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Résumé

Le métabolisme de 1’hyaluronan (HA) repose sur les HA synthases et les hyaluronidases,
dont I’hyaluronidase-2 (Hyal2). Le r6le de celle-ci a été investigué dans le poumon ainsi que
dans les macrophages alvéolaires et péritonéaux durant la genese d’une fibrose pulmonaire
(FP). Un modé¢le murin de FP induite par une instillation unique de bléomycine chez des
souris Hyal2 ) et Hyal2 7 a été utilisé. Le tissu pulmonaire ainsi que les macrophages,
cellules inflammatoires capables de synthése et de dégradation de I’HA, ont été étudiés aux
jours 7, 14 et 21 post-instillation.

L’analyse tissulaire consiste en I’observation de la phase inflammatoire puis fibrotique de
la FP. La phase inflammatoire est visualisée grace a une coloration HES alors que la phase
fibrotique est évaluée et quantifiée par la coloration au rouge de picrosirius des collagenes
I/III. L’HA est localis¢é par un marquage pseudo-immunohistochimique et dosé. Ses
synthases (HASI, 2, 3) et hyaluronidases (HYAL1, 2) sont quantifiées par PCR quantitative.
Enfin, I’activité hyaluronidasique tissulaire d’Hyall est détectée a 1’aide d’une zymographie.
L’analyse des cellules macrophagiques consiste en leur numération et une observation
morphologique par coloration au Diff-Quick™. Ensuite, I'IL-1p et I’HA sont dosés dans le
fluide du lavage bronchoalvéolaire (BALF) ; I’HA est aussi dosé dans le fluide du lavage
péritonéal. Sur les macrophages alvéolaires et péritonéaux, les récepteurs membranaires
d’HA (CD44 et RHAMM) sont localisés et CD44 est quantifi¢ soit par FACS soit par
imagerie. Enfin, afin de mesurer la capacité d’endocytose en phase fluide des macrophages
(processus dépendant vraisemblablement d’Hyal2), I’endocytose de I’HRP est quantifiée.

Au bout de ce travail, nous observons, qu’au cours de la genése d’une FP, la délétion du
gene Hyal2: 1) ne modifie pas I’histologie pulmonaire ; 2) induit une déposition de collagéne
plus importante en condition physiologique mais qui n’augmentent pas au cours de la
pathologie ; la délétion pourrait dans une certaine mesure protéger contre la fibrose post-
bléomycine ; 3) n’influence pas le recrutement des cellules inflammatoires ; 4) induit une
phase inflammatoire non régulée de manic¢re importante par I’IL-1B; 5) n’influence pas la
localisation de I’HA; 6) augmente la quantit¢ d’HA tissulaire et du BALF durant les deux
premieres semaines post-traitement ; 7) ne modifie pas la localisation de CD44 et de
RHAMM ; 9) ne modifie pas la quantité de CD44 ; 10) ne modifie pas I’endocytose en phase

fluide chez le macrophage.
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

1.  Lafibrose pulmonaire

Le poumon, organe thoracique de la respiration, a pour fonction premiére de permettre les
¢changes gazeux. Ces échanges s’effectuent au sein de 1’alvéole respiratoire, unité
fonctionnelle de base du systéme respiratoire. Le maintien de D’intégrit¢ alvéolaire est
indispensable a la survie. Il nécessite a la fois de multiples systémes de protection et de
réparation, impliquant le déroulement d’événements complexes et finement régulés. Ces
mécanismes de protection et de réparation peuvent étre mis en échec dans des conditions
pathologiques sans que les causes en soient parfaitement comprises. Il en est ainsi de la fibrose
pulmonaire (FP) (Ober et al. 2007).

1.1. Contexte clinique

La FP est une maladie chronique progressive qui fait suite a une inflammation. Elle est le
résultat de mois, sinon d’années de mauvais remaniement de la matrice extracellulaire (MEC).
Elle représente souvent la phase avancée d’un groupe de maladies pulmonaires qu’on groupe
sous le terme de « pathologies interstitielles » car elles semblent naitre dans I’interstitium
pulmonaire et non pas, par exemple, dans les voies aériennes. La pneumopathie interstitielle
fibrosante connait des formes bénignes et d’autres plus invalidantes ayant une issue fatale, telle
que la FP idiopathique (Razzaque and Taguchi 2003).

