit la différenciation des
cellules mésenchymateuses exprimant du Fgf10 et inhibe la formation des cellules
musculaires lisses situées autour des bronches (252).

Au niveau épithélial, il participe a la régulation de la ramification bronchique en
activant de fagon autocrine les FGFR présent au niveau épithélial et en activant la

voie SHH impliquée dans la prolifération et la différenciation épithéliale (250), (254).
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Figure 15 : Les souris déficientes pour Fgf9, (Fgf9”") développent une hypoplasie

A) Les cellules mésothéliales secretent FGF9 qui se lie aux récepteurs FGFR1C et FGFR2C localisés
dans le mésenchyme et qui régule la prolifération mésenchymateuse ainsi que I'expression de Wnt2a.
(b) La voie de signalisation R catenine au niveau du mésenchyme est nécessaire pour I'expression
mésenchymateuse des FGFR et donc I'action de FGF9 (c) La voie de signalisation des FGFR régule
la prolifération mésenchymateuse sous la dépendance de la voie WNT/B-catenine. En I'absence
d’expression mésenchymateuse des FGFR, la voie WNT/ (3 -catenine ne peut induire la prolifération
mésenchymateuse. (d) Wnt7b, est exprimé par I'épithélium bronchique et régule I'expression
mésenchymateuse de B -catenine. (e) FGF9 régule la ramification bronchique par un effet autocrine
conduisant a I'activation des FGFR exprimés par I'épithélium. (f) BMP4, est exprimé par I'épithélium. I
exerce une action autocrine en régulant la prolifération épithéliale agissant sur le récepteur BMPR1A
(ALK3). (g) La signalisation de la voie FGF- WNT/ B -catenine est inhibée par I'expression de Noggin

(B) En cas d’absence de Fgf9 la boucle FGF-Wnt/B-catenin est dérégulée (gris) et seulement la
signalisation induite par Wnt7b persiste. (h) En I'absence de Fgf9, la catenine est toujours exprimé
mais I'expression de Fgfr1 and Fgfr2 expression est inhibée (i)La perte de la signalisation FGF-Wnt/ 3
-catenine induit une diminution de I'expression de Noggin dans le mésenchyme et au niveau épithélial.
Ceci a pour conséquence une diminution de la prolifération des cellules épithéliales. E, épithélium ; M,
mésenchyme.

D’aprés White et al.(255)

71

Aurélien JUSTET
These de Doctorat - 2020
Implication de FGF9 et de FGF19 dans la Fibrose Pulmonaire Idiopathique



4.3 Implication de FGF9 dans la FPI

Plusieurs travaux ont rapporté que FGF9 était exprimé dans le poumon de
patient controle et atteint de FPI, (Figure 15), (256), (257). Notre équipe a établi
FGF9 avait des propriétés anti fibrosantes et influencait plusieurs fonction cellulaires
impliquées dans la fibrogénése (256). Notre groupe a montré qu'il était capable de
prévenir la différenciation myofibroblastique de fibroblastes pulmonaires primaires
humains (controle et FPI) induite par le TGFB. D’autre part, FGF9 diminuait
'apoptose, des fibroblastes primaires issus de poumon contrdle. Enfin FGF9
augmentait la migration des fibroblastes pulmonaires et modulait I'activité¢ de
métalloprotéinase. L’utilisation d’'un ARN interférence ciblant I'expression de FGFR3
a permis de montrer que ces effets étaient médiés par ce récepteur.
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Figure 16 : Expression de FGF9 dans le poumon normal et fibreux

Le FGF-9 est détecté par immunohistochimie dans le poumon normal (A, B) et dans le poumon
provenant de patients atteints de FPI (C-F). Dans le poumon normal, les macrophages alvéolaires et
les pneumocytes de type Il expriment le FGF-9 tandis que les cellules mésothéliales ne sont pas
marquées (Panneau B, fleche). Dans le poumon de FPI, une partie des cellules mésothéliales est
marquée (panneau C, fleche). Dans les zones de fibrose, les cellules épithéliales alvéolaires
hyperplasiques sont intensément marquées tout comme les cellules endothéliales (panneau D) tandis
que les cellules épithéliales alvéolaires ne sont pas marquées en regard d’'un foyer fibroblastique
(panneau E). Par ailleurs, dans les foyers fibroblastiques certains fibroblastes étaient marqués
(panneau E, fleches). Aucun marquage n’est retrouvé sur les coupes incubées avec une IgG de
chévre (controle négatif, panneau F).

Données issues du laboratoire
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5. Le Fibroblast Growth Factor 19

La sous famille FGF19 regroupe le FGF19 (dont I'orthologue murin est le

FGF15), le FGF21 et le FGF23. Ce sont les seuls FGF ayant une action endocrine
en partie liée a leur faible affinité pour I'héparane sulfate (211). Leur action est
médiée par les FGFR en présence de co récepteurs de type Klotho. FGF19/15 et
FGF21 requiérent la présence de B klotho et a Klotho est nécessaire a FGF23 pour
la liaison a son récepteur. |l a été montré, in vitro, que FGF19 se lie
préférentiellement a FGFR4 mais qu’il peut également activer les isoformes c de
FGFR1, 2, 3. FGF21 se lie aux isoformes ¢ de FGFR1 et de FGFR3. Enfin FGF23 se
lie en présence d’a Klotho a FGFR1c, FGFR3c et FGFRA4.
Ces FGFS jouent un réle central dans la communication endocrine entre les
différents organes et dans 'homéostasie de I'organisme. En effet, ils sont impliqués
dans la modulation du métabolisme des acides biliaires, du glucose, des lipides et du
calcium et de la vitamine D. De fait, des concentrations plasmatiques anormales de
ces FGF sont associées a de nombreuses pathologies telles que le diabéte,
'obésité, les pathologies cardiovasculaires ou néoplasiques(258), (259).

5.1. Découverte et réle lors de I’embryogénése

FGF19 a initialement été découvert dans le cadre de lidentification de
nouveaux FGFs dans le cerveau feetal (260). Alors que la plupart des Fgfs sont trés
conservés entre 'homme et les rongeurs, FGF19 ne partage que 50% des acides
aminés avec Fgf15, son orthologue murin (261). Malgré ces différences, I'expression
tissulaire est identique et localisée au niveau du cerveau fcetal et de l'iléon et ils
produisent des effets métaboliques similaires chez 'lhomme et la souris (262). Lors
du développement embryonnaire, FGF19 est impliqué dans le maintien a I'état
indifférencie du neuroépithélium. Les embryons de souris déficientes pour Fgf15
présentent une différenciation et une prolifération des cellules progénitrices

neuronales conduisant a des anomalies de I'épithélium neuronal (261).
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Dans le foie, FGF19 est le ligand préférentiel de FGFR4, en présence du co
récepteur B Klotho. La formation de ce complexe protéique va induire une cascade
de signalisation impliquant le recrutement de protéines adaptatrices comme le FGF
receptor substrate 2a (FRS2a) et les protéines Growth Factor receptor-bound protein
2 (GRB2) (258). Ce complexe joue un role dans le métabolisme glucidique, lipidique
(Figure 16)
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Figure 17 : Action de FGF19 au niveau hépatique

Fibroblast growth factor 19 (FGF19) se lie préférentiellement au récepteur FGFR4 et au co récepteur
B-klotho pour former un complexe qui va déclencher une cascade de signalisation induisant le
recrutement de protéines adaptatrices cytoplasmiques comme fibroblast growth factor receptor
substrate 2a (FRS2a) et growth factor receptor-bound protein 2 (GRB2). Ce complexe FGFR4-
B-klotho —FGF19 joue un réle central dans le métabolisme des acides biliaires, du glucose et des
lipides. En inhibant la cholesterol-7a-hydroxylase (CYP7A1), et le sterol regulatory element-binding
protein 1C (SREBP1C) et I'activation de la cAMP-response element-binding protein (CREB), FGF19
inhibe la synthése des acides biliaires, de triglycérides et de glucose. FGF19 est capable d’induire la
synthése de glycogéne et induire I'oxydation des acides gras en inhibant les enzymes glycogen
synthase kinase 3 (GSK3) et acetyl-CoA carboxylase 2 (ACC2). ERK, extracellular signal-regulated
kinase; JNK, JUN N-terminal kinase; SCD1; stearoyl-CoA desaturase 1.

D’aprés Degirolamo et al. (258)
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5.2Réle physiologique de FGF19

5.2.1 FGF19 et la régulation du métabolisme des acides biliaires

Les acides biliaires sont des molécules amphipatiques ( a la fois hydrophobes
et hydrophile) relarguées en post prandial de la vésicule biliaire vers l'intestin gréle
permettant de solubiliser les lipides ingérés (263). Aprés avoir traversé I'intestin, 95%
des acides biliaires sont réabsorbés au niveau de I'iléon et retourne dans la vésicule
biliaire. Du fait de leur toxicité, la régulation de leur synthése est finement régulée. Le
principal facteur de transcription contrélant leur synthése est le farnesoid X recepteur
(FXR) qui appartient a la super famille des récepteurs nucléaires. Ce récepteur est
activé par les acides biliaires conduisant a la synthése de FGF19/15 par les
entérocytes. FGF19/15 va ensuite se fixer FGFR4 en présence du co récepteur
Bklotho au niveau hépatique. La liaison ligand récepteur conduit a réprimer
'expression du géne codant pour la cholestérol 7 hydroxylase (CYP1A7), premiére
enzyme indispensable au métabolisme des acides biliaires (264). En conséquence,
les souris déficientes pour Fgf15, Fgfr4 ou B klotho présentent une forte
augmentation de la sécrétion des acides biliaires, associée a une augmentation de
'expression et de l'activité de CYP1A7. L’administration de FGF19 corrige ces
phénoménes chez les souris déficientes pour Fgf15 mais pas chez les souris
déficientes pour FGFR4 ou B klotho.

5.2.2 FGF19 et la régulation de ’homéostasie énergétique

L'utilisation de souris transgéniques a également permis d’identifier
I'implication de FGF19 dans I'homéostasie énergétique. En effet, une surexpression
plasmatique de FGF19 chez des souris transgéniques était associée a une
diminution pondérale une diminution de la masse grasse malgré un régime
hypercalorique (265). De plus, la glycémie, la cholestérolémie et la triglycéridémie
étaient normalisées chez ces souris. Les souris déficientes pour Fgfr4 présentaient
un phénotype opposé associant syndrome métabolique, intolérance glucidique,
hypercholestérolémie et hypertriglycéridémie (266). De fagon paradoxale, ces souris
obéses Fgfr4 déficientes présentaient une diminution du contenu hépatique en
triglycérides et en cholestérol. L’administration de FGF19 a ces souris soumises a un
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régime hypercalorique induisait une perte de poids et permettait de normaliser la
triglycéridémie et la cholestérolémie mais pas la glycémie ou linsulinorésistance.
Ces phénoménes s’expliquaient par un hypercatabolisme lié @ une augmentation de
'oxydation des acides gras au niveau hépatique via l'inhibition de deux enzymes
I'acetyl co A carboxylase et la steaoryl-CoA desaturase (265), (267).

5.2.3 FGF19 et le métabolisme glucidique

FGF19 régule le métabolisme glucidique via plusieurs organes, le tissu adipeux et
le foie. En effet, bien que FGFR4 soit le ligand préférentiel de FGF19, ce dernier peut
également se lier a FGFR1c exprimé au niveau du tissu adipeux. Ce récepteur n’est
pas au niveau hépatique. La stimulation d’adipocyte par du FGF19 est associée a
une augmentation de la captation de glucose par ces cellules en présence de B
klotho.

Par ailleurs, les souris déficientes pour Fgf15 présentent une diminution de plus
de 50% du contenu hépatique en glycogeéne. A l'inverse 'administration de FGF19 a
des souris est associée a une augmentation la synthése hépatique de glycogéne en
induisant la phosphorylation et I'activation du glycogéne synthase 3a et 33.

En plus de ces mécanismes plusieurs travaux ont démontré que FGF19 inhibait
la néoglucogenése. En effet les souris Fgf15 et soumises a un régime
hyperglycémique présentaient un maintien de la néoglucogenése de fagon inadapté.
Ce phénoméne est lié a l'inhibition du facteur de transcription CREB, un régulateur
central de PPARgamma impliqués dans la néoglucogenése.

L’effet de FGF19 sur le métabolisme glucidique ne semble pas étre régulé par
FGFR4.En effet, 'administration de FGF19 a des souris FGFR4 KO permet de
normaliser la glycémie capillaire. Différents travaux ont identifie FGFR1c comme le
récepteur impliqué dans le métabolisme glucidique (268).

5.2.4 FGF19 et la prolifération cellulaire

La liaison FGF19/FGFR4 induit la voie FGF19 induit la prolifération des
hépatocytes via I'activation du récepteur FGFR4 en présence du co récepteur 3
klotho. Cette liaison induit la formation d’'uni complexe agglomérant les protéines
FGF receptor substrate 2 (FRS2) et growth factor receptor-bound protein 2 (GRB2),
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conduisant a [I'activation des voies Ras—-Raf —-ERK1/2MAPK and PI3K-Akt
impliquées dans la prolifération cellulaire et dans l'inhibition de I'apoptose.

L’axe FGFR4/FGF19 joue un rdle central dans I'oncogenése du carcinome
hépatocellulaire (269), (266). En vue de développer des thérapeutiques ciblant
l'obésité ou le diabéte, plusieurs travaux ont essayé d’identifier les mécanismes
sous-jacents a l'effet mitogénique de FGF19. En partant de travaux basés sur
FGF21, une équipe a réalisé une mutagénése combinée de 5 acides aminés
localisés dans la partie N terminale de FG19 et du domaine de liaison a I'héparane
sulfate (270). In vitro, ce variant de FGF19 tronqué appelé FGF19 CTD pouvait
activer le récepteur FGFR1c mais pas le FGFR4. Les souris traitées avec le
FGF19CTD ne présentaient pas de prolifération hépatocytaire ni d’intolérance
glucidique mais il existait en revanche des perturbations du métabolisme des acides
biliaires (270). D’autres variants ont par la suite été développé et notamment le
variant NGM 282. Ce dernier permet d’activer sélectivement le récepteur FGFR4
mais sans induire de la prolifération hépatocytaire (271)°.

5.3. Implication de FGF19 en pathologie

5.3.1 FGF19 et cancer

Le carcinome hépato cellulaire (CHC) est le 6eme cancer le plus fréquent dans le
monde et associé a une forte mortalité (272).1l peut étre d’origine alcoolique, virale
ou metabolique. Une surexpression de FGF19 chez la souris est associée au
développement d’'un carcinome hépato cellulaire., a 'Age de 10, 12 mois (273).
L’administration d’'un anticorps neutralisant le FGF19 prévient le développement
tumoral (274). Cette surexpression a également été identifiée dans les tumeurs de
patients atteints de CHC. Dans des modeles de xénogreffes murines, l'utilisation
d’anticorps neutralisant FGF19 permettait de bloquer la progression tumorale
(269).L’expression de FGFR4 est également augmenté au cours du CHC (275) et il
est directement impliqué dans les effets pro oncogéniques de FGF19 (276). De fait
plusieurs essais thérapeutiques de phase | ou Il sont actuellement en cours afin
d’évaluer l'efficacité d’inhibiteur spécifique de FGFR4 dans le traitement du CHC
(272).
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La surexpression de FGF19 a été objectivée dans d’autres pathologies comme le
cancer du sein ou du poumon. Ainsi une forte expression tumorale de FGF19 est un
facteur de mauvais pronostic, associé a des tumeurs agressives et rapidement
progressives. L’inhibition génétique ou pharmacologique dans des modéles de
xénogreffe murine est associé a une diminution de la progression tumorale. Enfin,
des données récentes suggérent son implication dans le carcinome épidermoide,
type histologique retrouvé dans les cancers pulmonaires et dans les cancers de la
sphére ORL (277), (278).

5.3.2 FGF19 et syndrome métabolique

Chez 'homme, le pic de FGF19 survient 2 heures aprés un repas, ses
concentrations sont inversement proportionnelles a celles de la glycémie sont
augmenté chez les patients présentant un syndrome métabolique.

Le développement de variants de FGF19 dépourvus d’activité mitogénique a ouvert
la voie I'utilisation de ces derniers comme cible thérapeutique du syndrome
meétabolique. Ainsi 'administration du variant M70 est associé a une perte de poids
chez les souris obéses sans induire de carcinome hépatocellulaire (279). Ces
données précliniques ont recemment été validées au cours d’'un essai thérapeutique
contre placebo testant le variant M70 (NGM282) chez des patients atteints de stéato-
hépatite non alcoolique.(NASH) (280).La NASH est une complication du syndrome
meétabolique liée a une stéatose hépatique conduisant a une inflammation puis a une
fibrose hépatique. Dans cette étude, les patients ayant regu le composé NGM282
pendant 52 semaines présentaient une diminution significative de la stéatose
hépatique avec un bon profil de tolérance.

D’autres études sont actuellement en cours sur cette molécule dans le cadre du
traitement du diabéte de type I, de la cirrhose biliaire primitive. D’autres variants de
FGF19 sont également en cours d’évaluation comme NGM-313 qui est un agoniste
spécifique de FGFR1c/p Klotho dans le cadre du traitement de I'obésité.
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5.3.3 Implication de FGF19 dans la fibrogénése

Au cours de la derniére décennie, de nombreuses études ont focalisé leur
attention sur limplication des FGFs paracrines dans la Fibrose pulmonaire
idiopathique. Ce n’est que récemment que des travaux portant sur I'implication des
FGFs endocrine le FGF21 et le FGF23 ont été publiés (244), (245).