L’incidence de la FP s’¢léve a approximativement 5 millions de personnes de par le monde
(Razzaque and Taguchi 2003). Selon les diversités sémiologiques, il est possible de déterminer
I’étiologie de la maladie. Cette dernicre peut étre due a: I’inhalation de particules (silice,
amiante, particules organiques, 1’exposition a des agents physiques (radiations ionisantes), des
agents infectieux, une toxicit¢ médicamenteuse (bléomycine), une maladie auto-immunitaire
(connectivite) ou une granulomatose (ATS 2000). Toutefois, tous les individus exposés a ces
agents ou a ces réactions immunitaires ne développent pas nécessairement une fibrose, ce qui
suggere une prédisposition génétique ou des mécanismes complexes (Lympany and du Bois
1997). Malgré une telle variété étiologique, la FP présente une histologie similaire, ce qui lui
permet de conserver sa dénomination générale.

L’histologie de cette pneumopathie est caractérisée par des Iésions de 1’épithélium
alvéolaire, des zones hyperplasiques de pneumocytes de type II, une accumulation de cellules
inflammatoires, une hyperplasie fibroblastique, une déposition protéique au niveau matriciel et
la formation de cicatrices fibreuses (Moore and Hogaboam 2008). Les conséquences
physiopathologiques principales en sont une perte progressive d’élasticité du poumon, une
perte de la surface alvéolaire et un épaississement de I’espace alvéolocapillaire, I’ensemble
conduisant a une déficience des échanges gazeux et de la fonction pulmonaire (Moore and
Hogaboam 2008).

Les options de traitement pour la FP sont limitées. Bien que la maladie soit souvent
considérée comme la conséquence d’une inflammation, les thérapies anti-inflammatoires,
jusqu’a présent, n’ont pas modifi¢ fondamentalement le devenir clinique de la pathologie
(Cook et al. 2002). C’est pourquoi, actuellement, I’approche clinique se focalise sur le
traitement des complications comme 1’insuffisance cardiaque droite et les infections, tout en
envisageant en dernier recours la transplantation pulmonaire (Kim et al. 2006; Moeller et al.
2008). Les corticoides et les immunosuppresseurs restent utilisés lorsque 1’étiologie implique,
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ou semble impliquer, une réaction immunitaire excessive.
1.2. Pathogénie

La pathogénie de la FP est résumée dans la Figure 1.

Phase ] Phase III
Injury Repair/
Fibrosis

Phase II Inflammation

Figure 1. Représentation schématique des trois phases de la réponse physiologique et pathologique a
I'agression pulmonaire (Wynn 2007). Phase 1: I'agression tissulaire. Beaucoup d’agents peuvent
causer une blessure pulmonaire, y compris des particules aériennes, des allergénes, des agents
infectieux, la chimiothérapie anticancéreuse et les radiations. La perturbation des cellules épithéliales
et endothéliales libére des médiateurs inflammatoires qui amorcent une cascade de coagulation
antifibrinolytique, déclenchant I’activation des plaquettes et la formation de caillot sanguin. Phase 11 :
la réponse inflammatoire. Les cellules inflammatoires circulantes et les fibroblastes sont recrutés au
site d’agression par un gradient chimiotactique. Des protéases, facteurs de croissance, cytokines pro-
inflammatoires et agents pro-fibrotiques sont alors sécrétés. Phase IIl : la réparation tissulaire ou
fibrose. Les fibroblastes se différencient en myofibroblastes qui, une fois activés, peuvent promouvoir
la cicatrisation, conduisant a la contraction des plaies et a la restauration de la vascularisation
sanguine. Les cellules inflammatoires subissent l'apoptose alors que les cellules épithéliales et
endothéliales sont renouvelées et l'architecture tissulaire est restaurée. Cependant, lorsque
I'agression est chronique ou que I'un des stades de la réparation tissulaire est dérégulé, il en résulte
une inflammation persistante qui conduira a une activation persistante des myofibroblastes et une
accumulation excessive des composants de la MEC, le tout aboutissant a la formation de fibrose.
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1.2.1. Agression tissulaire
La FP résulte de processus superposés de détérioration tissulaire, inflammation et réparation
(Vaillant and Martinet 1991). L’ agression tissulaire initiale et la réaction inflammatoire qu'elle
engendre sont responsables de Iésions de l'endothélium capillaire, de I'épithélium et de
l'interstitium.

1.2.1.1. Lésions de l'’endothélium

Les cellules endothéliales sont, avec les pneumocytes de type I (PI), les cellules les plus
sensibles aux stimuli 1ésionnels (Adolff et al. 1990). La lésion des cellules endothéliales
entraine la libération de molécules du systéme du complément et du systéme de la coagulation,
de prostaglandines, de leucotriénes et d’autres médiateurs comme TNF-a, PAF, PDGF et IL-1
(Wilson and Wynn 2009). Ces substances contribuent a 1'aggravation des lésions initiales par
oedeme, thrombose, augmentation de la perméabilité capillaire, et recrutement et activation des
polymorphonycléaires (PMN) sanguins. Ces derniers participeront également au recrutement
de nouvelles cellules effectrices par sécrétion de cytokines et autres médiateurs (Hoquet-
Bresciani 2000; Strieter and Mehrad 2009; Wilson and Wynn 2009).

L'endothélium 1¢ésé induit aussi une fibrogénése de facon plus directe en sécrétant des
promoteurs de la prolifération fibroblastique (IL1, PDGF) et en surexprimant un facteur de
croissance des cellules mésenchymateuses (TGF-a) responsable majeur de la FP (Baughman et
al. 1999; Hoquet-Bresciani 2000; Razzaque and Taguchi 2003).

1.2.1.2. Lésions de I’épithélium alvéolaire

1.2.1.2.1.  Les cellules épithéliales
Les PI, responsables des échanges gazeux et régulateurs de la pression alvéolaire, sont les
cellules majoritaires (95 %) de [D’épithélium alvéolaire (Williams 2003). Le reste de
I’épithélium est constitué de pneumocytes II (PII) producteurs de surfactant et permettant, avec
les PI, le maintien de la barriere alvéolocapillaire (Ober et al. 2007).

Lors d’une agression alvéolaire, les 1ésions des PI prédominent sur celles des PII en raison
de leur plus grande susceptibilité. Lors de mort cellulaire, les PII adjacents proliferent afin de
recouvrir les régions dénudées et prennent secondairement l'apparence de PI aplatis. Si
I’agression est chronique, un changement métaplasique et hypertrophique des PII peut
s'observer avec anomalies de production du surfactant. La bordure normale de PI plats est
finalement remplacée par des cellules cuboides ciliées ressemblant aux cellules bronchiolaires,
d'ou le terme de « bronchiolisation » (Adamson and Bowden 1974; Evans et al. 1975; Hoquet-
Bresciani 2000).

1.2.1.2.2. Lalame basale

Les Iésions épithéliales ont pour conséquence la formation d’une bréche dans la membrane
basale. Si le dommage est minime, une réparation normale avec réépithélialisation par
prolifération de PII est possible. Cependant, si la destruction de la lame basale est trop
importante, la probabilité d'une réparation normale diminuera, car l'échafaudage guide de la
régénération aura disparu (Strieter and Mehrad 2009). Ces breéches de la lame basale permettent
le passage de fibroblastes et de protéines sériques dans les espaces alvéolaires, ce qui participe
a la formation de l'exsudat inflammatoire et au processus fibrotique intra-alvéolaire (Strieter
and Mehrad 2009).



INTRODUCTION

1.2.1.3. Lésions de l'interstitium
L'altération de la perméabilit¢ des épithéliums, des lames basales alvéolaires et des
capillaires conduit a une infiltration inflammatoire interstitielle. Les cellules de I’infiltrat,
surtout les PMN avec leur contenu enzymatique, détruisent le collagéne et 1’¢lastine, perturbant
l'architecture de l'interstitium (Chua and Laurent 2006; Manoury et al. 2007).

1.2.2. Réponse inflammatoire
La réponse inflammatoire est la réponse a I’agression d’origine exogéne encourue par les
cellules. Elle a pour conséquence de contribuer aux modifications histopathologiques de la FP,
d'une part en aggravant les 1ésions initiales et d'autre part en modulant les phénomeénes de
réparation tissulaire. Différentes cellules sont recrutées successivement : les PMN neutrophiles,
les PMN ¢osinophiles, les macrophages, les lymphocytes et les plaquettes (Figure 2) (Ross and
Odland 1968).

Figure 2. Schématisation du processus séquentiel de recrutement de cellules inflammatoires faisant
suite a une agression tissulaire. Apres blessure du tissu, des cytokines et chimiokines sont libérées du
sang, des tissus lésés ou des cellules du parenchyme (fleches rouges). Cette production stimule
rapidement |'extravasation de leucocytes (lymphocytes [L], PMN et monocytes [M]) et leur émigration
vers le tissu (fleches bleues). Les PMN sont les premieres cellules arrivant au site d’agression, suivies
des monocytes (M) qui se différencient en macrophages (M@). Finalement, la réponse immune est
complete avec la transmigration des lymphocytes (L). La production d’'une pléthore de cytokines et de
facteurs de croissance déclenche aussi la migration de cellules résidentes et de fibroblastes (F)
(fleches vertes) ayant pour fonction la restauration de I'intégrité tissulaire. Les plaquettes, quant a
elles (non indiquées sur le schéma), participeront surtout a la restauration de I’endothélium
(Chanson et al. 2005).