Concernant FGF19, alors que son action n’a jamais été étudiée au niveau
pulmonaire, plusieurs travaux ont démontré son action anti fibrosante au niveau
hépatique. Tout d’abord, la diminution de FGF19 chez 'homme est associé au
développement d'une cirrhose hépatique (281). La surexpression de FGF19 est
associée a une diminution des lésions de fibrose hépatique et a la diminution de
'apoptose des hépatocytes chez la souris aprés exposition au tétrachlorure de
carbone (CCl4) (282), (283). Les mécanismes sous-jacents a cet effet protecteur
n'ont a ce jour pas été élucidé, I'effet anti fibrosant de FGF19 serait associé a une
diminution du stress du RE et a une diminution de facteur pro apoptotique. Le
récepteur FGFR4 est impliqué dans les effets protecteurs de FGF19. Les souris
déficientes pour FGFR4 présentaient une augmentation des Iésions de fibrose aprés
exposition au CCl4 (284). Enfin l'utilisation d’un variants de FGF19, le NGM282 était
associée une diminution significative des biomarqueurs de fibrose hépatique chez
des patients atteints de cirrhose en lien avec une NASH (285).
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Résumeé de la problématique et objectifs

La fibrose pulmonaire idiopathique est caractérisée par une réactivation
aberrante des voies impliquées dans le développement pulmonaire, dont la famille
des Fibroblast Growth Factors. Cependant le role de plusieurs membres de cette
famille reste a définir ou a préciser.

Dans une étude préliminaire issue du laboratoire, il a été montré, in vitro, que
FGF9 prévenait la différentiation myofibroblastique induite par le TGFR et leur
prolifération mais augmentait leur migration. Alors qu’il est exprimé au niveau pleural
son action sur les cellules mésothéliales restait a ce jour inconnu.

Le FGF19 est un FGF endocrine impliqué dans de nombreuse voies
meétaboliques et qui a des propriétés anti fibrosantes au niveau hépatique. Son
expression et son action au niveau pulmonaire n’avaient jusqu’alors jamais été
étudiées.

Dans ce projet, nos objectifs principaux étaient donc de :

- Caractériser I'expression pleurale de FGF9 et I'expression de FGF19 chez des
patients atteins de FPI et chez des patients contrdles

- D’évaluer l'effet d’'une surexpression pleurale de FGF9 ou pulmonaire de FGF19
dans des modéles expérimentaux de fibrose pulmonaire murine

- De déterminer, in vitro, les mécanismes des effets observeés in vivo en travaillant
sur des fibroblastes pulmonaires primaires des cellules épithéliales ou des
cellules mésothéliales murines.

Ce projet de recherche reposait sur des approches intégrées faisaient appel a

l'utilisation de matériel humain issu de patients contréles ou atteints de FPI (Plasma,

biopsie pulmonaire, piéce opératoire, LBA) obtenus via la collaboration avec les

différents services hospitaliers : le Service de Pneumologie A, le Service de Chirurgie

vasculaire et thoracique et au Département d’Anatomo-pathologie de I'Hopital Xavier

Bichat. Des collaborations, nationales et internationales, nous ont permis d’acquérir

des adénovirus recombinés nécessaires a notre modéle expérimental et de

surexpression.
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RESULTATS
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FGF9 prévient la fibrose pleurale induite par I’injection

d’un adénovirus chez la souris

Justet et al. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2017 Nov 1;313(5):L781-L795.

CONTEXTE ET JUSTIFICATION DE LA RECHERCHE

Les cellules mésothéliales forment une monocouche cellulaire couvrant la
surface de la plévre pariétale et viscérale. Ces cellules jouent un réle central dans
I'homéostasie pleurale aprés une agression. Plusieurs études ont démontré leur
implication dans la FPI. Elles pourraient jouer un réle a I'initiation de la maladie qui
débute dans les zones sous pleurales. Ces cellules pourraient également étre
impliquées dans la progression de la fibrose via la capacité de ces cellules a se
différencier en myofibroblastes et a migrer dans le parenchyme pulmonaire.

Au cours du développement pulmonaire, FGF9 est exprimé par I'épithélium et le
mesothelium.et contrdle la ramification bronchique et le développement du
mésenchyme pulmonaire. Un travail réalisé au sein de l'unité a montré que FGF9
avait des propriétés anti apoptotiques, pro migratrices et qu’il prévenait la
différenciation des fibroblastes pulmonaires (contréle et FPI) en myofibroblaste.

Dans ce travail, nous avons :
-caractérisé I'expression mésothéliale de FGF9 et des FGFR dans le poumon normal
humain et murin et dans le poumon de patients atteints de FPI
- surexprimé du FGF9 en injectant un adénovirus recombiné dans la cavité pleurale
de souris et nous avons déterminé l'effet de cette surexpression au niveau pleural.
- Nous avons confirmé I'effet de FGF9 sur des cellules mésothéliales, in vitro, et

déterminé le récepteur impliqué
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RESUME DES PRINCIPAUX RESULTATS

FGF9 est réexprimé par les cellules mésothéliales au cours de la FPI

Nous avons tout d’abord examiné I'expression pleurale de FGF9 et des chez des
patients contrbles et atteints de FPI par immunohistochimie. Il existait une forte
expression de FGF9 au niveau mésothélial dans le poumon fibreux, non retrouvee
dans le poumon témoin. Par ailleurs, seuls FGFR1 et FGFR3 étaient détectés au
niveau pleural dans les deux populations.

Chez la souris, a I'état basal, quelques cellules mésothéliales exprimaient FGF9, et
FGFR3 était le seul récepteur exprimé au niveau pleural.

L’injection d’un adénovirus contréle induit I’expression de Fgf9 par les cellules
mésothéliales

Nous avons ensuite réalisé une injection intra pleurale a des souris C57BI6, males
de 8 semaines d’un adénovirus controle (AdCont) ou d’'un adénovirus recombiné
FGF9 (AdFGF9). Ces deux virus ne différaient que par l'insertion du géne FGF9.
Dans le groupe de souris AdCont, le FGF9 humain n’était pas détecté dans la cavité
pleurale des souris. En revanche il existait une augmentation de I'expression du Fgf9
murin qui était maximale 5 jours aprés I'injection et qui persistait jusqu’ a 14 jours
apres celle-ci.

Dans le groupe de souris injectées avec AAFGF9, la concentration pleurale de FGF9
était deux fois plus élevée que celle mesurée dans le groupe contrdle. Par
immunohistochimie, nous avons identifié les cellules mésothéliales comme étant la

principale source de cette protéine.

La surexpression de FGF9 prévient le remodelage pleural induit par
I’adénovirus controle et inhibe I’accumulation de myofibroblastes

Dans le groupe AdCont, il existait un épaississement et un remodelage pleural
débutant 5 jours aprés l'injection et maximal 14 jours aprés. Ces anomalies
morphologiques s’accompagnaient d’'une augmentation du nombre de cellules
pleurales exprimant des marqueurs de myofibroblastes (a SMA et la vimentine), 14

jours apres l'injection.
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Comparativement, il existait dans le groupe AdFGF9 une diminution significative de
I'épaisseur pleurale, du contenu en protéines de la matrice extra cellulaire, des
marqueurs myofibroblastique ainsi qu'une diminution des médiateurs pro fibrosants
tels que Ctgf ou Pai-1.

FGF9 prévenait partiellement la différenciation des cellules mésothéliales
induite par le TGFB et son action est médiée par FGFR3

Ces données ont été confirmées, in vitro, sur des lignées de cellules mésothéliales
murines, les MLE15. In vitro, |la stimulation des cellules mésothéliales par du FGF9
(20 ng/mL) prévenait partiellement la différenciation myofibroblastique induite par le
TGF (1 ng/ml). La stimulation avec du FGF19 était associé a une diminution de
I'expression protéique du Collagéne et d’ACTA 2 mais ne permettait pas de rétablir
I'expression du marqueur de cellules mésothéliales, WT-1. De plus le FGF9 diminuait
la migration des cellules mésothéliales. En utilisant la technologie Crispr Cas-9 nous

avons montré que ces effets dépendaient en partie du récepteur FGFRS3.
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Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 313: L781-1795, 2017. First
published July 20, 2017; dei:10.1152/ajplung.00508.2016.—Fibro-
blast growth factor 9 (FGF9) is necessary for fetal lung development
and is expressed by epithelivm and mesothelinm. We evaluated the
role of FGF9 overexpression on adenoviral-induced pleural injury in
vivo and determined the biological effects of FGF9 on mesothelial
cells in vitro. We assessed the expression of FGF9 and FGF receptors
by mesothelial cells in both human and mouse lungs. Intraplenral
injection of an adenovirus expressing human FGF9 (AdFGF9) or a
control adenovirus (AdCont) was performed. Mice were euthanized at
days 3, 5, and 14. Expression of FGF9 and markers of inflammation
and myofibroblastic differentiation was studied by qPCR and immu-
nohistochemistry. In vitro, rat mesothelial cells were stimulated with
FGF9 (20 ng/ml), and we assessed its effect on proliferation, survival,
migration, and differentiation. FGF9 was expressed by mesothelial
cells in human idiopathic pulmonary fibrosis. FGF receptors, mainly
FGFR3, were expressed by mesothelial cells in vivo in humans and
mice. AdCont instillation induced diffuse plenral thickening appeat-
ing at day 5, maximal at day 14. The altered pleura cells strongly
expressed a-smooth muscle actin and collagen. AJFGF9 injection
induced maximal FGF9 expression at day 5 that lasted until day 14.
FGF9 overexpression prevented pleural thickening, collagen and fi-
bronectin accumulation, and myofibroblastic differentiation of meso-
thelial cells. In vitro, FGF9 decreased mesothelial cell migration and
inhibited the differentiating effect of transforming growth factor-p1.
We conclude that FGF9 has a potential antifibrotic effect on meso-
thelial cells.

fibroblast growth factor 9; mesothelial cells; differentiation
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MESOTHELIAL CELLS form a monolayer, known as the mesothe-
lium, that lines the pleural cavity with visceral and parietal
surfaces covering the lung and the thoracic wall, respectively
(2). Mesothelial cells play critical roles in the maintenance of
pleural homeostasis in respense to injury, inflammation, and
immunoregulation (36). Mesothelial cells are also central cells
in pleural repair, secreting inflammatory mediators, chemo-
kines, growth factors, and extracellular matrix components
(36). During fetal lung development, mesothelial cells interact
with other cell types to regulate the harmonious development
of lung structures (55).

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a progressive, irre-
versible, and lethal lung disease of unknown etiology (3, 26).
IPF is characterized by excessive extracellular matrix deposi-
tion and leads to severe restrictive lung disease (14). IPF
begins in the subpleural region and then extends centrally.
Three-dimensional morphometric analysis of the IPF Iung
suggests that fibroblast foci are the leading edge of a complex
fibroblast reticulum that is highly interconnected and extends
from the pleura into the underlying parenchyma (8). Several
studies suggest that the mesothelial cells may be involved in
IPF pathogenesis (11, 34). Mesothelial cells can be induced to
undergo mesothelial-to-mesenchymal transition and then dif-
ferentiate into myofibroblasts (7, 37, 62). Decologne et al.
previously developed an experimental model of pleural fibrosis
induced by adenoviral transfer of transforming growth factor-g
(TGF-B) in mesothelial cells (11). The authors observed the
development of a progressive pleural fibrosis that extended into
the Iung parenichyma while mesothelial cells underwent meso-
thelial-to-mesenchymal transition. Similar findings were ob-
served after the intrapleural injection of bleomycin combined
with carbon particles in mice (12). This phenotypic change was
also observed in vitro with mesothelial cells treated with
recombinant TGF-B (37, 41). More recent mouse models of
fibrogenic lung injury have also supported this observation by
showing that mesothelial cells invade the lung parenchyma and
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adopt a myofibroblastic phenotype after intratracheal TGF-31
administration, leading to fibrosis (62). Most importantly, im-
munochistochemical analysis of human IPF lung sections
showed Wilms tumor-1 (WT-1)-positive mesothelial cells in
the pleura and Iung parernichyma (62). Collectively, these stud-
ies indicate potential contributions of pleural mesothelial cells
as a source of myofibroblast in IPF.

IPF is characterized by the reactivation of key developmen-
tal pathways involved in lung development such as the Gli/
hedgehog pathway (5, 33), the canonical/noncanonical WNT
pathway (22, 27), or the fibroblast growth factor (FGF)/FGF
receptor (FGFR) pathway (20, 24, 48). The FGF pathway
comprises 22 members acting on five FGF receptors (FGFR1,
FGFR2, FGFR3, FGFR4, and FGFRL1) (39). Alternative
splicing in the extracellular IgIIT loop generates either a ITTb
isoform (preferentially expressed by epithelial cells) or a Illc
isoform (preferentially expressed by mesenchymal cells) (16),
which differ in their ligand-binding affinity and tissue distri-
bution. FGF/FGFR signaling is essential for all stages of lung
morphogenesis and actively contributes to epithelium-mesen-
chymal interactions (43, 54). In particular, FGF9 has an im-
portant role in lung ontogenesis (56). Interestingly, FGF9 is
expressed in mesothelium and epithelium and controls epi-
thelial branching and mesenchymal proliferation (58),
mainly during the pseundoglandular stage of embryonic lung
development. Mice homozygous for a targeted disruption of
Fef9 show lung hypoplasia and early postnatal death (7).
Fgf9 ="~ lungs present reduced mesenchyme and decreased
airways branching (7).

Recently, we showed that FGF9 had anti-apoptotic and
promigratory properties on human lung fibroblast and main-
tained fibroblasts in an undifferentiated state. These effects
were partially driven by FGFR3 (24). Expression of FGF9 by
mesothelial cells and the biological effect of FGF9 on meso-
thelial cells have never been addressed.

In the current study, we asked whether FGF9 expression by
mesothelial cells could participate in the pleural repair process.
‘We determined the pattern of expression of FGF9 and FGFR
by mesothelial cells in the normal human and mouse lungs as
well as in IPF lung, We next overexpressed human FGF9 in
vivo in mesothelial cells, using a recombinant adenovirus
injected in the pleural cavity, and we determined the effect of
FGF9 in the mesothelial repair process in vivo. Finally, we
examined the effect of FGF9 on mesothelial cell properties in
vitro. Our results demonstrate for the first time that FGF9 has
potent anti-fibrotic effects in the pleura in vivo and inhibits
differentiation and migration in vitro.

MATERIALS AND METHODS

Human iung samples. IPF lung samples were obtained from pa-
tients undergoing open lung biopsy or at the time of lung transplan-
tation (n = 39; median age, 59.3 yr; range, 50.7-69.9 yr). IPF was
diagnosed according to American Thoracic Society/European Respi-
ratory Society/Japanese Respiratory Society/Latin American Thoracic
Association criteria, including histopathological features of usual
interstitial pneumonia (9, 44). Lung samples obtained after cancer
surgery, away from the tumor, wete used as controls; normalcy of
control lungs was verified histologically (n = 36 patients; median age,
02.2 yr; range, 30—82.7 yr). Some of these patients were included in
a previous work (24). This study was approved by the local ethics
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committee (CPP Ile de France 1, no. 0811760). Written informed
consent was obtained from all subjects.

Recombinant adenovirus. Recombinant nonreplicative and nonin-
tegrative adenovirnses were obtained from Applied Biological Mate-
rials (Teddington, UK). The sequence of control (AdCont) and re-
combinant (AdFGF-9) adenovirns (BC103978) differs only in the
human FGF-9 gene inserted in the recombinant virus. This sequence
remains empty in the control adenovirus. The viruses were amplified
on HEK?293 cells and purified by centrifugation. The final product was
desaled, assayed spectrophotometrically, and then stored at —80°C
until use (32).

Animal treatment. CS7TBL/6N mice from Janvier Laboratories (Le
Genest Saint [sle, France) were treated in accordance to the gnidelines
of the French Ministry of Research. All experiments were approved
by the animal ethical committee of Université Paris-Diderot (agree-
ment no. C75-18-01). Adenovirus (100 pl, 1 X 10® plaque-forming
units/ml) or saline serum was injected in the pleural cavity as de-
scribed by Decologne et al. (11). Mice were euthanized 3, 5, 14, and
25 days after adenoviral injection. Lung, pleural lavage and bron-
choalveolar lavage (BALF) fluids were collected as previously de-
seribed (12, 33).

Morphological analysis. Hematoxylin-eosin and picrosirius stain-
ing was performed to evaluate the morphology of the lung. The slides
were scanned using a motorized microscope coupled to Calopix
acquisition software (TRIBVN, Chétillon, France). The whole area
of each pleural section was manually delineated. The pleural
thickness was calculated by dividing the total pleural area by the
length of the pleura. A semiquantitative analysis of intrapleural
collagen by picrosirius stain was performed as previously pub-
lished by Charpin et al. (4).

Immunohistochemistry. The paraffin-embedded sections were
treated as previously described (33). Primary antibodies for immuno-
histochemistry were anti-FGF9 (clone C-19; Santa Cruz Biotechnol-
ogy, Santa Cruz, CA); anti-WT-1 (clone C-19; Santa Cruz Biotech-
nology); anti-FGFR1 (ab10646), anti-FGFR2 (ab10648), anti-FGFR3
(EPR2305) (ab137084, all Abcam, Cambridge, MA); anti-FGFR4
(HPA027369; Sigma-Aldrich), anti-a-smooth muscle actin (SMA)
(clone 1A4; Sigma-Aldrich), anti-vimentin (clone V9, Sigma-Al-
drich), anti-collagen I (Southern Biotechnology Associates, Birming-
ham, AL), and anti-fibronectin (ab 2413). To test the specificity of
immunostaining, primary antibodies were replaced by an isotype-
matched control. For semiquantitative assessment of anti-Ki-67 (Ebio-
science, San Diego, CA), the positive cells and the total number of
cells (nuclei) were enumerated in the lung, excluding the vessels and
bronchi, nsing Calopix Software (TRIBVN). For the semiquantitative
analysis of plenral staining in five IPF patients and five other controls,
three of us, including one pathologist (AC) independently quantified
the staining (from O to 3+). Species source and species cross-
reactivity of FGF9 and FGFR antibodies are given in Table 1.