1.2.2.1. Les polymorphonucléaires neutrophiles

Le recrutement des PMN neutrophiles est fonction de facteurs libérés lors de 1'agression
interstitielle (collageéne, fibrinogéne) et de l'endothélium vasculaire (prostaglandines,
leucotriene B4, C5a), ainsi que de la libération d’une chimiokine, IL-8 (Leavell et al. 1996;
Downey et al. 1999; Hoquet-Bresciani 2000; Reichel et al. 2008). L’activation des PMN est
induite par I’IL-8 libérée par les macrophages, les cellules endothéliales et les cellules
¢épithéliales alvéolaires. Les conséquences de cette activation sont : 1) la formation de Iésions
tissulaires par libération d’enzymes et de radicaux libres; 2) la synthése de leucotriene B4
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(activateur de la prolifération fibroblastique) et de la prostaglandine E2 (inhibiteur de la
prolifération fibroblastique); 3) la synthése de protéases permettant une augmentation de la
prolifération fibroblastique en détruisant des protéines de surface de contre-régulation; 4) le
relargage d’une cytokine, GM-CSF, qui participe a la fibrose en induisant l'expression de TGF-
B (Andreutti et al. 1998; Hoquet-Bresciani 2000; Cottin 2002; Wright et al. 2010).

1.2.2.2. Les polymorphonucléaires éosinophiles

Les facteurs intervenant dans le recrutement et I’activation des PMN ¢éosinophiles dans le
processus pathogénétique de la FP sont, a ce jour, inconnus. Ce type de PMN y est souvent
abondant et contribue a l'agression tissulaire en libérant, par dégranulation, des substances
cytotoxiques : oxydants, protéines cationiques €osinophiliques et protéines basiques majeures.
IIs libérent aussi de I’histamine et des leucotriénes qui augmentent la perméabilité vasculaire et,
de ce fait, favorisent le recrutement de médiateurs de la fibrogénese (Hoquet-Bresciani 2000;
Suzuki et al. 2008).

1.2.2.3. Les macrophages

Les macrophages proviennent de monocytes, eux-mémes issus d'une cellule souche
hématopoiétique pluripotente. Lors d’une agression, les monocytes sanguins migrent dans le
tissu conjonctif environnant le site d’agression. Ce recrutement est déclenché par la présence,
a l'intérieur du vaisseau sanguin, de substances chimiques chimiotactiques (collagene,
fibronectine) issues de la Iésion tissulaire, de l'activation plaquettaire et de ’activation du
complément (Hoquet-Bresciani 2000; Burke and Lewis 2002). Une fois arrivées dans le tissu
cible, les cellules myéloides se différencient en macrophages sous l'action du GM-CSF produit
par les lymphocytes T, les macrophages, les fibroblastes, les cellules endothéliales et les
cellules épithéliales (Goldstein and Fine 1995; Hoquet-Bresciani 2000).

L’activation des macrophages est induite par les complexes immuns, les stimuli
phagocytiques et les leucotrienes (Crystal et al. 1981; Hunninghake et al. 1981; Burke and
Lewis 2002). Cette activation aura pour conséquence une intervention macrophagique dans le
processus d’agression tissulaire, le recrutement et 1’activation des cellules inflammatoires, la
réparation tissulaire et la fibrogénése.

D’une part, les macrophages activés participent a 1'agression tissulaire par la libération de
médiateurs repris en Tableau 1. D’autre part, les macrophages contribuent au recrutement et a
l'activation des cellules inflammatoires par la libération de médiateurs (Tableau 1) ou des
stimuli phagocytiques qui activent les PMN (Suzuki et al. 2008). Enfin, les macrophages
favorisent la réparation tissulaire et la fibrogénése par la synthése de molécules spécifiques
(Tableau 1).

Dans les poumons, on peut distinguer 3 types de macrophages : alvéolaires, interstitiels et
intravasculaires. La réaction inflammatoire, présente lors de la phase précoce de
développement de la FP, est en partie sous le controle cellulaire des macrophages alvéolaires.
C’est pourquoi, lors de cette phase, une accumulation de macrophages alvéolaires activés est
observée (Taylor et al. 2000).
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Tableau 1. Médiateurs libérés par les macrophages et favorisant 'agression tissulaire, le recrutement et
I'activation des cellules inflammatoires, et enfin, la réparation tissulaire et la fibrogenese.

Médiateurs de ’agression tissulaire

Médiateurs Fonction(s) Référence(s)
Radicaux libres - peroxydation des lipides membranaires (Suzuki et al.
2008)
TNF-a - augmentation de la perméabilité vasculaire (Hunt et al. 1984)
Enzymes - dégradation et remodelage de la MEC (Hunt et al. 1984)
protéolytiques
(MMP-9, etc.)
Médiateurs du recrutement et de ’activation des cellules inflammatoires
Médiateurs Fonction(s) Référence(s)
TNF-a facilite I'adhésion des cellules sanguines sur les cellules (Suzuki et al.
endothéliales 2008)
augmente |'expression de GM-CSF
IL-1 chimiotactique pour les monocytes/ neutrophiles (Fahey et al.
stimule la prolifération de lymphocytes T 1990)
induit la production du GM-CSF
GM-CSF induit la synthése de TGF-B par les macrophages alvéolaires (Andreutti et al.
1998)
MCP-1 chimiotactique pour les monocytes (Smith et al.
1994)
Médiateurs de la réparation tissulaire et de la fibrogenése
Médiateurs Fonction(s) Référence(s)
TNF-a stimule la prolifération fibroblastique (Suzuki et al.
2008)
IL-1 induit la synthese de collagene (Fahey et al.
1990)
TNF-B recrutement et stimulation fibroblastique (Kovacs and
DiPietro 1994)
IGF-1 stimule la prolifération fibroblastique (Uh et al. 1998)
stimule la synthese de collagene
Fibronectine facteur chimiotactique et de croissance pour les fibroblastes (Rennard et al.
1981)
PDGF facteur de croissance pour les fibroblastes (Cordier et al.
1983)

1.2.2.4. Leslymphocytes

Les lymphocytes sont des cellules immunitaires réparties en deux lignées : les lymphocytes
B et les lymphocytes T, tous deux impliqués dans le processus inflammatoire de la FP. Les
lymphocytes B sont recrutés puis induits par des facteurs chimiotactiques. Cette activation joue
un role dans la FP au vu de la présence de complexes immuns et d'immunoglobuline G dans
l'interstitium (Dreisin et al. 1978; Lawrence et al. 1980; Crystal et al. 1981; Gelb et al. 1983).
Les complexes immuns activent le complément et les cellules phagocytaires, ce qui aura pour
conséquence d’amplifier la réaction inflammatoire.

Le recrutement des lymphocytes T est induit par des facteurs chimiotactiques dérivés des
macrophages. S’ensuit une activation de lymphocytes par la reconnaissance d'antigénes en
association avec le complexe majeur d’histocompatibilité présent a la surface des cellules
présentatrices d'antigenes (cellules dendritiques et macrophages). Une fois activés, les
lymphocytes T expriment a leur surface un récepteur a I’'IL-2 et secrétent de 1I’'IL-2 : on observe



INTRODUCTION

donc une autostimulation et une stimulation des lymphocytes T adjacents. L'IL-2 sécrétée par
les lymphocytes T auxiliaires provoque 1'expansion clonale des précurseurs des lymphocytes T
cytotoxiques et leur maturation en cellules cytotoxiques effectrices. Ces lymphocytes T
cytotoxiques participent au processus lésionnel du parenchyme pulmonaire en libérant des
enzymes et des perforines qui transpercent la membrane des cellules cibles et entrainent la mort
cellulaire (Hoquet-Bresciani 2000).

Les lymphocytes T activés sécretent les molécules reprises dans le Tableau 2 .

Tableau 2. Médiateurs libérés par les lymphocytes T activés lors d’'une inflammation.

Médiateurs Fonction(s) Référence(s)
Lymphokines - stimulent la production de macrophage-derived growth (Hoqget-.
factor (MDGF) par les macrophages alvéolaires Bresciani 2000)
Facteurs - attirent les phagocytes vers les sites d’activation des (Hoquet-
chimiotactiques lymphocytes T Bresciani 2000)
MIF (facteur - retient les macrophages sur les sites en question (Hoquet-
d’inhibition de Bresciani 2000)
la migration)
MAF (facteur - active I'arsenal enzymatique des macrophages (Deng and
d’activation de Standiford 2010)
la migration)
INF-y - activateur des macrophages qui stimulent ou inhibent les  (Wynn2011)
fibroblastes en fonction de leur état de prolifération
TGF-B - stimule la synthése de collagéne et de la fibronectine par les (Cherniack et al.
fibroblastes 1991)

- inhibe la prolifération de lymphocytes T

1.2.2.5. Les plaquettes
La lésion endothéliale provoque une hémorragie microscopique a l'origine d'une agrégation
et d'une activation plaquettaire (Joris and Braunstein 1982). Cette activation mene a la
libération de médiateurs inflammatoires et fibrogéniques : 1) le PDGF, chimiotactique pour les
cellules musculaires lisses et les monocytes, et facteur de croissance pour les fibroblastes ; 2) le
TGF-f qui stimule la synthése du collagéne par les fibroblastes; 3) le 12-HETE,
chimiotactique pour les fibroblastes (Hoquet-Bresciani 2000).

1.2.3. Réparation tissulaire aboutissant a la fibrose
La FP résulte de l'accumulation de cellules mésenchymateuses et de la MEC qu'elles
produisent, et ce, par exagération des mécanismes physiologiques de réparation tissulaire.