Cell culture. Rat lung mesothelial cells (6/4-RM-4 cell line; ATCC-
CRL216) were obtained from ATCC (LGC Standards; Molsheim,
Scientific, Rochester, NY), supplemented with 15% fetal bovine
serum (GIBCO), and grown in DMEM-F-10 (GIBCO). Thermofisher

Table 1. Species source and species cross-reactivity of
FGF9 and FGFR antibodies

Antibody Species Source Species Reactivity Isotype Ref. No.
FGF9 Goat Mouse, rat, human IsG 29)
FGFR1 Rabbit Mouse, rat, human IgG 49)
FGFR2 Rabbit Mouse, rat, human IgG “an
FGFR3 Rabbit Human I1gG 24)
FGER4 Rabbit Human IgG 42)
WT-1 Rabbit Human, mouse, rat, avian IgG (25)

FGF, fibroblast growth factor; FGFR, fibroblast growth factor receptor,
WT-1, Wilms tumor-1.

AFP-Lung Cell Mol Physiol + doi:10.1152/ajplung.00508.2016 « Www.aj%lung.mg

Downloaded from www.physiology.org/journal/ajplung at INSERM (193.054.110.061

on January 20, 2020.

88

Aurélien JUSTET

These de Doctorat - 2020
Implication de FGF9 et de FGF19 dans la Fibrose Pulmonaire Idiopathique



FGF9 IN FLEURAL FIBROSIS L783

Table 2. Tagman gene expression assay

Gene Assay ID
FGF9 Hs00181829_ml
Bam Hs00187842_ml1
Fgfo Mm00442795_m1
Pam Mm00437762_m1

RM-4 cells were treated for 48 h with human recombinant FGF9 (20
ng/ml) (R&D Systems, Minneapolis, MI), in the presence of heparin
choay (100 pg/ml) because heparin is essential for FGF signaling (45,
57). Heparin alone was used as a control condition.

For immunoblot analysis and mRNA analysis, mesothelial cells
were plated in six-well plates for 24 h and then starved in DMEM-
F-10 with 1% fetal calf serum for 16 h before stimulation. For
TGF-pl-induced mesothelial differentiation experiments, serum-
starved mesothelial cells were cultured for 1 h with FGF9 (20 ng/ml),
and then media was removed and TGF-B1 (5 ng/ml) (R&D Systemns)
was added for the next 48 h with FGF9 (20 ng/ml).

For cell growth assay, 44RM-4 cells were cultured for 48 h with
FGF9 (20 ng/ml) in medivm containing 1% fetal calf serum. The
proliferation rate of fibroblasts was assessed by cell counting and cell
viability with the use of a V-Cell counter (Beckman Coulter,
Villepinte, France). Cell viability was assessed by Trypan blue exclu-
sion assay.

For FGFR3 knockdown experiments with CRISPR-Cas9 plasmid,
cells were transfected at 50-60% confluency in six-well dishes. All
transfection experiments were performed using Lipofectamine 2000
(Invitrogen), in accordance with the manufacturer’s instructions. To
suppress endogenous FGFR3 expression, we used specific CRISPR-
Cas9 against FGFR3 from Dharmacon. CRISPR-Cas9 Negative Con-
trol plasmid was used as a negative control. Cell population was
selected with blasticidin (10 pug/ml; Invivogen, Toulouse, France) and
treated with FGF9 for 48 h.

mRNA analysis. Total mRNA was extracted from mouse right
lower lobe lung homogenates and from cultured mesothelial cells;
cDNA was obtained by standard techniques as described (2). Po-

Table 3. Primer sequences for quantitative PCR

Microglobulin (Bom) transcripts were used as an endogenous RNA
control. FGF9 and FGFR mRNA were quantified by TagMan Gene
Expression Assays (Life technologies, Saint Aubin, France), and
collagen, actine-an (Acta2), fibronectin, vimentin, TGF-B1 (Tgfpl),
plasminogen activator inhibitor-1 (Pai-1), and connective tissue
growth factor (Ctgf) were quantified with SybrGreen real-time PCR
master mix (see Tables 2 and 3 for primers) with use of PCR ABI
7500 (Applied Biosystems, Catlsbad, CA).

Protein analysis. Right npper lobe and 6/4RM-4 cells in culture
were lysed on ice in RIPA buffer supplemented with protease inhib-
itor cocktail as described (2). Primary antibodies were anti-a-SMA
(clone 1A4; Sigma-Aldrich), anti-collagen 1 (Southern Biotechnology
Associates), anti-phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2; Thr?®/Tyr2%%,
197G2, Cell signaling), anti-p44/42 MAPK (ERK1/2; 9101; Cell
Signaling), anti-pSTAT3 (TYR™?, 9131; Cell Signaling); anti-
STAT3 (79D7; Cell Signaling), anti-vimentin (Clone V9; Sigma),
anti-GAPDH (ab9485; Abcam), anti-WT-1 (ab89901; Abcam), and
anti-B-tubulin (ab6046; Abcam). Digital images were acquired with a
gel imaging system (PXi; Syngene, Cambridge, UK) equipped with a
CCD camera. Western blot analysis was quantified with Gene tools
software (Syngene).

FGF9 ELISA. FGF9 was determined from BALF and pleural fluid
supernatants using an ELISA kit (R&D Systems) according to the
recommendations of the manufacturer. The detection range of this
assay is 62.5-4,000 pg/ml. In preliminary experiments, we observed
that this assay detected both human and murine FGF9.

Modified Boyden chamber migration assay. Migratory properties
of 4/4RM-4 cells were assessed by a modified Boyden chamber
agsay, with a Transwell permeable support (6.5 mm, 8 wm;
Corning, Tewksbury, MA) as described (6). FGF9 (20 ng/ml) was
placed in the lower compartment Migration was assessed by
counting the number of cells at the lower surface of the filters after
a 24-h incubation at 37°C.

Immunoflurorescence for a-SMA. Mesothelial cells were cultured
on Permanox Laboratory-Tek Chamber Slides (Nunc; Thermo Fisher
Scientific, Rochester, NY) as described elsewhere (3).

Statistical analysis. Data are expressed as means = SD. Statistical
analysis used Prism 6 software (GraphPad Software, La Jolla, CA). A

Mice Forward Reverse
acol-1 5 -GTGACCCTGGTCTTTCTGGT-3" 5 -GTATGTTCGGCTTCCCATTC-3"
Acta-2 5 -AGTCGCTGTCAGGAACCCTGAGA-3T 5-ATTGTCGCACACCAGGGCTGETG-3T
Bam 5"-GTGACCCTGGTCTTTCTGGT-3" 5-GTATGTTCGGCTTCCCATTC-3"
Crgf 5"-GAGTGTGCACTGCCAAAGAT-3' 5'-GGCAAGTGCATTGGTATTTE-3'
Fibronectin 5'-TGGTGGCCACTAAATACGAA-3’ 5'-GGAGGGCTAACATTCTCCAG-3’
Pai-1 5 -TCACAAGTCTTTCCGACCAA-3 5 -AGGCTGTGGAGGAAGACG-3"
Vimentin 5 -ATCAGCTCACCAACGACAAG-3/ 5'-GCATCTCCTCCTGCAATTT-3
TefB 5-ACTGATACGCCTGAGTEGCT-3" 5'-CCCTGTATTCCGTCTCCTTE-3"
Wr-1 5-CAGGTCATGCATTCAAGCTGE-3' 5'-AGGCTTTGCTGCTGAGGA-3"

Rat Forward Reverse
FefrlIlb 5-GGCCTTCCTBATCTCCTGTA-3' 5'-CAGCTTATGCACAGCCATCT-3G
Fefrilllc 5'-CAGCGCATCCATGAACTC-3" 5'-vGGGAGCTCATATTCAGAGACG-3'
Fefr211Ib SI-GTTCAATGTGACGGAGATGG-3' 5'-GACAGTGAGCCAGGCAGA-3"
Fefr21llc 5'-CCGAATGAAGACCACGACCA-3’ 5-CTGITACCTGTCTCCGCAGE-3’
Fefr3Ilb 5 -GCGGGTGTCCTCAGCTAC-3" 5 -AGACGGCAGAGCGTCACT-3"
Fefr3Illc SI GAACTCCAACACACCTCTCG-3' 5'-AGGACAGGACCTTCTCCTGA-3'
Fefrd 5'-TACCCGCAGAGGAAGAAGAGC-3' 5'-CAAAGCCAGTGAGCCAGATA-3'
aicol-1 5 -GGAAGAGCGGAGAGTACTGGE-3' 5 -TTGCAGTAGACCTTGATGGC-3'
ascol-1 5'-GTGGCAGCCAGTTTGAATAC-3’ 5-CAGGT ACGCAATGCTGTTCT-3’
ascol-1 5 -ACCAGGGTGCAGTTGGTAGT-3' 5 -TGGATGTCCACTTGATCCAT-3’
Fibronectin 5 -AATGGGAGCGGTTATCTGAC-3' 5-AATCGCATCTGAAATGACCA-3'
Acta-2 5"-AGGCTGTGCTGTCCCTCTAT-3" 5 -GTTGTGAGTCACGCCATCTC-3"
Bam 5 -CTGAATTCACACCCACCGAGA-3' 5 -TTACATGTCTCGGTCCCAGET-3

Bam, Pz-microglobulin: Ctgf, connective tissue growth factor, PAIL-1, plasminogen activator inhibitor-1; TgfB, transforming growth factor-p; col-1, collagen

1; Acta2, actine-oio.

AFJP-Lung Cell Mol Physiol + doi:10.1152/ajplung.00508.2016 « www.ajplung.org
Downloaded from www.physiology.org/journal/ajplung at INSERM (193.054.1 10.061%

on January 20, 2020.

89

Aurélien JUSTET

These de Doctorat - 2020
Implication de FGF9 et de FGF19 dans la Fibrose Pulmonaire Idiopathique



1784

FGF9 IN PLEURAL FIBROSIS

A FGFo[ B FGF9
- . —
- e, \g?:»" TN
. . -
- Cont * . _ IPF||mouse
s —- b ]
FGFR1 'FGFR2| 4 FGFR1| FGFR2
{4y g 2 S "
Fig. 1. Expression and localization of human - ) s . ‘ »? - r ‘\
fibroblast growth factor (FGF) 9 and fibro- 3 o ’ ) " v
blast growth factor receptor (FGFR) and /'. ’ s ’ r
mice FGFR in the pleura. A: immunodetec- o ) - ' " \ ’ .r -
tion (red staining) of FGF9, FGFR1, FGFR2, Z ) » / \
FGFR3, and FGFR4 in human lung pleura. /’ | J \ .
Nuclei were counterstained with hematoxy- X | ' ' S Y
lin (scale bar, 50 pm). Semiquantitative [: y \
analysis of FGF9 and FGFR3 staining is . Pl - %
summarized in Table 4. B: immunodetection '*.\ / c ' IPE | Cont J IPF GFR3 FGFR4
(ted staining) of FGF9, FGFR1, FGFR2, {Cont - -
FGFR3, and FGFR4 in mice pleura. Nuclei » . » .
were counterstained with hematoxylin (scale wFGFR'3-‘ ' " \ !:G‘FR4 ‘ + ;
bar, 50 wm). IPF, idiopathic pulmonary fi- - » K / ¥ .\:" ﬂ -
brosis; Cont, control. i S 4 " 7 w e ) .
- - B
F— J ’ ! . . v ‘3 ‘
b Q') ’.' v 2 ; - .
o - wa " . e
i ) r 7~ *\
o 6y Cont IPF||% | A
o J v . Isotype Isotype
) s\
i -
/" Cont]” IPF| MW —— &

Mann Whitney U-test was used for comparisons between groups. P <<
0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

FGF9 was expressed by mesothelial cells in IPF. We exam-
ined FGF9 and FGFR expression by mesothelial cells in
human lung samples obtained from control and IPF patients
by immunohistochemistry (Fig. 14), and we performed a
semiquantitative analysis of pleural staining in five IPF
samples and five controls (Table 4). In IPF, mesothelial cells
were strongly positive for FGF9, FGFR3, and FGFRI1. In
controls, FGF9 was never detected while FGFR3 was de-
tected in 3/5 samples and FGFR1 in 5/5 samples. FGFR2
and FGFR4 were not detected in control and IPF pleural
mesothelial cells (Fig. 1A and Table 4).

We then assessed FGF9 and FGFR immunolocalization in
normal mouse pleura. Only a few mesothelial cells were
positive for FGI'9 in the normal pleura (Fig. 1B). With regards

Table 4. Semiquantitative analysis of FGF9 and FGFR3
staining by mesothelial cells

Mesothelial Cell Staining Controls IPF
FGF9 Absent Positive in 5/5 (+++)
FGFR1 Absent Positive in 5/5 (++/+++)
FGFR2 Absent Absent
FGFR3 Positive in 3/5 (+)  Positive in 5/5 (++/+++)
FGFR4 Absent Absent

IPF, idiopathic pulmonary fibrosis.

to FGFR, FGFR3 was strongly detected in pleural mesothelial
cells, compared with FGFR1 and FGFR2, which were present
at a weaker level. Meanwhile, FGFR4 was not detected in
mouse mesothelial cells (Fig. 1B).

FGF9 expression kinetics in vivo after adenoviral infection.
Because FGF9 expression was associated with activated me-
sothelial cells in human lung fibrosis (Fig. 14), we undertook
to investigate the effects of FGF9 overexpression on mouse
mesothelial cells in vivo. To characterize and to validate our
model of FGF9 overexpression, we first focused on FGF9
expression kinetics at both mRNA and protein levels. Thus,
lungs were harvested at various time points after adenovirus
administration in the right pleural space. We measured human
and murine FGF9 mRNA expression in whole lung homoge-
nates. As expected, human FGF9 mRNA was not detected
after AdCont injection, whereas human FGF9 mRNA was
detected at all time points in the animals receiving AJFGE9
(Fig. 2A). Human FGF9 mRNA level peaked on day 3 and
decreased from days 5 to 14 (Fig. 2A).

Interestingly, adenoviral infection of the pleural cavity in-
duced the expression of murine Fgf9 mRNA, which peaked on
day 5 and persisted on day 14 (Fig. 2A). The magnitude of the
response was similar in control and recombinant adenovirus.
Murine Fgf9 mRNA was not detected in mice injected with
saline (data not shown).

We measured FGF9 protein level by ELISA in the pleural
lavage fluid at days 3, 5, and 14 after adenovirus injection.
FGI9 was not detected on day 3, was maximal on day 5, and
remained slightly increased on day 14 after adenoviral injec-
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tion (Fig. 2B). FGF9 was never detected in untreated mice or
in mice receiving an intrapleural injection of saline solution
(data not shown). FGF9 concentration was twofold higher in
the animals receiving the AJFGF9 compared with the AdCont
group (Fig. 2B). These data demonstrate that AJFGF9 infec-
tion induces a moderate but still measurable increase in soluble
FGF9 level in the pleural space.

To identify the source of FGF9, we performed FGF9 immu-
nostaining in naive mice and in intrapleurally injected mice
with AJFGF9 and AdCont (Fig. 2C). In naive mice, alveolar
epithelial cells were immunoreactive to FGF9, whereas meso-
thelial cells were not. Consistently with FGF9 mRINA expres-
sion kinetics, mesothelial cells were strongly positive in the
AdFGF9 group and faintly positive in the AdCont group at day
3. At day 14, some mesothelial cells were still immunoreactive
for FGF9 in the AAFGF9 group while they were negative in the
AdCont group (Fig. 20).

FGEQ prevented adenoviral-induced pleural remodeling.
Histology revealed that intrapleural injection of adenovirus
induced marked pleural changes, with a pleural thickening
starting at day 5 with a maximum on day 14 in the animals
receiving the control adenovirus (Fig. 2C). These changes were
spontaneously resolved on day 28 (data not shown). Although
limited remodeling of the pleura was obsetved at day 5 in the
animals treated with AdAFGF9, the pleura displayed a normal
morphology at day {4 in the animals treated with the FGF9
adenovirus (Fig. 2C). Measure of pleural thickness confirms
these observations, showing a significant decrease of pleural
thickness at day 74 in the AdFGF9 group compared with the
AdCont group (Fig. 2D). Interestingly, the subpleural lung
showed limited changes with no evidence of fibrosis (data not
shown).

We quantified extracellular matrix components in animals
treated with control or FGF9 adenovirus. Morphological anal-
ysis revealed that control adenoviral infection was associated
with the accumulation of collagen (Fig. 3, 4 and D) and
fibronectin (Fig. 3, B and D) in the thickened pleura associated
with an increased expression of @i Coli, al Col3, and fibronec-
fin mRNA (Fig. 3C). Most importantly, these changes were
prevented by FGF9 overexpression as assessed by histomor-
phometry (Fig. 3, 4 and B), mRNA expression (Fig. 3C), and
protein content analysis (Fig. 3D).