1.2.3.1. Les fibroblastes

Le recrutement des fibroblastes au niveau du site d’inflammation est induit par le PDGF, le
TGF-f et la fibronectine (Hoquet-Bresciani 2000). Une fois recrutées, ces cellules présentent
une capacité de différenciation présente notamment dans certaines conditions pathologiques.
Dans la FP, les fibroblastes modifient leur phénotype afin d'acquérir un cytosquelette
contractile (Cordier and Loire 1991) leur permettant ainsi de devenir des myofibroblastes,
cellules intermédiaires entre le fibroblaste et la cellule musculaire lisse. Les myofibroblastes
contribuent a l'aggravation du collapsus alvéolaire et a la rétraction pulmonaire (Cordier et al.
1983) via I’augmentation de la MEC et plus précisément de certains de ses constituants comme
le collagéne et les glycosaminoglycans (GAG).
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1.2.3.2. La matrice extracellulaire
La matrice extracellulaire se compose d’un ensemble de macromolécules extracellulaires
produites par les cellules et sécrétées dans le milieu extracellulaire. Parmi elles,le collagéne et
les GAG jouent un role majeur dans la genése de la FP.

1.2.3.2.1. Le collagene

La quantité de collagéne présente dans le poumon résulte d’une régulation fine entre
synthése et catabolisme. Le renouvellement du collagéne est contrdlé par les MMP et les TIMP
(tissue inhibitors of metalloproteases), produits par les granulocytes, les macrophages et les
myofibroblastes (Wynn 2007). Dans la FP, on observe une augmentation de la synthése de
collagéne (types I, III, VI) et une diminution de l'activité collagénolytique aboutissant a un
dépdt excessif du substrat dans l'interstitium (Razzaque and Taguchi 2003). Au stade précoce
de la pathologie, la MEC est lache et riche en collagéne III, susceptible de remodelage. Au
stade tardif, la MEC est dense avec une prédominance du collagéne I (Cordier et al. 1983). Les
fibres de type I étant plus rigides que celles de type 11, elles contribueraient a la diminution de
compliance du poumon fibrotique (Crystal et al. 1976).

Parmi toutes les molécules capables de réguler la déposition matricielle, le TGF-$1 est
probablement le plus étudié. Ce facteur de croissance fibrogénique est augmenté dans le
parenchyme pulmonaire de patients atteints de FP ; a son tour, il stimule la production de
collagene et régule 1I’expression de divers genes associés a la dégradation et la protéolyse de la
MEC (Cook et al. 2002).

1.2.3.2.2. Les glycosaminoglycans
Les GAG sont des polysaccharides complexes synthétisés par les cellules interstitielles,
endothéliales et épithéliales. Ils comprennent d’une part I’'HA, dépourvu de liaisons covalentes,
et d’autre part la chondroitine, la chondroitine sulfate, I’héparine, I’héparan sulfate, le dermatan
sulfate et le kératan sulfate, qui sont liés a des protéines pour former des protéoglycans. Les
GAG prédominent dans les tissus conjonctifs, les MEC, a la surface cellulaire, et dans les
granules de sécrétion (Jadin 2008).

Dans la FP, on note une augmentation des GAG qui serait due a une augmentation de leur
synthése par les fibroblastes. Les conséquences majeures de cette augmentation de GAG sont
I’épaississement de la paroi alvéolaire et le changement de composition de la barriere alvéolaire
(dermatan sulfate au lieu d'héparan sulfate) qui entraine une augmentation de la perméabilité
permettant aux médiateurs fibrogéniques intraalvéolaires d'entrer dans l'interstitium et de
stimuler la prolifération fibroblastique et la synthese de collagene (Hoquet-Bresciani 2000).

1.2.4. Conséquences physiopathologiques

De par ses caractéristiques histologiques, la FP induit trois modifications physiologiques
majeures conduisant in fine a des altérations des propriétés fonctionnelles pulmonaires. Ces
modifications physiologiques sont: 1’augmentation de la perméabilité des -capillaires
alvéolaires, la diminution de la diffusion en O; et la diminution de la capacité pulmonaire totale
(= volume d’inflation maximum).

e [’augmentation de la perméabilité des capillaires alvéolaires est causée par les
Iésions cellulaires encourues lors de la phase d’agression de la FP. Elle aura pour
conséquence la formation d’cedéme interstitiel et le passage de protéines sériques
dans les espaces alvéolaires, ce qui participe a la fibrogéneése (Hoquet-Bresciani
2000; King 2009).
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e La diminution de la diffusion en oxygene est principalement due a I’épaississement
de la barriere alvéolocapillaire induite par I’augmentation de la synthése du
collageéne lors de la fibrose (Hoquet-Bresciani 2000; Razzaque and Taguchi 2003).

e La diminution de la capacité pulmonaire totale a deux origines : la premicre est
l'accumulation de collagene de type I, la seconde est I'accumulation d'élastine et de
GAG dans l'interstitium. Ces modifications auront pour conséquence directe une
diminution de la compliance pulmonaire, dont du volume d’inflation maximum
(Hoquet-Bresciani 2000; King 2009).