FGEQ prevented accumulation of myofibroblasts in remod-
eled pleura upon adenovirus transduction in vivo. We used
immunohistochemistry to characterize the phenotypic changes
of pleural cells induced by adenoviral infection. Control ad-
enoviral infection was associated with an increase of a-SMA
(Fig. 44) and vimentin-positive (Fig. 4B) cells in the remod-
eled pleura at day 14. Most importantly, FGF9 overexpression
completely prevented these cellular changes (Fig. 4, A and B).
However, at the mRNA level, we did not observe any change
of total lung expression of Vimentin or Acfa2 mRNAs between

FGF9 IN FLEURAL FIBROSIS

AdCont and AdFGF9 groups, suggesting the phenotypic
change were restricted to pleura (Fig. 4, A and B).

WT-1 expression by mesothelial cells was assessed by
immunostaining and mRNA expression. WT-1 is known to
regulate mesothelial cell plasticity (25). In naive mice, most
mesothelial cells did express WT-1 as assessed by immuno-
staining (data not shown). On day 14, some WT-1 cells were
observed at the surface of the remodeled pleura in AdCont and
AdFGF9 groups, with a similar pattern between groups (Fig.
40). Similarly, WT-1 mRNA level was similar in both groups
on day 14 (Fig. 40).

Pleural remodeling induced by adenoviral infection was
associated with an increased expression of key soluble factors
at the mRNA level involved in myofibroblast differentiation
(17, 18, 38, 50), such as Tgbi, Cigf, and Pai-I (Fig. 4D).
Conversely, FGF9 overexpression significantly decreased Cigf’
and Pai-1 mRNA levels on day i4 (Fig. 4D), while 1o
significant difference was observed with regards to Tgfbl
mRNA.

FGEQ inhibited cell proliferation and apopiosis in remod-
eled plenra after adenoviral iransduction in vivo. To elucidate
the mechanisms associated with the in vivo protective effect of
FGF9 overexpression on pleural remodeling, we evaluated the
proliferation and apoptosis in remodeled pleura.

The number of Ki-67-positive cells (a marker of cell prolif-
eration) was strongly increased in the remodeled pleura after
control adenoviral infection, and this was again prevented by
FGF9 overexpression (Fig. 54).

‘We next evaluated the apoptosis process in AdCont animals
compared with AJFGF9 ones. We observed that the apoptotic
process was activated in the animals infected with the control
adenovirus, with an increased expression of cleaved caspase-3
and cleaved poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) as assayed
by Western blot. FGF9 overexpression was associated with
decreased levels of cleaved caspase-3 (day 3) and cleaved
PARP (day 14) compared with control adenovirus (Fig. 5B),
pointing to an inhibition of the apoptotic process.

In vitro, FGF9 decreased migration of mesothelial cells in
vitro. Altogether, our in vive results suggest that FGF9 pro-
motes early repair of the mesothelium after adenoviral injury.
To decipher the molecular mechanisms involved in FGF9
response, we studied the effect of exogenous recombinant
human FGF9 on rat lung mesothelial cells (6/4-RM-4 cell line)
in vitro.

‘We first analyzed the pattern of FGFR expression by meso-
thelial cells in vitro. The mesenchymal-associated Illc FGFR
isoforms were the most detected, and the FGFR3IIlc was
strongly expressed compared with FGFR2IIle and FGFRIIIIC
(Fig. 6A), whereas FGFR4 was not detected. However, 6/4-
RM-4 mesothelial cells also expressed the epithelial IIIb iso-
form.

Fig. 2. FGF9 prevents pleural thickening induced by control adenovirus. A: human and murine FGFO mRNA expression in total lung was examined by
quantitative PCR. Levels are relative to that of Po-microglobulin (Bom). Data are medians (25-75th percentile; minimum and maximum) from 6-9
mice/condition. B: FGF9 pleural concentration was quantified by ELISA at days (D) 3, 5, and 14 in control adenovirus (AdCont)- and adenovirus expressing
human FGF9 (AdFGF9)-treated animals. Data are medians (25th-75th percentile; minimum and maximum) from 6—9 mice/condition. *P < 0.05. C: FGF9
immunolabeling in naive mice and in treated animals at days 5 and 4 (scale bar, 50 jum). D: morphological assessment of pleural thickening on days 3, 5, and
14 after adenovirus pleural injection. Hematoxylin and eosin staining (scale bar, 50 pm). F: histomoerphometric analysis of pleural thickening over time in treated

animals using Calopix software. From 6—9 mice/condition, *P < 0.05.
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Next, we assessed the effect of FGF9 (20 ng/ml) on meso-
thelial cells. We observed that FGF9 strongly stimulated ERK
phosphorylation and decreased pSTAT3 phosphorylation in
mesothelial cells (Fig. 6B). These results indicated that 6/4-
RM-4 mesothelial cells did respond to FGF9 stimulation in
vitro.

Our in vivo results clearly indicate that FGF9 overexpres-
sion in mice pleura affects mesothelial cell proliferation and
apoptosis. However, FGF9 did not modulate mesothelial cell
proliferation in vitro over 24-96 h of stimulation (Fig. 6C).

Migration contributes to mesothelial cell dispersion in lung
parenchyma and may participate to subpleural fibrosis (62).
We tested the effect of FGF9 on mesothelial cell migration in
a modified Boyden chamber assay. FGF9 decreased the cell
migratory capacities by 50% (Fig. 6D).

FGF9 decreased basal differentiation and partially pre-
vented TGEFB-induced differentiation of mesothelial cells in
vitro. Mesothelial-to-mesenchymal transition has been identi-
fied as a profibrotic cellular pathway in the lung. In this process
close to epithelial-to-mesenchymal transition, mesothelial cells
lose their mesothelial characteristics and acquire mesenchymal
properties. TGF-3 is a well-characterized inducer of mesothe-
lial-to-mesenchymal transition (37).

‘We assessed mesothelial and meserichymal markers in me-
sothelial cells cultured in vitro with FGF9 (20 ng/ml) for 48 h
with or without TGF-1 (5 ng/ml). In the absence of TGF-f3,
FGF9 decreased collagen-1 and a-SMA protein content while
vimentin and WT-1 were unchanged (Fig. 6, E, F, and G). As
expected, TGF-f1 increased collagen-1, a-SMA, and vimentin
and decreased WT-1 content in mesothelial cells (Fig. 6, E, F,
and G). FGF9 prevented TGF-Bl-induced collagen-1 and
a-SMA protein upregulation but did not affect vimentin ex-
pression or WT-1 expression (Fig. 6, E, F, and G).

Taken together, our results indicate that FGF9 modulates
mesothelial plasticity and partially prevents the mesothelial-to-
mesenchymal transition process in vitro.

FGE9 effects were partially driven by FGFR3 in 4/4-RM-4
mesothelial cells. FGFR3 is the main receptor for FGF9 re-
sponse (40, 59). To determine the role of FGFR3 in FGF9
response in vitro, we knocked down Fgf#3 in rat mesothelial
cells with CRISPR-Cas9 gene editing assay. We obtained a
population of mesothelial cells with 50% Fgfir3 inhibition at
the mRNA level. We observed that the effect of FGF9 on
collagen-1 and a-SMA protein content was partially blocked in
Fgfr3 CRISPR-Cas9 mesothelial cells (Fig. 7). These data
indicate that FGFR3 partially drives the effect of FGF9 on
mesothelial cell differentiation in vitro.

DISCUSSION

FGF9 is implicated in the communication between epithe-
lium and mesenchyme during fetal lung development (56, 58).
Indeed, FGF9 is the only FGF expressed by the mesothelium

FGF9 IN FLEURAL FIBROSIS

during the lung pseudoglandular stage, and FGF9 controls
mesenchyme proliferation. Recently, we reported that FGF9
played a role in IPF as an anti-apoptotic and promigratory
growth factor on human lung fibroblast and maintained fibro-
blasts in an undifferentiated state (24). In the current study, we
observed that FGF9 and its preferential receptor, FGFR3, were
strongly expressed in IPF pleura. We demonstrated that in vivo
intrapleural FGF9 overexpression prevented pleural remodel-
ing, impacted myofibroblastic differentiation of pleural meso-
thelial cells, and inhibited mesothelial proliferation and apo-
ptosis induced compared with intrapleural injection of a control
adenovirus. In vitro, we demonstrated that FGF9 modulated
mesothelial plasticity and partially prevented myofibroblastic
differentiation of mesothelial cells induced by TGF-B1. Finally
we demonstrated that FGF9 effects on mesothelial cells were,
at least partially, driven by FGFR3.

To our knowledge, this is the first attempt to characterize in
depth FGFR expression in vivo, in control and IPF human
mesothelial cells, mouse lung pleura, as well as in vitro in arat
mesothelial cell line. We observed that FGFR3 and FGFR1
were the most expressed receptors by pleural mesothelial cells,
in mice and humans, in control and IPF tissue. MacKenzie et
al. reported in a recent work a strong expression of FGF1 and
of c-isoform of FGFR1/2/3 in the fibrotic region (30). In our
study, we observed an increased expression of FGFR3 by
mesothelial cells as assessed by immunohistochemistry (Fig.
1), In mice, FGFR expression and localization were not af-
fected by adenoviral infection (data not shown). FGFR3 is the
main receptor for FGF9, but FGFR1 is also a target for FGF9
(40, 59). Coffey et al. previously detected FGF9 expression by
mesothelial cells in IPF (6). This is an important feature that
fits with the general observation that IPF is characterized by a
reactivation of signaling pathways involved in lung develop-
ment (5, 10, 22, 27, 33).

Pleural fibrosis affects patients suffering from complicated
paraprieumonia pleural effusions, empyema, or asbestosis-re-
lated injury. This thickened pleura contributes to decreased
lung volume, decreased lung compliance and led to lung
restriction (23, 51). Pleural mesothelial cells undergo a process
called mesothelial-mesenchymal transition. During this pro-
cess, mesothelial cells acquire a myofibroblast-like phenotype
characterized by a change of morphology, an increased expres-
sion of myofibroblast marker such as a-SMA, and an increase
of matrix protein expression such as collagen-1. To our knowl-
edge, pleural remodeling induced by the intrapleural injection
of a control adenovirus has not been previously described.
Interestingly, the pleural alterations observed in our study
present some similarities, but with less intensity, to those
described in experimental pleural fibrosis induced by adenovi-
ral gene transfer of TGF-3 to the pleura (11) or with coinstil-
lation of bleomycin and carbon particles (12). However, these
alterations are spontaneously resolutive in the current

Fig. 3. FGF9 overexpression is associated with the decrease of pleural fibrosis markers. A: evaluation of pleural collagen content with picrosirius staining at day
14 (scale bar, 50 pm). The column graph represents a quantitative assessment (Calopix software) for 6-9 mice/group. *P < 0.05. B: evaluation of pleural
fibronectin content with immunolabeling at day 14 (scale bar, 50 pm). The column graph represents a quantitative assessment (Calopix software) for 6-9
mice/group. *P < 0.05. C quantification of lung mRNA expression for collagen 1, collagen 3, and fibronectin in AdCont- and AJFGFO-treated animals at days
3, 5, and 4. From 69 mice/condition, *FP < 0.03, **P < 0.01, and ****P << 0.0001. D: representative Westem blot analysis of lung fibronectin and collagen
1 expression at day /4 in AdCont- and AJFGF9-treated animals. Collagen I and fibronectin were quantified and normalized with p-tubulin loading control
(column graphs). Results were expressed in fold induction compared with control; 6-9 mice/condition, *P < 0.05.
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Fig. 4. FGF9 prevented myofibroblast differentiation in the pleura and decreased profibrotic mediator expression in vivo. Immunolabeling and quantitative PCR
of a-smooth muscle actin (SMA, A), vimentin (B), and Wilms tumor-1 (WT-1, C) on day 14 in treated animals (scale bar, 50 um). Mesothelial cells strongly
expressed SMA and vimentin in AdCont-treated animals, whereas the AdFGF9-treated animals were protected. Mesothelial cells expressed similar levels of
WT-1 in both groups (scale bar, 50 wm). D: quantitative PCR analysis of mRNA levels for transforming growth factor- (TGF-f), CTGF, and plasminogen

activator inhibitor-1 (PAI-1) on days 3, 5, and 4. Levels are relative to that of Bom; 6-9 mice/condition, *P < 0.05 and **P < 0.01.
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model. Recently, another study also reported that a fibrotic
process could be triggered upon adenoviral transduction in
vivo. Zhou et al. demonstrated that the intratracheal instil-
lation of a high dose of adenoviral vectors was sufficient to
induce lung injury with an inflammatory cell influx, in-
creased TGF-B concentration in bronchoalveolar lavage,
and subsequent fibrosis in mice (61).

One limitation of our study is the use of an empty adenovirus
as a control. An adenovirus containing a nonsense sequence
could have been a better control. However, except for the
sequence of the human FGI9 gene insert in the recombinant
adenovirus, both adenoviruses were identical and they induced
a similar inflammatory reaction at days 3 and 5, as assessed by
pleural cellularity (data not shown) and pleural thickening (Fig.
2, C and D). Interestingly, the AJFGF9 virus induced a mild
overexpression of FGF9. Indeed, we only observed a twofold
higher intrapleural concentration of FGF9 in the AdFGF9

group compared with the AdCont group (Fig. 24). Considering
the difference of pleural morphology at day 14 between the two
groups, this result suggests a very strong biological effect of
FGF9. However, different factors such as the dilution associ-
ated with pleural lavage technique and the ability of heparan
sulfate to bind FGF9 may have led to an underestimation of
FGF9 intrapleural concentration. Indeed, the mesothelial cells
secrete surface glycosaminoglycans, predominantly hyaluro-
nan (35), able to sequestrate FGF but also to modulate and
increase FGI/FGER affinity (31, 45, 53).

We observed that the adenoviral infection of the pleural
cavity induced the expression of FGF9 in mice injected with
the control adenovirus. It is known that FGF9 may be produced
in other tissues after injury. In a model of peritonitis induced
by thioglycollate in mice, Lam et al. observed an increased
production of FGF9 in the peritoneal fluid and plasma (28).
Antoine et al. observed overexpression of FGF9 by stellar liver
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cells after exposition to carbon tetrachloride, as an acute liver
injury model (1). Zheng et al. observed an increased expression
of FGI in the skin after laser-induced injury (60). In our
model, we cannot assess the role of mesothelial cells and
inflammatory cells in FGF9 accumulation in the pleural space,
since we were not able to confidently detect FGF9 in mice.
We showed that pleural FGF9 overexpression was associ-
ated with a decrease in mRNA expression of profibrotic factors
such as CTGF and PAI-1, an inhibition of the accumulation of
myofibroblasts as well as extracellular matrix components such
as collagen and fibronectin in the thickened pleura. This
observation was confirmed in vitro where FGF9 inhibited the
acquired expression of a myofibroblastic phenotype by meso-
thelial cells. Part of the protective effect of FGF9 may be the
result of an interaction with TGF-B. Indeed, a cross talk
between FGI9 and TGF-B signaling has been previously
reported in the small intestine where FGF9 is known to play a
key role in fetal development. In that tissue, FGF9 (argets a
subpopulation of mesenchymal stem cells and downregulates
TGF-B signaling through the production of TGF-B inhibitors
(15). Similarly, in human lung fibroblasts, we showed that
FGF9 prevented TGF-B1-induced myofibroblast differentia-
tion (24). Karki et al. demonstrated that WT-1 regulated
mesothelial cell plasticity and that its loss of expression would
lead to mesothelial-to-mesenchymal transition (25). Using
WT-1 immunolabeling, we observed a decreased expression of
WT-1 by mesothelial cells in the remodeled pleura at day 14,

Ctri Ctr2 CR1 CR2

without difference between the AdCont and AdFGF9 groups
(Fig. 4C). In vitro we observed that TGF-B1 induced a de-
crease of WT-1 expression (Fig. 6G), whereas FGF9 did not
influence its expression.

We observed that FGF9 overexpression was associated with
decreased mesothelial cell proliferation and reduced apoptosis
in vivo. In vitro, FGF9 had no effect on cell proliferation of the
immortalized rat 6/4-RM-4 mesothelial cell line. This apparent
discrepancy may reflect the complexity of the in vivo milicu
where multiple mediators may interact to produce a given
effect. Interestingly, FGF9 was identified as a survival pro-
moter of germ cells in the fetal testis (6, 7, 13) and as promoter
of malignant transformation in gastric cancer (46). The anti-
apoptotic properties of FGF9 and its overexpression in IPF
could contribute to the high incidence of lung cancer in this
population. Resistance to apoptosis has been identified as a
cause of the increased pool of fibroblast and myofibroblast in
the fibrotic lung (50). Recently our group demonstrated that
FGI9 promoted survival of lung fibroblast in vitro (24). Al-
ternatively, FGF9 may be enhancing adenovirus-induced DNA
damage, since other FGFs, such as FGI2 (21) or FGF10 (52),
have been shown to act against oxidative stress.

The acquisition of migration properties is a key feature in the
mesothelial-to-mesenchymal transition process. Zolak et al.
and Decologne et al. have demonstrated that transdifferentiated
mesothelial cells could enter in the lung parenchyma and
participate in the fibrotic process and increase the myofibro-

Fig. 6. Effect of FGF9 on proliferation, migration, and differentiation of 6/4-RM-4 mesothelial cells in vitro. A: quantitative PCR analysis of relative mRNA
levels of FGFR1, FGFR2, and FGFR3 isoforms and FGFR4 in mesothelilal cells. Levels are relative to that of §2m. Data are means * SE of 6 experiments. B:
representative Western blot of pERK and pSTAT3 activation in mesothelial cells treated with FGF9 (20 ng/ml) for 10 min. Content of pERK and pSTAT3 was
quantified and normalized with GAPDH loading control. Data are expressed as fold induction relative to the respective control (ctr). *P < 0.05. C: mesothelial
cell proliferation was analyzed by cell counting after FGF9 stimulation (20 ng/ml for 24, 48, 72, and 96 h). Data are means * SE of 5 samples/group. Data are
fold induction relative to the respective control condition (heparin alone). D: migration properties of mesothelial cells in modified Boyden chamber assay. FGF9
(20 ng/ml) was used as chemoattractant. Data are expressed as fold induction relative to the respective control. Data are means * SE of 5 samples/group.
**P < 0.01. E: representative Western blot analysis of FGF9 effect (20 ng/ml; 48 h) on COL-1, vimentin, and «-SMA content, with and without TGF-B1
stimulation of mesothelial cells. COL1, vimentin, and «-SMA were quantified and normalized with GAPDH loading control. Results are expressed as fold
induction compared with control (baseline). *P < 0.05. F: immunofluorescence detection of a-SMA (green). Mesothelial cells were cultured for 48 h with and
without TGF-B1 (5 ng/ml) and FGF9 (20 ng/ml). Nuclei were stained with DAPI (blue) (scale bar, 10 um). FGF9 prevented «-SMA accumulation in mesothelial
cells after TGF-B1 stimulation. G: representative and reordered Western blot analysis of FGF9 effect (20 ng/ml; 48 h) on WT-1 content with (right) and without
(left) TGF-B1 stimulation on mesothelial cells. WT-1 was quantified and normalized with GAPDH loading control. Results were expressed in fold induction
compared with control (baseline). *P < 0.01.
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blast pool (11, 62). In this study, we observed that FGF9
decreased the migration of mesothelial cells in vitro. Our team
previously reported that FGF9 enhanced human lung fibroblast
migration in vitro. This divergent result could result from the
differential expression of FGFR by different cell types, meso-
thelial cells expressing both epithelial and mesenchymal iso-
forms as assessed by PCR (Fig, 64). Indeed, FGF9 can activate
the mesenchyme-specific “c”-splice forms of FGFR and has
also the unique ability to activate epithelial FGFR signaling
after binding IIIb isoforms (58). Alternatively, this apparent
discrepancy in the effect of FGFO on mesothelial cells and
fibroblasts may just reflect the positive and preventative effects
of FGF9 related to resolution of damage, typical of other FGFs
(19, 48), whereas in the IPF context, the overexpression of
FGF9 may represent failed attempts to resolve overwhelming
damage. Evaluating mesothelial repair in FGF9-deficient mice
would be critical to further confirm the role of FGF9 in pleural
homeostasis; however, these mice were not available to us.

In conclusion, we observed that the injection of an adeno-
virus in the pleural cavity induced transient fibrotic remodeling
of the pleura. This phenomenon was prevented by the pleural
overexpression of FGF9. These results suggest that the expres-
sion of FGF9 by mesothelial cells is a physiological response
to injury and that FGF9 has anti-fibrotic properties promoting
mesothelial repair after infectious injury, but is not sufficient to
resolve overwhelming damage in IPF.
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DISCUSSION DE L’ARTICLE

Il s’agit de la premiére étude visant a caractériser I'expression pleurale de
FGF9 et des récepteurs FGFR dans le poumon humain, sain et fibreux, et murin.
FGFR1 et FGFR3 étaient les principaux récepteurs exprimés au niveau pleural chez
I’lhomme et la souris. FGF9 peut se lier a ces deux récepteurs et son expression
meésothéliale est augmentée au cours de la FPI. Cette observation a confirmé une
observation préalable publiée par Coffet et al (257).

La fibrose pleurale est un processus retrouvé dans de hombreuses
pathologies y compris infectieuse. Ce phénoméne a des conséquences sur la
compliance pulmonaire. |l s’agit de la premiéere étude rapportant un effet pro fibrosant
lié a un adénovirus contrdle. Les altérations retrouvées au niveau de la plévre
remodelée présentent plusieurs similarités avec celles observées lors de I'injection
intra pleurale d’un adénovirus recombiné AdTGFf (70) ou de bleomycine (286) avec
une intensité moindre. De plus ce remodelage n’est que transitoire dans notre
modéle. D’autres études ont rapporté des fibroses viro induites. Zhou et
collaborateurs ont rapporté que de fortes doses d’adénovirus suffisaient a initier une
fibrogénése pulmonaire chez la souris (287).

Une des limites de cette étude réside dans l'utilisation d’'un adénovirus vide
comme contrdle. L'utilisation d’'un adénovirus contenant une mutation non-sens de
FGF9 aurait été plus appropriée. Cependant nous avons observé que les deux
adeénovirus induisaient une réaction inflammatoire équivalente jours aprés I'injection
intra pleurale.

D’autre part, TAdFGF9 induit une surexpression intra pleurale modérée de
FGF9 mais associée a un effet biologique important. Il est possible que la
concentration pleurale ait été sous-estimée du fait de la dilution induite par le lavage
pleural, de la séquestration du FGF9 a des héparanes sulfates qui tapissent la cavité
pleurale (288).

Nous avons observé que l'infection de la cavité pleurale par 'adénovirus
contréle induisait I'expression de FGF9 murin. Ceci a été rapporté dans d’autres
situation similaires et notamment en cas d’infection péritonéale ou aprés une
agression hépatique par du tetrachloride de carbone, ou au niveau cutané (289),

(290).
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La surexpression de FGF9 était associée a une diminution de I'expression des
ARN messagers de facteurs pro fibrosants et prévenait 'accumulation de
myofibroblastes et de protéines de la MEC au niveau de la plévre des souris. Ces
données ont été confirmées in vitro. Le mécanisme d’action de FGF9 est incertain
mais pourrait induire I'expression d’'inhibiteur du TGFB a l'instar de son action au
niveau de l'intestin gréle (291). Dans ce travail, FGF9 ne modulait pas I'expression
de WT-1 dont la perte d’expression est associée a la transition mesothélio-
mésenchymateuse (292).

La migration est une propriété importante dans la transition mésothélio-
mésenchymateuse. Dans plusieurs études, il a été observé que les cellules
meésothéliales pouvaient migrer dans le parenchyme pulmonaire et augmenter le pool
de myofibroblaste pulmonaire (293). Nous avons observé, in vitro, que FGF9
diminuait la migration de ces cellules. Notre équipe avait rapporté un effet inverse au
niveau des fibroblastes pulmonaires humains issus de patients atteints de FPI ou
témoins qui peut s’expliquer par I'activation d’isoformes différentes du récepteur.
Contrairement aux fibroblastes pulmonaires qui n’expriment que I'isoforme -c, les
cellules mésothéliales expriment les isoformes b et c des FGFR qui peuvent étre tout
deux activées par FGF9 pourrait expliquer I'effet opposé observé au niveau de ces
deux types cellulaires.

L’injection d’'un adénovirus dans la cavité pleurale de souris induit une fibrose
pleural transitoire. Ce phénoméne peut étre prévenu par la surexpression de FGF9
par les cellules mésothéliales. Ces données suggérent que la sécrétion de FGF9 par
les cellules mésothéliales est une réponse physiologique a une agression et que
FGF9 a des propriétés anti fibrosantes utiles apres une infection mais insuffisante

pour influer la fibrogénése pulmonaire observées au cours de la FPI.
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FGF19 est diminué dans la FPI et inhibe la survenue de la

fibrose pulmonaire chez la souris.

Justet et al., Manuscrit en cours de préparation

CONTEXTE ET JUSTIFICATION DE LA RECHERCHE

Alors que I'implication des FGF paracrines a été particulierement étudiée au
cours de la FPI, ce n'est que recemment que des travaux ont porté sur I'implication
des FGF endocrines (244), (245).. Dans ce travail notre intérét s’est porté sur
l'implication du FGF19. Le FGF19 est sécrété au niveau iléal et joue un réle central
dans le métabolisme des acides biliaires et 'homéostasie énergétique. Il est le
principal ligand du récepteur FGFR4 trés exprimé au niveau hépatique mais peut
également se lier a d’'autres FGFR comme le FGFR1c exprimé au niveau du tissu
adipeux (258).

L’intérét porté sur le FGF19 au niveau pulmonaire s’explique par ses
propriétés anti fibrosantes observées au niveau hépatique. En effet une
surexpression d’un variant non mitogénique de FGF19 est associée a une diminution
des lésions de fibrose hépatique et a la diminution de I'apoptose des hépatocytes
chez la souris aprés exposition au tétrachlorure de carbone (CCl4 ) (294). Les
mécanismes sous-jacents a cet effet protecteur n’ont a ce jour pas été clairement
élucidés. L'effet anti fibrosant de FGF19 serait associé a une diminution du stress du
RE et a son effet anti apoptotique. L’utilisation d’'un variants d FGF19, le NGM282
était associée une diminution significative des biomarqueurs de fibrose hépatique
chez des patients atteints de cirrhose en lien avec une NASH (285).

Nous avons donc émis I'hypothése que le FGF19 pouvait avoir des propriétés
anti fibrosantes au niveau pulmonaire.

Nos objectifs étaient de :

- Quantifier et comparer la concentration plasmatique de FGF19 chez des patients

atteints de FPI et de témoins
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- Etudier I'effet de la surexpression de FGF19 dans deux modéles expérimentaux
de fibrose pulmonaire murine

- Etudier I'effet de FGF19 sur deux types cellulaires qui jouent un role clé dans la
FPI, les cellules épithéliales alvéolaires et les fibroblastes pulmonaires.
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34  Abbreviation list:

35  AAV: Adeno- associated virus

36 A1COL1: collagen-1 alpha 1

37  ACTAZ2: alpha smooth muscle actin
38  AECII: alveolar epithelial type 2 cell
39 COL: Collagen

40  CTL: Control

41  ECM: Extracellular matrix

42  FGF7: Fibroblast growth factor-7

43  FGF10: Fibroblast growth factor-7
44 FGF189: fibroblast growth factor-19
45  FN: Fibronectin 1

46  GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
47  HGF: Hepatocyte Growth Factor

48  IMB: Interleukin 1 3

49 I8 Interleukin 6

50 IPF: idiopathic pulmonary fibrosis

51  MLE15: Murine Lung Epithelial-15
52  PAI1: Plas:minogen Activator 1

53  PDGEF: Platelet derived growth factor
54  Pro 8PC: Pro surfactant protein C
55  TGFpB1: transforming growth factor beta-1
56  TNFa: Tumor Necrosis Factor alpha
57  TUB: B-tubulin
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61  ABSTRACT (198/200 words)

62

63  IPF is a devastating lung disease, characterized by a reactivation of developmental pathways
64  such as Fibroblast Growth Factors (FGF). FGF19, an endocrine FGF, was shown to prevent
65  experimental liver fibrosis. Ve hypothesized that FGF19 could have anti-fibrotic properties in
66  the lung. We found that FGF19 was decreased in plasma of IPF patients compared to

67  controls. Then, we determined the effect of increased FGF19 plasma levels induced by an

68  adeno-associated virus (AAV) in two experimental models of murine lung fibrosis. Increased
69  FGF19 was associated with a marked decrease of bleomycin-induced lung fibrosis and

70  adenovirus-TGF-beta-induced lung fibrosis in mice. In vitro, FGF19 decreased type 2

71  alveolar epithelial cell apoptosis through the decrease of the proapoptotic BIM protein

72  expression, and prevented TGF-B-induced myofibroblast differentiation through the inhibition
73 of JNK phosphorylation. Altogether these data indicate that FGF19 has anti fibrotic properties
74  inthe lung and point it as a potential therapeutic target in IPF.

75

76
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INTRODUCTION

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF), the most frequent idiopathic interstitial pneumonia
! is a devastating disease characterized by a very poor prognosis. Two drugs are currently
approved in IPF, pirfenidone and nintedanib, and have been shown to slow disease
progression. Lung transplantation is the only curative treatment 2. According to the current
paradigm, IPF would be the consequence of repeated aggression of a senescent alveolar
epithelium leading to alveolar type Il cell apoptosis, and myofibroblast and extracellular
matrix protein accumulation. During this process, several pathways implicated in lung
development are abnormally reactivated, including members of the fibroblast growth factor
(FGF) family ®. FGFs contribute to intercellular communication through specific receptors
(FGFRs), and are involved at all stage of lung development and in repair process. The FGF
family contains 22 members and 4 receptors (FGFR1-4). FGF19, FGF21 and FGF23 belong
to the endocrine FGF subfamily and exert their action mainly in an endocrine mode *. FGF19
(FGF15 in mice) is expressed by the ileum and targets the liver and the gallbladder. FGF19
is known to play a key role in glucose and acid biliary metabolisms ®. FGF19 has anti-fibrotic
properties in experimental liver steatosis and liver fibrosis models ¢ . Recently, NGM282, an
engineered FGF19 analogue, induced significant reduction of non-invasive serum fibrosis
biomarkers in patients with non-alcoholic steatohepatitis in a clinical trial . In view of these
data, we hypothesized that FGF19 could exert anti-fibrotic properties in the lung. First, we
performed a comparative analysis of FGF19 level in bronchoalveolar lavage (BAL) and
plasma from IPF and controls patients. Then we assessed the effect of FGF19
overexpression in two experimental models of lung fibrosis. Finally, we investigated and
deciphered the effect of FGF19 stimulation on the two key cellular actors of IPF, the lung

fibroblast and the alveolar epithelial cell.
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MATERIAL AND METHODS

Human Lung Samples

IPF lung samples were obtained from patients undergoing open lung biopsy or at the time of
lung transplantation (n=39; median age 61 years; range 51-70 years). |PF was diagnosed
according to ATS/ERS/JRS/ALAT 2011 criteria 8, including histopathological features of
usual interstitial pneumonia. Lung samples obtained after cancer surgery, away from the
tumor, were used as controls; normalcy of control lungs was verified histologically (n =35
patients; median age 64 years, range 28-83 years). Bronchoalveolar lavage (BAL) was
obtained from 15 patients with IPF and 10 controls subjects. Plasma samples were obtained
from 22 IPF patients and 15 controls, matched for age, body mass index, and tobacco
exposure (Table 1). IPF or control subjects with previous or current history of cholestasis,
chronic haemodialysis or non alcoholic fatty liver disease, were excluded from this study.

To assess FGF19 concentration, venous blood was collected on EDTA tubes after 8 hours
fasting, centrifuged 15 min at 1000g within 30 minutes from collection, and the plasma was
immediately aliquoted and stored at -80°C until assay.

This study was approved by the local ethics committee (CPP lle de France 1, No.0811760).

Written informed consent was obtained from all subjects.

Experimental murine lung fibrosis

CS57BL/6N mice from Janvier Labs (Le Genest Saint Isle, France) were treated in accordance
to the guidelines of the French ministry of Research. We used two experimental models of
mice lung fibrosis by using intra-tracheal bleomycin or TGF-R1 adenovirus °. Bleomycin or
saline was injected intra-tracheally and mice were sacrificed 3, 7 and 14 days after
bleomycin administration as previously described °. In some experiments, we induced lung
fibrosis by the intra-tracheal injection of TGF-B1 adenovirus (Ad-TGFp) or control virus (Ad-

Ctrl), as previously described . Ad-TGFp or Ad-Ctrl were provided by Dr Martin Kolb
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(McMaster University, Canada). 2 x 108 plaque-forming units (PFU) in 50l sterile saline
were intra-tracheally administered and mice and were sacrificed 21 days after instillation.
Plasma and bronchoalveolar lavage fluid (BALF) were collected as previously described 213,
Hematoxylin-eosin and picrosirius staining were performed to evaluate the morphology of the
left lung. Semiquantitative histological grading of lung injury was performed by two
independent observers according to Inoshima and colleagues . Total RNA was extracted
from mouse lung homogenates (middle lobe), and the expression of the genes of interest
was quantified by real-time PCR, as previously described '¢. Proteins were extracted from
lung homogenates (upper lobe) and western blotting was performed by standard techniques
as previously described '®. Total collagen content was assessed by hydroxyproline assay
from the lower lobe 7.

All animal experiments were conducted with the approval of the local animal ethics

committee (Paris Nord n°121”, APAFiIS #8795).

FGF19 overexpression in vivo

Recombinant non-replicative and non-integrative adenoc-associated-viruses (AAV) were
obtained from NGM Biopharmaceuticals Inc. (San Franscisco, California). AAVs were
already formulated in ready-to-inject solution. The sequence of control (AAV-GFP) and
recombinant (AAV-FGF19) AAV differed only in the human FGF19 gene or GFP gene
inserted into the AAV. AAVs were stored at -80 °C until use. We injected 6 x10'0 AAV
genome per mouse via the tail vein 14 days before the intratracheal administration of

bleomycin or before the intratracheal administration of Ad-TGF( or Ad-Ctrl.

Human lung fibroblast culture

Primary lung fibroblasts were isolated from IPF and control lung tissue samples according to
a previously described protocol '®. Fibroblasts were cultured in DMEM (ThermoFischer
Scientific, Walthman, USA) supplemented with 10% fetal calf-serum (FCS) and antibiotics.

Primary lung fibroblasts were used between passages 3 and 6 passed according to routine
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procedures. Unless stated otherwise, fibroblasts were washed twice with PBS and serum-

starved 16 hours before stimulation, as previously described '°.

Study of myofibroblast differentiation:

In preliminary dose-finding experiments, we determined that a concentration of 5 ng/ml for
FGF19 was optimal to induce ERK phosphorylation at 10 min (data not shown). Primary
human lung fibroblasts were plated in 6-well plates for 24 h then starved in DMEM with 0%
fetal calf serum for 16 h before stimulation. Serum-starved fibroblasts were cultured for 1 h
with or without FGF19 (5 ng/mL), then the media was removed and FGF19 (5 ng/ml) or TGF-
31 (1 ng/ml) (R&D Systems) or both (for the cells pre stimulated with FGF19) were added for

the next 48 hours. Absence of stimulation was used as the basal condition.