Ces modifications de paramétres fonctionnels pulmonaires pourraient engendrer diverses
modifications mécaniques du poumon telles que des efforts respiratoires augmentés (menant a
la dyspnée et a la tachypnée), une hypocapnie (conséquence de la tachypnée) et une hypoxémie
(conséquence essentiellement de I’altération de la diffusion de 1’oxygéne (Hoquet-Bresciani
2000).

2. Les macrophages alvéolaires, régulateurs majeurs de
I'inflammation et de la fibrose

Dans le poumon, les macrophages alvéolaires ont une origine double : soit ils proviennent
de la migration dans le tissu de monocytes sanguins périphériques (Thomas et al. 1976), soit ils
résultent de la réplication de phagocytes mononucléaires locaux (Chen et al. 1988). Ils jouent
un role pivot dans la genése de la fibrose (Figure 3) grice a leur capacité de polarisation et
I’action d’un complexe moléculaire qu’ils possedent, appelé inflammasome.

Figure 3. Rdle des macrophages activés dans la phase inflammatoire et la phase fibrotique de la FP. Apres
leur migration dans le tissu, les macrophages sont activés par des stimuli immunogéniques ou non
immunogéniques. Leur activation conduit a la production de molécules responsables de lésions
tissulaires et fibrotiques (Kumar et al. 2005).



INTRODUCTION

2.1. Polarisation des macrophages alvéolaires

Les macrophages alvéolaires sont capables de changer leur phénotype et leurs propriétés
fonctionnelles selon des stimuli exogeénes ou des processus pathologiques (Taylor et al. 2000).
Deux sous populations ont été caractérisées : les macrophages activés M1 classiques et les
macrophages activés M2 alternatifs (Figure 4).

Figure 4. Modéle décrivant le role des macrophages actifs classiques et alternatifs dans le processus
d’agression et de réparation pulmonaires (Laskin et al. 2011).

Les macrophages activés M1 classiques ont été activés par des cytokines de type I (IFN-y,
TNF-a) ou apres reconnaissance de structures conservées des pathogenes (PAMP ; pathogen-
associated molecular patterns) et de signaux de dangers endogenes. Ces cellules peuvent
induire de fortes réponses immunitaires proinflammatoire de type Thl. Elles peuvent aussi
exercer des activités antiprolifératives et cytotoxiques qui résultent de la libération de ROS
et de cytokines proinflammatoires (IL-1, TNF -a, etc.).

Les macrophages activés M2 alternatifs contrebalancent 1’action des macrophages M1.
Ils sont principalement impliqués dans la régulation négative de l'inflammation et I’initiation
de la cicatrisation par la libération des cytokines anti-inflammatoires (IL-4, IL-10, IL-13).
Les macrophages M2 contribuent aussi a la résolution de I’inflammation en phagocytant des
neutrophiles et en synthétisant des médiateurs importants dans le remodelage tissulaire et
I’angiogenese (TGF-B, VEGF, EGF). Les macrophages M2 soutiennent les fonctions
effectrices associées aux Th2 et jouent un rdle clé dans la régulation fonctionnelle des
lymphocytes T. Une telle diversité de fonction est expliquée par le fait que les macrophages
M2 sont subdivisés en trois souspopulations : M2a (activés par IL-4 et IL-13), M2b (activés
par les complexes immuns combinés a I’'IL-18 ou les LPS), et M2c¢ (activés par IL-10, TGF-
B, ou les glucocorticoides).



INTRODUCTION

En accord avec ce modéle (Figure 4), les macrophages répondant a I’agression tissulaire
sont activés par des signaux inflammatoires issus de leur microenvironment. Ils se
différencient en macrophages M1, qui synthétisent des médiateurs immuns cruciaux, ou en
macrophages M2 qui génerent des produits anti-inflammatoires et initient la cicatrisation.
Un déséquilibre de I’activité de ces deux populations macrophagiques, pouvant se produire
durant une exposition a un toxique (bléomycine, etc.), conduit a la formation de lésions
tissulaires. Ces 1ésions sont soit accompagnées d’une production excessive de médiateurs
proinflammatoires si 1’activation des M1 est exacerbée, soit accompagnées d’une fibrose
dans le cas ou I’activation des M2 est excessive (Tableau 3).

Tableau 3. Médiateurs libérés par les macrophages actifs classiques (M1) et alternatifs (M2) lors de
lésions pulmonaires a la bléomycine et impliqués dans I'agression et la réparation pulmonaires (Laskin et
al. 2011).