Murine alveolar type Il cell culture and apoptosis assay

MLE15, an immortalized mouse lung epithelial cell line that maintains some morphological
and functional characteristics of AEC2, a generous gift from Jeffrey Whitsett (Cincinnati,
USA),

were cultured in hydrocortisone, insulin, transferrin, estradiol and selenium (HITES) medium
2. For apoptosis assay, MLE15 were cultured for 1 h with or without FGF19 (5 ng/ml), then
apoptosis was induced by incubation with staurosporine (1 puM) for 16 h in presence or

absence of FGF19 (5 ng/mL).

Elisa

FGF19 levels were measured in plasma and BAL samples from controls and IPF patients,
and from mice injected with AAV, using an Elisa kit (RD191107200R; Bio Vendor, Brno,
Czech Republic). IPF patients were classified according to their GAP stage?' and we
compared FGF19 levels between the different stages.

FGF15 is the murine orthologue of FGF15. We quantified FGF15 using an Elisa Kit

(SEL154Mu; Cloud-Clone Corp, Wuhan, China).
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Murine TGFR levels were quantified in the BAL of the mice injected with AAVs using an Elisa

kit (DY1679; R&D systems, Minnesota, US)

Immunohistochemistry

The paraffin-embedded sections were treated as previously described 5. Antibodies are
reported in Supplemental Table S1. To test the specificity of immunostaining, antibodies
were replaced by a matched control Isotype. All digital images of light microscopy were
acquired with a DM400B microscope (Leica) equipped with a Leica DFC420 CDD camera
and analyzed with Calopix software (TRIBVN). For semi quantitative assessment of pro-SPC
expression (Ebioscience, San Diego, USA) by immunochemistry, the positive cells and the
total number of cells (nuclei) were enumerated in the lung, excluding the vessels and

bronchi, using Calopix Software (TRIBVN), as previously described 22

mRNA analysis

Total mMRNA was extracted from mice lung (middle lobe) and cells. cDNA was obtained by
standard techniques as described #. 188 transcripts were used as an endogenous RNA
control. FGF19 mRNA was quantified by TagMan® gene expression assays (Life
technologies, Saint Aubin, France). All the other transcripts were quantified with SybrGreen
real-time PCR master mix (see Supplemental Table S2 for primers sequences) with use of

PCR ABI 7500 (Applied Biosystems, Carlsbad, CA).

Protein analysis

Lung of mice (upper lobe) and cells were lyzed on ice in RIPA buffer supplemented with
protease inhibitor cocktail as described '°. See Supplemental Table S1 for primary antibodies

used in this work. Digital images were acquired with a gel imaging system (PXi, Syngene,
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Cambridge, UK) equipped with a CCD camera. Western blot analysis was quantified with

Gene tools software (Syngene, Cambridge, UK).

Collagen content analysis

Right lower lobe was weighed and lyzed on ice in saline serum. Total collagen was quantified
with the hydroxyproline assay protein kit (Sigma Aldrich), according to the manufacturer

instructions.

Statistical analysis

Data are presented as dot plot with median. Statistical analysis used Prism 6 software
(GraphPad Software, La Jolla, CA). Experimental groups were compared first with a
nonparametric ANOVA equivalent (the Kruskall-\Vallis test) and, if significant, pairwise
comparisons were performed with the Dunns test. Comparison of histological scores on Day

14 was performed with Fisher’s exact test. p< 0.05 was considered statistically significant.
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RESULTS

FGF19 plasma levels are decreased in IPF patients

We first assessed FGF19 concentration in plasma and BAL fluid from IPF patients and
controls patients. Controls and IPF were similar on age, tobacco exposure and BMI (Table
1). FGF19 was never detected in BAL fluid of IPF or control patients. FGF19 plasma
concentration was decreased in IPF patients compared to controls (Figure 1A). To determine
if FGF19 concentration was related with IPF prognosis, we compared FGF19 levels in IPF
patients classified according to their GAP score, a validated score to predict the mortality
related to IPF course 2. Patients with a less severe disease (GAP ) had higher FGF19

plasma levels than patients with a more severe disease (GAP Il or lll) (Figure 1B).

AAV-induced FGF19 overexpression in naive mice

Then, we undertook to investigate the effect of FGF19 overexpression in an experimental
model of murine lung fibrosis using an AAV approach. AAV is a small (25-nm), nonenveloped
virus that packages a linear single-stranded DNA genome. We took advantage of the lack of
pathogenicity and immunogenicity of AAV in order to overexpress FGF19 in a bleomycin-
induced lung fibrosis model.

In a first set of experiments, we injected haive mice with AAV-GFP or AAV-FGF19 and we
assessed FGF19 plasma levels on day 14 and day 28 after AAV injection. FGF19 was never
detected in mice injected with AAV-GFP whereas FGF19 plasma concentration increased
gradually until day 28 in mice injected with AAV-FGF19 (Supplementary Figure 1A). The
mean plasma FGF19 concentration measured in mice injected with AAV-FGF19 was 0.8
ng/mL at D28 _(Supplementary Figure 1A) .

Mice injected with saline serum or AAV-GFP or AAV-FGF19 had normal lung morphology
(Supplementary Figure 1B) and showed a similar expression of lung fibrosis markers,

ACTAZ2, COLIal, FNI, at mRNA and protein levels (Supplementary Figure 1D, 1E, 1G) and a
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similar lung collagen content as assessed by hydroxyproline assay (Supplementary Figure

1P). .

Characterization of FGF19 overexpression in the experimental model of lung fibrosis
First, we investigated whether the levels of FGF135, the murine orthologue of FGF19, were
potentially perturbed in our experimental model of lung fibrosis. Ve assessed FGF15 plasma
and BAL concentration in naive mice or 14 days after an intra tracheal administration of
saline or bleomycin (Supplemental Figure 1C). Intratracheal bleomycin did not influence the
FGF15 level in plasma (Supplemental Figure 1E). Fgf15 mRNA was not detected in the lung
of these mice (data not shown).

To induce a peak of FGF19 during the fibrotic phase of our experimental model , we injected
AAV-FGF19 in mice 14 days before intratracheal bleomycin administration (Figure 2A);
based upon our results in naive mice treated with AAV-FGF19 (see Figure Supplemental 1).
Control mice received AAV-GFP. We measured FGF19 concentration in plasma (Figure 2B)
and BAL fluid harvested 3, 7, and 14 days after AAV bleomycin injection (Figure 2C). FGF19
was never detected in mice injected with AAV-GFP. FGF19 concentration increased
gradually in plasma and was detected in BAL 14 days after bleomycin. .

To investigate the source of FGF19 production, we assessed the mRNA expression of
FGF19 both in lung and liver (Figure 2C). As expected, FGF19 mRNA was not detected in
AAV-GFP mice, neither in the liver or the lung. FGF19 mRNA was strongly expressed in the
liver of AAV-FGF19 mice, while it was detected at a very low level in the lung in 5/10 mice on
day 7 after bleomycin and in 2/20 mice on day 14 after bleomycin. GFP immunostaining
confirmed the liver as the main target of the AAVs since hepatocytes were strongly positive

whereas no GFP immunostaining was detected in the lung (Figure 2D).
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FGF19 overexpression protects from lung fibrosis induced by bleomycin or AdTGFR
intra tracheal administration

We assessed the effect of FGF19 overexpression on lung fibrosis development in mice. At
D14 after bleomycin administration, mice injected with AAV-FGF19 showed less lesions than
those injected with AAV-GFP as assessed by an histological score (Figure 3A-B). These
morphological observations were associated with a significant decrease of collagen and
fibronectin content at mRNA and protein level in AAV-FGF19 group compared to AAV-GFP
group (Figure 3C-E). Additionally, the decrease of lung collagen content in the AAV-FGF19
group was supported by hydroxyproline assay (Figure 3F) and morphologically by picrosirius
staining (Figure 3G).

\We confirmed the FGF19 anti-fibrotic properties in a second experimental model of lung
fibrosis. AAV-GFP or AAV-FGF19 was injected 14 days before intra-tracheal administration
of AdTGFf3 (Figure 4A). Mice of AAV-FGF19 group showed a significant decrease of fibrosis
extent (Figure 4B) with a significant decrease of lung collagen content (Figure 4C) and a
significant decrease of Collagen 1 and Fibronectin expression at protein level (Figure 4D,
4E) and at mRNA level (Figure 4F) as compared to the the mice of the AAV-GFP group.
Altogether, these data indicate that systemically delivered FGF19 exerts a potent antifibrotic
effect in the lung.

FGF19 overexpression is associated with a decrease of pro-fibrotic mediators

In order to understand the anti-fibrotic properties of FGF19, we first investigated the effect of
FGF19 overexpression on the lung expression of pro- and anti-fibrotic mediators during
bleomycin-induced injury. From D3 to D14, TGFR& levels in BAL fluid were significantly
decreased in AAV-FGF19 group compared to AAV-GFP group (Figure 5A), while lung mRNA
content of Tgf3, Ctgf and Pai-1 were decreased at D14 (Figure 5B). By contrast, the
expression of Fgf7, Fgf10 and Hgf, three anti-fibrotic mediators, were similar in both groups
(Figure 5C).

Analysis of BAL cytology Figure 5D) revealed a moderate but significant decrease of BAL

cellularity at D3 and D7 in the AAV-FGF19 group, whereas there was no difference regarding
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the cell differential. Lung content of Tnfa, //1, and I16 mRNA, typical proinflammatory

cytokines was similar in both groups at D3, D7 and D14 (Figure SE).

FGF19 overexpression protects from apoptosis in the lung

Type 2 alveolar epithelial cell apoptosis has been identified as a crucial trigger of lung
fibrogenesis course 2°. Poly ADP polymerase (PARP) is one of several known cellular
substrates of caspases. Cleavage of PARP-1 by caspases is considered to be a hallmark of
apoptosis ?°. Cleaved PARP accumulates in the fibrotic lung after bleomycin-induced lung
injury #. In vivo, we observed that cleaved PARP content was decreased in the lung of AAV-
FGF18 treated mice at D7 and at D14 after bleomycin, compared to the mice receiving the
AAV-GFP (Figure BA, 8B). To further explore the apoptotic process, we analyzed the
expression of proteins of the BCI2 family, which are involved in the control of the apoptosis
process 28, The pro-apoptotic BAX and BAK proteins are considered as gatekeepers for the
mitochondrial apoptotic pathway, while BIM and BID, BH3-only protein members of the BCL2
family, are key upstream regulators of BAX and BAK activation 2% . We observed that Bid,
Bax and Bak lung content was similar in both groups at protein level (data not shown) while
BIM protein content was significantly decreased in AAV-FGF19 at D7 and D14 (Figure 6C-D)

whereas Bim mRNA content was similar in both groups (Figure 6E).

Interestingly, Pro-SPC immunostaining revealed a significant increase of positive cells in
AAV-FGF19 treated mice compared to the AAV-GFP group on day 14 (Figure 7A-B). To
investigate the effect of FGF19 on the apoptotic process in the alveolar epithelium, we
triggered apoptosis in murine alveolar epithelial cells (MLE15) with staurosporin (1uM), in the
presence or absence of FGF19 (5 ng/mL) and we assessed cleaved PARP content (Figure
7C-D). We observed that FGF19 inhibited staurosporin-induced increase in cleaved PARP in
MLE15 cells. FGF19 stimulation was associated with a significant decrease of Bim at mRNA

and protein levels (Figure 7E-G).
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These data suggest that FGF19 exerts part of its antifibrotic action through the modulation of
the apoptosis machinery with a decrease of Bim content and the consequent inhibition of

alveolar epithelial cell apoptosis.

FGF19 prevents myofibroblast differentiation by decreasing JNK phosphorylation.
IPF is characterized by the differentiation of lung fibroblast into myofibroblast responsible of
the accumulation of extra cellular matrix protein. To determine whether FGF19 could
modulate fibroblast to myofibroblast differentiation, we assessed the expression of collagen
and fibronectin by lung fibroblasts from IPF or control patients at mMRNA and protein levels
after TGFR stimulation in vitro. VWe observed that FGF19 partially inhibited TGFR-stimulated
collagen and fibronectin expression in vitro (Figure 9A-B), with a concomitant decrease of
Pai-1, Ctgf or Glif mRNA (Figure 9A). These factors are expressed consecutively to TGFR
pathway activation. This led us to hypothesize that FGF19 directly interfered with TGF3
transduction pathway. We first assessed the phosphorylation of Smad-3 as a marker of the
activation of the TGFR canonical pathway in vitro. TGFR-induced Smad-3 phosphorylation
was not influenced by FGF19 (Figure 9B-C), suggesting that FGF19 targeted non-canonical
TGFR transduction pathways. TGFR has been consistently shown to activate the JNK
pathway 2° and JNK activation is a prominent event in lung fibrosis 3°. We observed that
FGF19 stimulation prevented TGFR-induced JNK phosphorylation TGFR (Figure 9D, 9E).
Altogether, these data suggest that FGF19 prevented myofibroblast differentiation induced

by TGFR by inhibiting JNK phosphorylation.
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DISCUSSION

To our knowledge, this is the first attempt to study the influence of FGF19 in IPF
pathophysiology. In this work, we demonstrated that, 1) FGF19 plasma concentration was
decreased in IPF patients compared to controls, 2) FGF19 overexpression prevented
bleomycin-induced lung fibrosis in mice, 3) FGF19 prevented alveolar epithelial cells
apoptosis by decreasing the content of the pro-apoptotic protein BIM, and 4) FGF19
prevented TGFR-induced myofibroblast differentiation by decreasing JNK phosphorylation in
vitro . Altogether, these results strongly support the anti-fibrotic properties of FGF19 in the

lung and identify reduced FGF19 in IPF patients as an innovative therapeutic target in IPF.

The influence of paracrine FGFs, such as FGF13!, FGF2%2, FGF7%, FGF9?2, FGF10% and
FGF18'5, on lung fibrogenesis course has been intensively investigated over the past
decade, while it was only recently that endocrine FGF, FGF21 and FGF23, were identified
as possible modulators of the fibrotic response 3 3. FGF15/19 is secreted from ileal
enterocytes and circulates as a hormone. By targeting the liver, FGF15/19 acts as a potent
regulator of bile acid and metabolic homeostasis®. FGF15/19 binds to a receptor complex
composed of FGFR1/4 and the transmembrane protein B-Klotho (KLB), which leads to
activation of the extracellular-signal-regulated protein kinase 1/2 (ERK1/2) and other
downstream kinases. The co-receptor KLB enables FGF15/19 to signal through FGFR1/4,
and is thus recognized as essential for the biological functions of FGF19. We previously

reported that FGFR1 and FGFR4 were detected in the fibrotic lung '®

In this study, we observed that IPF patients showed lower plasma FGF19 levels than age-
matched control patients with similar BMI, the lower levels being observed in the most severe
patients, as assessed by the GAP index. FGF19 is down-regulated in several pathological
conditions such as metabolic syndrome and obesity 3, 3. The decrease of FGF19 in IPF
patients must be confirmed in a larger cohort but could be linked to the increased prevalence

of metabolic syndrome in this population. Indeed, |IPF patients have a 2 to 4-fold increased
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prevalence of diabetes mellitus, and a 2-3-fold increased relative risk of developing

cardiovascular comorbidities 3.

Using an AAV approach, we successfully induced FGF19 expression in the liver with
circulating FGF19 that reached the lung and was detected in BAL fluid. A very low
expression of FGF79 mRNA was detected in the lung in some mice. The mean plasma
FGF19 concentration measured in mice injected with AAV-FGF19 was similar to that
measured in healthy subjects. Indeed, fasting FGF19 plasma concentration in control
subjects is 0.19 ng/ml (range 0.05-0.39 ng/ml) and this doubles after meals in response to
absorption of bile acids by the intestine *°. We showed that mice exposed to FGF19 were
partially protected from bleomycin-induced and TGFR-induced lung fibrosis. To our
knowledge, this is the first demonstration that FGF19 has anti-fibrotic properties in the lung.
Based on this observation, we decided to induce a high physiological concentration of
FGF18 in an experimental model of murin lung fibrosis and to stimulate lung fibroblast and

alveolar type Il cell with FGF19.

Our in vitro and in vivo observations indicate that FGF19 inhibited AEC2 apoptosis. AEC
injury and death are a consistent finding in the lung of IPF patients 4' and bleomycin-induced
pulmonary fibrosis is characterized by early induction of reactive oxygen species (ROS)-
dependent AEC death “2. In this study, we identified BIM, a pro apoptotic mediator, as a
target of FGF19. The BH3-only BIM protein is a major determinant for initiating the intrinsic
apoptotic pathway under both physiological and pathophysiological conditions *.
Endoplasmic reticulum stress (ER stress) is a major trigger of AEC2 apoptosis in pulmonary
fibrosis . ER stress induces apoptosis through BIM activation 5. MAP kinases are involved
in the regulation of the pro-apoptotic activity of BIM “5. ERK-mediated phosphorylation
targets Bim for ubiquitination and proteasomal degradation, allowing to keep low level of BIM
47, Phosphorylation of BIM by ERK1/2 at Ser69, induced by FGF2, was shown to rescue cells
from serum-deprivation-induced apoptosis 6. JNK has also been shown to control BIM 47,

We were not able to detect phosphorylated Bim in epithelial cells nor in fibroblasts after
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FGF19 stimulation in vitro. This may be due to a rapid degradation of phosphorylated BIM.

Beside preventing AEC2 apoptosis, FGF19 may also exert its antifibrotic effect by targeting
lung fibroblast. Indeed, we showed that FGF19 prevented TGFR-induced myofibroblast
differentiation through the inhibition of the JNK pathway. The JNK pathway has been
previously implicated in lung fibrosis. The activation of this pathway leads to the
phosphorylation of c-Jun and to a cascade of downstream molecules phosphorylation, and
regulates many functions implicated in the cell behavior such as survival, apoptosis and
fibroblast-to-myofibroblast differentiation. Indeed, inhibition of JNK phosphorylation was
previously demonstrated to prevent myofibroblast differentiation induced by TGFR *. /n vivo,

JNK deficient mice are protected from bleomycin-induced pulmonary fibrosis %.

Our result emphasized the anti-fibrotic properties of FGF19 observed in the liver ®'. Indeed,
FGF19 overexpression has been previously shown to deliver antisteatotic activities, to
decrease collagen, smooth muscle actin, desmin, and vimentin expression and to reduce
TGFB expression in the liver of mice after CCL4 exposure. Anti-apoptotic properties of
FGF19 were also observed in the liver. Indeed, mice treated with AAV-FGF19 showed a
decrease of Bax and Bid, two key factors of cell death machinery %2. These results were
recently translated in human. NGM282, an engineered FGF19 analogue, was shown to
decrease liver fibrosis in patients with non-alcoholic steatohepatitis®®. Qur data strongly

support the evaluation of FGF19 analogues in patients with fibrotic lung disorders.
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Table 1
Controls IPF P

Age (Years) 75.4+£2 73.6+9.2 0.63
Sex ratio /5 18/4 0.39

(male/female)
Body mass index 290235 31.5+3.1 0.56

(kg/m?)
Tobacco exposure 158+3.2 25.0+£6.2 0.32
(pack.years)
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606  Figure legends

607

608  Figure 1: Plasma FGF19 concentration is decreased in IPF patients

609  (A) Dot plots with median and SD showing FGF19 plasma concentration in controls (n= 12)
610  and IPF patients (n=22) assessed by Elisa. (B) Dot plots with median showing FGF19

611  plasma concentrations in IPF patients classified according to their GAP stage. (C) Dot plots
612  with median showing mice lung mRNA expression of Acta 2, Collagen 1 o 1, Fibronectin, 14
613  days after bleomycin administration. (D) Dot plots with median showing FGF15 plasma

614  concentration in mice 14 days after bleomycin administration, assessed by Elisa. Mann

615 Whitney U test, *p<0.05, **p<0.01, ***<0,001

616
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Figure 2: Characterization of FGF19 overexpression in an experimental mice lung
fibrosis.

(A) Treatment protocols is as follows, AAV-GFP (6 x10'? adeno associated virus genome) or
AAV-FGF19 were intravenously injected in C57BI6 mice 14 days before intracheal bleomycin
administration. Mice were sacrificed 3 days, 7 days and 14 days after bleomycin
administration. (B) Dot plots with mean and SD showing FGF19 concentrations in plasma
(left panel) and Bal at D3, D7 and D14 after bleomycin administration. (C) Dot plot with
median showing FGF19 mRNA expression in liver and lung of mice sacrificed at D14 (D)
Representative immunohistochemistry images (n=5 per group) showing GFP staining
(marroon) in liver (up panels) and lung (right panels) of mice injected with AAV-GFP or AAV-
FGF19 and sacrificed at D14. Nuclei were counterstained with hematoxylin. Note the
absence of GFP staining in the lung or in the liver of mice injected with AAV-FGF19. GFP
positive were only detected in the liver of AAV-GFP group, where as no positive cells were

detected in the lung (Scale bar: 80pm).
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Figure 3: FGF19 overexpression inhibits lung fibrosis in mice induced by intra
tracheal administration of bleomycin.

(A) Representative Hematoxylin and eosin staining of lung tissue sections from mice injected
with saline serum or AAV-GFP or AAV-FGF19 and sacrificed at D14. (Scale bar: 1000 ym in
low magnification images and 40 ym in high magnification ones). (B) Injury score at day 14 of
bleomycin mice injected with AAV-GFP or AAV-FGF19. (C) Dot plots with median showing
mRNA expression , Collagen 1 o 1, Fibronectin in mice treated with AAV-GFP or AAV-
FGF19. (D) Representative immunoblots showing Fibronectin, collagen and o SMA content
of mice treated with AAV-GFP or AAV-FGF19. (E) Immunoblot analysis, dot plot with median
showing SMA, collagen, fibronectin lung expression mice R tubulin was used as a loading
control. (F) Dot plots with medians showing lung collagen content (Hg/lobe) in mice treated
with AAV-GFP or AAV-FGF19. (G) Representative immunochemistry images showing
pricrosirius staining at day 14 in mice treated with AAV-GFP or AAV-FGF19. Fisher's exact

test (A), $ p<0,05, Mann Whitney U test (C, E, F) *p=0.05, **p<0.01, ***<0,001
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Figure 4: FGF19 overexpression inhibits lung fibrosis in mice induced by intra
tracheal administration of AdTGFR

(A) Treatment protocols is as follows, AAV-GFP (6 x10'? adeno associated virus genome) or
AAV-FGF19 were intravenously injected in C57BI6 mice 14 days before intracheal AAdTGFR
administration and were sacrificed 21 days after AdTGFR administration. (B) Representative
Hematoxylin and eosin staining of lung tissue sections from mice injected or AAV-GFP or
AAV-FGF19 and sacrificed at D21. (Scale bar: 1000 um in low magnification images and 40
Mm in high magnification ones). (C) Injury score at day 21 after AATGFR administration in
lung of mice injected with AAV-GFP or AAV-FGF19. (D) Dot plots with medians showing lung
collagen content (ug/lobe) in mice treated with AAV-GFP or AAV-FGF19. (E) Representative

immunoblots showing Fibronectin, collagen and o« SMA content of mice treated with AAV-
GFP or AAV-FGF19. (F) Immunoblot analysis, dot plot with median showing SMA, collagen,
fibronectin lung expression mice 3 tubulin was used as a loading control. (G) Dot plots with
median showing mRNA expression , Collagen 1 « 1, Fibronectin in mice treated with AAV-
GFP or AAV-FGF19 Fisher’s exact test (A),”** p<0.001, Mann Whitney U test (D, E, F)

*p=0.05, **p=0.01, ***<0,001
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Figure 5: FGF19 overexpression is associated with a decrease of pro fibrotic
mediators

(A) Each dots with median showing TGF B levels in BAL of mice treated with AAV-GFP or
AAV-FGF19 and sacrificed at day 3 (left panel), day 7 (medium panel) and day 14 (right
panel). (B) Dot plots with median showing lung mRNA expression of Tgf3 (left panel), Cfgf
(middle panel), Pai-1 (right panel), of mice treated with AAV-GFP or AAV-FGF19 and
sacrificed at day 3, day 7 and day 14. (C) Dot plots with median showing lung mRNA
expression of Fgf7 (left panel), Fgf10 (middle panel) and Hgf (right panel), of mice treated
with AAV-GFP or AAV_FGF19 and sacrificed at day 3, day 7 and day 14. (D) Each dots plots
with mean and SD showing BAL cellularity of in mice treated with AAV-GFP or AAV_FGF19
and sacrificed at day 3, day 7 and day 14. (E) Dot plots with median showing lung mRNA

expression of /1183 (left panel), /16 (middle panel) and Thf o (right panel), of mice treated with

AAV-GFP or AAV_FGF19 and sacrificed at day 3, day 7 and day 14. Mann Whitney U test

*p=0.05, **p=0.01
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Figure 6: FGF19 overexpression is associated with a decrease of apoptosis in the lung
and induced a decrease of Bim expression.

(A) Representative immunoblots showing Cleaved PARP lung content of mice treated with
AAV-GFP or AAV-FGF19 and sacrificed at day 7 (left panel) and at day 14 (right panel). (B)
Immunoblot analysis, dot plot with median showing Cleaved PARP lung expression of mice
at day 7 and at day 14. R tubulin was used as a loading control. (C) Representative
immunoblots showing Bim lung content of mice treated with AAV-GFP or AAV-FGF19 and
sacrificed at day 7 (left panel) and at day 14 (right panel). (D) Immunoblot analysis, dot plot
with median showing Cleaved PARP lung expression of mice at day 7 and at day 14. B
tubulin was used as a loading control. (E) Each dot plots with median showing lung mRNA
expression of Bim treated with AAV-GFP or AAV-FGF19 and sacrificed at day 7 and at day

14. Mann Whitney U test *p<0.05, **p<0.01
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Figure 7 FGF19 exerts anti fibrotic properties by decreasing apoptosis of alveolar
epithelial cells.

(A) Representative immunohistochemistry images (h=5 per group) showing pro SPC staining
(red) in lung of mice injected with AAV-GFP or AAV-FGF19 and sacrificed at D14. Nuclei
were counterstained with hematoxylin. (B) Dot with mean and SD showing percentage oof
positive cells in lung of mice treated with AAV-GFP or AAV-FGF19 at day 14. (C)
Representative immunoblots showing Cleaved PARP expression by murine alveolar
epithelial cells (MLE15 lineage) stimulated for 17 hours with DMSO, FGF18 (5 ng/mL) ,
Staurosporine (1pM) or FGF19 and staurosporine. GAPDH was used as a loading control.
(D) Quantification of Cleaved PARP expression compared to DMSO condition (E)
Representative immunoblots showing Bim expression by murine alveolar epithelial cells
(MLE15 lineage) stimulated for 17 hours with DMSO, FGF19 (5 ng/mL), Staurosporine (1uM)
or FGF19 and staurosporine GAPDH was used as a loading control.(F) Quantification of
Cleaved PARP expression compared to DMSO condition. Mann Whitney U test *p<0.05,

Wilcoxon sighed-rank test, $ p<0.05.
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Figure 8: FGF19 prevents myofibroblast differentiation induced by TGFR

(A) Representative immunoblots showing expression of ACTA2, Collagen and Fibronectine
by primary lung fibroblast from IPF and controls patients after a 48 hours FGF19 (5 ng/mL)
stimulation with or without TGFB (1ng/mL). GAPDH was used as a loading control. (B) Each
dot with median showing quantification of ACTA2, Collagen and fibronectin compared to
basal condition. (C) Each dot with median showing Acta2, Col1a1, Fibronectin expression
from |IPF and controls primary lung fibroblast after a 48 hours FGF19 (5 ng/mL) stimulation

with or without TGFR (1ng/mL). Wilcoxon signed-rank test, * p<0.05, ** p<0.001

137

Aurélien JUSTET

These de Doctorat - 2020
Implication de FGF9 et de FGF19 dans la Fibrose Pulmonaire Idiopathique



719

720

721

722

723

724

725

726

727

728

729

730

731

732

733
734
735
736
737
738
739
740
741
742
743
744
745
746
747
748
749
750
751
752
753
754
755
756
757
758
759

Figure 9: FGF19 inhibits non canonical TGFR pathway.

(A) Each dots plots with median showing mRNA expression of profibrotic mediators
expression from IPF and controls primary lung fibroblast after a 48 hours FGF19 (0,5 ng/mL)
stimulation with or without TGFR (1ng/mL): Pai-1 (upper panel), Ctgf (middle panel) and Gli1
(lower panel). (B) Immunoblots showing Phospho-SMAD 3 and SMAD 3 expression from |PF
and controls primary lung fibroblasts after 30 minutes FGF19 stimulation with or without
TGFB (1ng/mL) (left panel) SMAD was used as a loading control. Each dot with median
showing quantification of Phospho-SMAD 3 compared to basal condition. (C) Immunoblots
showing Phospho-JNK and JNK expression from IPF and controls primary lung fibroblasts
after 30 minutes FGF19 stimulation with or without TGFR (1ng/mL) (left panel) JNK was used
as a loading control. Each dot with median showing quantification of Phospho-JNK compared

to basal condition (right panel). Wilcoxon signed-rank test, * p<0.05, ** p<0.001
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Supplemental figure legends

Supplemental Figure 1 :: Characterization of FGF19 overexpression in basal condition
Treatment protocol is as follows: 8 weeks old C57BI6 male mice were injected with AAV-GFP

or AAV-FGF19. Mice were sacrificed 14 days (D14) and 28 days (D28) after AAV injection.
(A) FGF19 concentration at D14 and D28 in blood of mice injected with AAV-GFP or AAV-
FGF19 (left panel) and FGF19 levels at D28 in BAL of mice injected with AAV-FGF19 or
AAV-GFP (right panel). (B) Representative Hematoxylin and eosin staining of lung tissue
sections from mice injected with saline serum or AAV-GFP or AAV-FGF19. (C) Immunoblot
showing SMA, Collagen and Fibronectin expression in lung of mice injected with AAV-GFP
or AAV-FGF19. B tubulin was used as a loading control. (D) Immunoblot analysis, dot plot
with median showing SMA, collagen, fibronectin lung expression mice @ tubulin was used as
a loading control (E) Hydroxyprolin assay, dot plot with median showing collagen content per
lobe in each groups. (G) Dot plots with median showing mice lung mRNA expression of Acfa
2, Collagen 1 « 1, Fibronectin. Mann Withney U test, *p<0.05

Supplemental Figure 2: Pulmonary effect of FGF19 overexpression in mice 3 and 7
days after bleomycin administration

(A) Representative Hematoxylin and eosin staining of lung tissue sections from mice injected
with saline serum or AAV-GFP or AAV-FGF19 and sacrificed at D3 and D7. (Scale bar:
1000 pm in low magnification images and 40 pm in high magnification ones). (B)
Representative immunoblots showing Fibronectin, collagen and « SMA content of mice
treated with AAV-GFP or AAV-FGF19. (C) Immunoblot analysis, dot plot with median
showing SMA, collagen, fibronectin lung expression mice B tubulin was used as a loading
control. (D) Dot plots with medians showing lung collagen content (ug/lobe) in mice treated
with AAV-GFP or AAV-FGF19. Mann Whitney U test (C, E, F) *p<0.05, **p<0.01, ***<0,001

Supplemental Figure 3: FGF19 overexpression inhibits lung fibrosis 21 days after
intratracheal administration of AATGF

(A) Representative immunoblots showing Fibronectin, collagen and o SMA content of mice

treated with AAV-GFP or AAV-FGF19. (C) Immunoblot analysis, dot plot with median
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32  showing SMA, collagen, fibronectin lung expression mice R tubulin was used as a loading
33  control. Mann Whitney U test (C, E, F) *p=0.05, **p=0.01, ***<0,001

34
35
36
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37

38
39
40

41
42

Supplemental Tables

Supplemental Table §1:PCR primer sequences

Gene Forward Reverse
hUBC GTGGTGCGTCCAGAGAGAC GGCCTTCGCCATATCCTTTTC
hACTA2 GAAGAGCATCCCACCCTGC ATTTTCTCCCGGTTGGCCT
hCOL1A1 GCCAAGACGAAGACATCCCA GTTTCCACACGTCTCGGTCA
hFN1 AGCAAGCCCGGTTGTTATGA CCCACTCGGTAAGTGTTCCC
hGlit CATGTCACCGTTCCTCCTTG CCAATGGTTTTCTGGGTCCA
hCTGF TGGCCACCTGTATTATCTGGG TCCCCAGCTTAAATCAGGCA
hPAI-1 ATGTACGTCGCCATTCAAGC TCTCTCTCAGCTGTGGTCAC
mRna18S CTTAGAGGGACAAGTGGCG ACGCTGAGCCAGTCAGTGTA
mActa2 AGTCGCTGTCAGGAACCCTGAGA | ATTGTCGCACACCAGGGCTGTG
mCol1at GTGTGTGACAAGGGTGAGACA GAGAACCAGGAGAACCAGGA
mFn1 TGGTGGCCACTAAATACGAA GGAGGGCTAACATTCTCCAG
m Ctgf GAGTGTGCACTGCCAAAGAT GGCAAGTGCATTGGTATTTG
mPai-1 TCACAAGTCTTTCCGACCAA AGGCTGTGGAGGAAGACG
mTNFee TCGTAGCAAACCACCAAGTG TTGTCTTTGAGATCCATGCC
miL6 AGTCCGGAGAGGAGACTTCA TTGCCATTGCACAACTCTTT
mil18 GCTTCCTTGTGCAAGTGTCT GGTGGCATTTCACAGTTGAG
mFgf7 CACCTCGTCTGTCTAGTGGG GTCCCTTTCACTTTGCCTCG
mFgf10 AGGCTGTTCTCCTTCACCAA TCCCCTTCTTGTTCATGGCT
mHgf AACTACTCTTACCAAGGAAGACC CCAGTAGCATCGTTTTCTTGA
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43  Supplementary Table S2: Antibody list
44
45
Antibody Reference Application
Mouse monoclonal, Covalab, Western Blot
GAFRH Villeurbanne, France (00006513)
Rabbit polyclonal, Abcam, Western Blot
R-THBYLN Cambridge, USA (ab8046)
Goat polyclonal ,Southern Western Blot
COL-I Biotech, Birmingham, USA (
1310-01)
EN-1 Rabbit polyclonal, Abcam, Western Blot
Cambridge, UK (2b2413)
ACTA2 Mouse mo_noclongl, clone 1A4, Western Blot _and
Sigma, Saint-Louis, USA (A5228) | immunochemistry
Phospho(S423+38425) Rabbit monoclonal, Abcam, Western Blot
SMAD3 Cambridge, USA (ab52903)
Rabbit polyclonal, Abcam, Western Blot
ShALR Cambridge, UK (ab28379)
Phospho-JNK Rabbit polyclonal, (9131), Cell Western Blot
(Tyr705) signaling, Leiden, Netherlands
INK Rabbit polyclonal, 79D7,Cell Western Blot
signaling), Leiden, Netherlands
Rabbit Polyclinal, Abcam Western Blot
Glzaved FARP Cambridge, UK (ab32064)
BIM Rabbit polyclonal, Abcam Western Blot
Cambridge, UK (ab32158)
46
47
48
49
50
51
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52  Supplemental Material and Methods

53
54 Study of proliferation (Supplemental

55  Human lung fibroblast from IPF and control patients and MLE 15 proliferation was assayed
56 after 24 hours FGF19 (0.5ng/mL) stimulation. The proliferation rate was measured by
57  CyQUANT NF Cell Proliferation Assays (Thermofisher, Waltham, USA), which quantify cellular
58  DNA content using a microplate reader (Infinite® 200 PROTECAN, Méannedorf, Suisse).

59

60 Study of migration (Supplemental)

61  Migratory properties of HLF from IPF or control patients cells were assessed by a modified
62  Boyden chamber assay, with a Transwell permeable support (6.5 mm, 8 pm) (Corning,
63  Tewksbury, MA, USA) as described (6). FGF19 (5 ng/ml) or PDGF or both was placed in the
64  lower compartment. Migration was assessed by counting the number of cells at the lower
65  surface of the filters after a 24 hours incubation at 37 °C.

66
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RESUME DES PRINCIPAUX RESULTATS

La concentration plasmatique de FGF19 est diminuée chez les patients atteints
de FPI

La concentration plasmatique de FGF19 est significativement diminuée chez
des patients atteints de FPI comparativement a des patients contrdles appariés sur
I'age, le sexe et le tabagisme.
Les patients ont été classés en 3 groupes selon I'index GAP, index pronostic validé
dans la FPI. Les patients avec un mauvais pronostic avaient une concentration plus
basse suggérant que FGF19 pourrait étre relié au pronostic de la FPI
En revanche, FGF19 n’était jamais détecté dans le lavage broncho-alvéolaire dans

ces deux populations.

La surexpression de FGF19 inhibe le développement de la fibrose induite par
I’instillation intra trachéale de bléomycine ou d’adénovirus recombiné AdTGFf

Dans deux modéles expérimentaux de fibrose pulmonaire induits par
l'instillation intratrachéale de bléomycine ou d’un adénovirus recombiné TGF(, une
injection intraveineuse d’'un AAV recombinant FGF19 (AAV-FGF19) ou d’'un AAV
contréle (AAV-GFP) était réalisée 14 jours avant I'induction de la fibrose. L’objectif
était de générer une surexpression de FGF19 au cours de la phase fibrosante de ces
modeéles.

Apreés la validation de la surexpression de FGF19, nous avons observé que
celle-ci était associée a une diminution de I'extension de la fibrose pulmonaire dans
les deux modéles expérimentaux et comparativement au groupe de souris injectées
avec un AAV contrdle. De fagon concomitante, la surexpression de FGF19 était
associée une diminution, au niveau de 'ARN messager et protéique, de marqueurs
de différenciation myofibroblastique et de protéines de la matrice extra cellulaire.
Enfin il existait une diminution du contenu pulmonaire en collagéne, apprécié par une
la mesure de I'hydroxyproline, dans le groupe AAV-FGF19 en comparaison au
groupe AAV-GFP.
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Ceci s’Taccompagnait d’'une diminution I'expression pulmonaire de 'TARNm de
meédiateurs profibrotique dans le groupe de souris AAV-FGF19 sans diminution de

meédiateur pro inflammatoire.

La surexpression de FGF19 prévient I'apoptose des cellules épithéliales
alvéolaires

Nous avons observé une diminution de I'expression pulmonaire de la protéine
Cleaved-PARP, marqueur d’apoptose dans le groupe de souris AAV-FGF19. Celle-ci
s’accompagnait d’'une diminution de la protéine pro-apoptotique Bim. La réalisation
d’'une immuno histochimie pro SPC, marqueur des PIl a révélé une augmentation du
nombre positive de cellules dans le groupe AAV-FGF19.

In vitro, nous avons confirmé les propriétés anti apoptotiques de FGF19 en
utilisant une lignée de PII murines les MLE15. FGF19 prévenait 'apoptose de ces
cellules induites par la staurosporine, via une diminution de I'expression de Bim.
L’ensemble de ces données suggéraient donc que FGF19 prévenait 'apoptose des

PIl in vitro et in vivo.

FGF19 prévient la différenciation myofibroblastique des fibroblastes
pulmonaires en diminuant la phosphorylation de la voie JNK.

In vitro, nous avons confirmé les propriétés anti fibrosantes de FGF19
observées in vivo. La stimulation par du FGF19 (0,5ng/mL) de fibroblastes
pulmonaires contréles ou FPI permettait de partiellement prévenir la différentiation
myofibroblastique induite par du TGFR (1 ng/mL), aprés 48 heures de stimulation. Il
existait de fagon concomitante une diminution de I'expression de 'ARN messager de
cytokines pro fibrosantes induites par le TGFR comme le Ctgf, Pai-I ou Gli-1.

Nous avons donc supposé que FGF19 inhibait la voie du TGFR. Il est apparu
que la FGF19 n’influencait pas avec la voie canonique, Smad dépendante mais la
voie non canonique du TGFR. En effet, la stimulation des cellules par du FGF19
induisait une diminution de la phosphorylation de JNK. Ces données suggéraient
donc que FGF19 prévenait la difféerentiation myofibroblastique en inhibant la voie non
canonique du TGFR, la voie JNK.
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DISCUSSION DE L’ARTICLE

Il s’agit de la premiére étude visant a étudier I'effet du FGF19 dans la
fibrogénése pulmonaire.

FGF19 est synthétisé par les entérocytes au niveau de l'iléon et joue un réle
central dans le métabolisme des acides biliaires et du métabolisme énergétique
(258). Son action au niveau hépatique et adipocytaire passe par les récepteurs
FGFR1 et FGFR4 , tout deux exprimés au niveau pulmonaire (256).

Dans ce travail, nous avons observé que FGF19 était diminué dans le plasma de
patients atteints de FPI par rapport a des témoins et que sa concentration était liée
au pronostic de la maladie. Ce résultat doit étre confirmé sur une plus grande
cohorte mais pourrait en partie expliquer 'augmentation de la prévalence du
syndrome métabolique chez les patients atteints de FPI.

Au regard de la diminution de la concentration plasmatique de FGF19 dans la FPI,
nous avons décidé d’induire une surexpression de FGF19 a I'aide d’'un adeno-
associated virus (AAV).

Cette surexpression plasmatique a engendré une régression partielle mais
majeure des lésions de fibrose. Le modele expérimental de fibrose pulmonaire
murine basé sur l'instillation intra trachéale de bléomycine est caractérisé par une
apoptose des PII. Or, nous avons observé in vitro et in vivo que FGF19 prévenait ce
phénomeéne en diminuant 'expression de la protéine pro apoptique Bim. Cette
protéine joue un réle central dans la voie intrinséque de I'apoptose. Sa dégradation
est médiée par plusieurs voies de signalisation comme la voie des MAP kinases ou
la voie JNK. Ces voies modulent la phosphorylation de Bim qui induit sa dégradation
par le protéasome. Cependant, nous n'avons pas été en mesure de mettre évidence
I'expression forme phosphorylée de Bim par les fibroblastes pulmonaires ou les
cellules épithéliales alvéolaires. Ceci pourrait étre la conséquence d’une dégradation
trop rapide de la protéine.

En plus de son action au niveau alvéolaire, nous avons démontré que le
FGF19 prévenait la différentiation myofibroblastique en inhibant la phosphorylation
de JNK. Ces données sont cohérentes avec les données publiées dans la littérature.
En effet, il a été démontré que l'inhibition de la phosphorylation de JNK inhibait la
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différenciation myofibroblastique. D’autre part, les souris déficientes pour JNK sont
protégées de la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine.

Enfin, nos résultats sont cohérents avec ceux observés au niveau hépatique.
D’une part, la surexpression de FGF19 induite par un AAV diminuait les lésions de
fibrose hépatiques induites par le CCL4. D’autre part, FGF19 avait des propriétés
anti apoptotique au niveau hépatique en diminuant I'expression de Bid et Bad, deux
protéines pro apoptotiques de la méme famille que Bim. Dans le foie ces données
ont amené a la réalisation d’un essai de phase |l portant sur un variant de FGF19,
NGM282, dénué de toute activité mitogénique. Dans cette étude, NGM282 semblait
diminuait les lésions de fibrose hépatiques chez les patients atteints de NASH avec
un bon profil de tolérance. Les données issues de notre travail invitent donc a étudier

les effets des variants de FGF19 chez des patients atteints de FPI.
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DISCUSSION GENERALE

Ce travail est centré sur I'étude du FGF9 et du FGF19 dans la FPI et de leur

implication dans la fibrogénése pulmonaire. Nous avons observe :

- Une dérégulation de I'expression de ces protéines au cours de la FPI
comparativement a des patients témoins. Cette dérégulation pourrait en partie
expliquer notamment la prévalence élevée de certaines comorbidités associées a
la FPI

- Un effet anti fibrosant de ces FGF au niveau des cellules mésothéliales et des
fibroblastes pulmonaires mais également un effet anti apoptotiques au niveau
des cellules épithéliales alvéolaires.

- L'effet de la surexpression de ces FGF dans des modéles murins de fibrose
pulmonaire a conduit a les identifier comme des cibles thérapeutiques innovantes

potentiellement utiles pour le traitement de la FPI.

Bien que cette identification soit un préambule indispensable au
développement de traitement innovant, de nombreuses questions doivent encore
étre éclaircies en vue de transposer ces résultats a ’lhomme. Un des problémes
posés par une surexpression de FGF9 ou de FGF19 est d’induire le développement
de cancer (295). Ce risque peut étre prévenu par I'induction d’'une surexpression
localisée a un organe cible voir a un type cellulaire cible. A titre d’exemple, la
délivrance de FGF19 par voie inhalée pourrait permettre d’en limiter les effets
systémiques et le développement de carcinome hépato cellulaire. D’autre part et de
facon similaire a 'approche utilisée dans le traitement de la fibrose hépatique
associée a la NASH (280), I'utilisation de variant dénué d’effet mitogéniques et sous
forme inhalée sera également nécessaire pour prévenir le risque d’oncogenése.

Malgré toutes les avancées récentes dans la compréhension de la
fibrogénése pulmonaire, il existe un paradoxe encore inexpliqué concernant
'implication des membres de cette famille et de leurs récepteurs qui pourrait étre un
frein a la transposition de ces résultats. A l'instar de plusieurs FGF paracrine,
exprimeés au niveau pulmonaires (FGF1, 2, 7, 10), et des FGF endocrine 21 et 23,
FGF9 et FGF19 ont des propriétés anti fibrosante. Paradoxalement, le nintedanib,
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traitement anti fibrosant validé dans la FPI inhibe les récepteurs FGFR1, FGFR2,
FGFR3 ainsi que les récepteurs du PDGF et du VEGF (53). In vivo, les souris
déficientes pour les FGFR1 - 3 semblent également protégées de la fibrose
pulmonaire induite par la bléomycine (234). Ces résultats illustrent les limites de nos
approches in vitro, basées sur un type cellulaire, et les limites de nos modéles
expérimentaux murins. De nombreux travaux issus de la recherche sur le
développement pulmonaire ont montré que la réponse cellulaire a I'activation de la
voie FGF varie d’'un type cellulaire a autre (209). Cet effet est probablement la
résultante de l'intégration de I'activation de plusieurs récepteurs présents a la surface
cellulaire variant d’'un type cellulaire a 'autre. Les progres récents dans la
compréhension de la niche alvéolaire ont permis d’identifier certains sous type
cellulaires clés au sein des cellules épithéliales ou mésenchymateuse dans la
fibrogénése pulmonaire (170). Il apparait donc déterminant pour comprendre I'effet
d’'un FGF a I'échelle d’'un organe, de comprendre son effet sur chaque sous-type
cellulaire ainsi que son impact sur les interactions cellulaires.

Dans ce travail, nous avons observé que l'action de FGF9 était, au niveau
pleural, partiellement dépendante de FGFRS3. Un des points communs entre FGF9 et
FGF19 est leur capacité a se lier au récepteur FGFR4. Une des perspectives
ouvertes par ce travail serait de déterminer I'implication de FGFR4 dans la FPI. Ce
récepteur joue un role important dans I'alveologenése pulmonaire (296) et il est
exprimé dans le poumon adulte normal ou fibreux (256). FGFR4 est également
impliqué dans I'ostéogénése notamment en régulant I'autophagie, phénomene
perturbé au cours de la FPI (49). Au niveau hépatique, les souris déficientes pour ce
récepteur présentent des lésions accrues de fibrose apres exposition au tétrachloride
de carbone. Ces données suggérent donc que FGFR4 est impliqué dans les
propriétés anti fibrosantes de FGF19.De fagon intéressante, FGFR4 est le seul
récepteur de cette famille qui ne soit pas ciblé par le nintedanib, traitement anti
fibrosant validé dans la FPI (297) et la modulation de son activité pourrait influencer
la fibrogénése pulmonaire.

Au cours de ma thése, j’ai travaillé sur l'implication de FGFR4 dans la FPI et
plusieurs données préliminaires ont été générées. A l'instar des FGF étudiés dans ce
travail, il existe une dérégulation de I'expression de ce récepteur au cours de la FPI.
L’analyse transcriptomique par I'étude de données single-cell a permis de montrer
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que 'ARNm de Fgfr4 est retrouvé dans les cellules du mésenchyme pulmonaire
(Figure 18), et I'épithélium alvéolaire et que son expression est diminuée chez les
patients atteints de FPI (298).

Cellules basales

Mastocytes
Cellules de Clara Fibroblastes
Pneumocytes Il
Cellules cilliées
Macrophages
Monocytes
Pneumocytes |
Cellules dendritiques
%Oo
Niveau expressionFGFR4 A
Faible O
O FPI
Fort Témoins

Figure 18 : L'expression de 'ARN messager de Fgfr4 est diminué dans la FPI

Cette analyse de transcriptomique cellule par cellule, montre les différentes populations cellulaires
issus de poumons de patients controles et atteints de FPI exprimant Fgfr4. Données issues de 'étude
de Reyffman et collaborateurs (www.nupulmonary.org/resources/). Chaque cercle représente une
cellule, regroupées dans I'espace en fonction des différents sous-types cellulaires connus. La couleur
attribuée est fonction du niveau d’expression de ’ARNm Fgfr4. Au niveau de la sous-population des
fibroblastes (zoom), les points encerclés en noirs sont des fibroblastes pulmonaires issus de patients
atteints de FPI et les autres sont issus de patients témoins.

Des données préliminaires issues du laboratoire ont confirmé ces résultats. Il
existe une diminution de I'expression de ’TARNm et de la protéine FGFR4 dans le
poumon de patients atteints de FPI comparativement a des patients témoins (Figure
19). D’autre part, nous avons également observé cette diminution dans un modéle
expérimental de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine. Des expérimentations
sont actuellement en cours, notamment pour déterminer I'effet d’'une surexpression

de FGF19 induite par un AAV chez des souris déficiente pour le récepteur FGFR4.
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Figure 19 : Expression pulmonaire de FGFR4

Analyse en Western-Blot de FGFR4 sur hydrolysat de poumon total humain témoin (Ctrl) et FPI. La -
actine a éte utilisée comme protéine de charge. Données du laboratoire.

Au début de ce travail de thése, I'implication des FGF endocrine était
totalement inconnue. Le FGF21 puis le FGF23 sont apparus comme ayant de
propriétés anti fibrosantes (244), (245), a l'instar du FGF19. L'implication des FGF
endocrine dans la FPI pourrait modifier le paradigme physiopathologique actuel. En
effet, ces protéines ont des actions pléiotropiques sur le métabolisme glucidique,
lipidique, phospho calcique et agissent sur de nombreux organes, incluant le
poumon, le foie, le cerveau et I'os et le tissu adipeux. Des perturbations de
I'expression des FGF endocrine pourrait induire des communications anormales inter
organes et influencer la fibrogénése pulmonaire faisant ainsi la connexion entre
certaines données épidémiologiques observées et la physiopathologie de la FPI.
Cette hypothése pourrait se vérifier au niveau du tissus adipeux, un des organes
cibles des FGF endocrines. Le tissu adipeux est constitué d’adipocytes qui peuvent
se différencier en des cellules proche des myofibroblastes, en cas d’obésité (299).
Ces cellules différenciées vont secréter de fagon dérégulées plusieurs adipokines
(300) , dont certaines ont été impliquées dans la FPI. Ainsi, la leptine induit
I'expression de marqueurs myofibroblastique par les cellules épithéliales alvéolaire et
perturbe le flux autophagique de ces cellules (301). D’autre part, il a été montré
qu’une augmentation de sa concentration plasmatique était associée a un moins bon
pronostic en cas d’exacerbation de la FPI (302). De fagon similaire il existerait une
augmentation de la concentration de I'adiponectine au cours de la FPI.

Ces adipokines pourraient étre des marqueurs pronostiques dans cette pathologie.
Un travail récent a montré que le ratio plasmatique Adiponectine/lectine permettait de
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prédire la mortalité en cas d’exacerbation la maladie (303). L’implication des
anomalies de communications entre le tissu adipeux et le poumon fibreux, sera

probablement un futur axe de recherche qui sera développé dans le laboratoire.
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