Meédiateurs M1
Espéces réactives de I’oxygeéne (Inghilleri et al. 2006)
Especes réactives de I’azote (Genovese et al. 2005; Inghilleri et al. 2006; Becher et
al. 2007)
Protéases (Okuma et al. 2004)
Médiateurs M2
TGF-B (Pulichino et al. 2008)

2.2. Macrophages alvéolaires et inflammasome

De nombreuses cellules immunitaires, telles que les macrophages alvéolaires, contiennent
des complexes moléculaires cytoplasmiques appelés inflammasomes. Bien que la diversité
des inflammasomes soit encore mal connue, on en distingue 3 prototypes : le NALPI, le
NALP3 et I'IPAF (Davis et al. 2011). Ces plateformes centrales de I’immunité innée sont
composées de protéines €chafauds et de senseurs de la famille des NLR (NOD-like receptors).
L’activation de I’inflammasome est induite par des fractions de polymeres associés au danger,
au dommage et a la mort cellulaire. Ainsi, I’inflammasome NALP3 est sensible a la mauvaise
localisation de molécules endogenes telles que I’ATP, 1’acide urique et méme I’HA (Yamasaki
et al. 2009; Davis et al. 2011). Par exemple, I’ATP extracellulaire, libéré en conséquence des
dommages cellulaires ou du stress cellulaire, joue le role de signal de danger activant ainsi
I’inflammasome NALP3 et permettant la maturation et I’activation de I’IL-1p par la caspase-1
(Figure 5). De plus P’activation de I’IL-1B conduit a I’initiation de la voie de signalisation
dépendante de MyD8S, trés similaire a celle des TLR. Il en est de méme pour I’acide urique, les
ROS et I’'HA qui sont notamment induits dans un modele de FP induite par la bléomycine
(Davis et al. 2011).
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Inflammation Fibrose pulmonaire

Figure 5. Schématisation de la cascade d’activation de l'inflammasome au cours d’'une inflammation
pulmonaire non infectieuse. L’événement initial conduit a I'activation de la caspase-1, la sécrétion d’IL-13
et d’'IL-18, et la mort cellulaire. Celle-ci peut libérer une seconde série d’activateurs de I'inflammasome de
maniere a générer une sécrétion paracrine par feedback positif. La cascade d’activation meéne a
I'inflammation et a sa résolution, ou bien a la fibrose pulmonaire dans le cas d’'une activation exacerbée.
(Gasse et al. 2009; Davis et al. 2011).

3. L’HA, un GAG particulier
3.1. Structure

L’HA est un GAG, constituant majoritaire de la MEC. Il est composé de plusieurs centaines
d’unités dissacharidiques N-acétylglucosamine/ acide glucuronique liés par des liaisons
glycosidiques alternées  (1-4) et B (1-3). L’HA n’est ni sulfaté, ni épimérisé (Figure 6) (Jiang
etal. 2011).

Le PM de I'HA varie entre 10° et 10’ Da (Dalton) en fonction des tissus. Dans le poumon
sain, par exemple, ’'HA n’aurait qu'une « taille » moyenne de 220 kDa (Nettelbladt et al.
1989).
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GlcA GlcNac

Figure 6. Structure de 'HA composée d'unités disaccaridiques constituées d’acide glucuronique (GlcA) et
de N-acetylglucosamine (GlcNac) en conformation (3, liés ensemble par des liaisons glycosidiques alternées
B(1-3) et (B1-4) (Jiang et al. 2011).

3.2. Localisation

Chez les vertébrés, la localisation de I’HA est ubiquitaire. Sa répartition est a la fois intra-
et extra- cellulaire. Dans 1’espace extracellulaire, il forme des agrégats avec des protéoglycans
(Heinegard and Hascall 1974), alors qu’en intracellulaire, il se localise soit de maniere diffuse,
soit concentré dans les cavéoles, les endosomes et le noyau (Eggli and Graber 1995; Evanko et
al. 1999; Evanko and Wight 1999; Tammi et al. 2001).

Dans le poumon, ’'HA représente pres de 10 % de I’ensemble des protéoglycans (Laurent
and Fraser 1992).

3.3. Biosynthese

L’HA est synthétisé par des enzymes nommeées HA synthases (HAS) subdivisées en deux
classes. Les HAS de Classe I regroupent les enzymes présentent chez certains microorganismes
(streptocoques), les amphibiens, les oiseaux et les mammiféres. Les HAS de Classe II sont,
quant a elles, exclusivement présentes chez le bacille Pasteurella multocida (pmHAS)
(DeAngelis 1999). Seules les synthases de la famille de Classe I seront abordées puisqu’elles
sont en lien direct avec notre sujet d’étude.

3.3.1. Les HA synthases mammaliennes
Les enzymes capables de synthétiser I’HA a la surface interne de la membrane plasmique
sont I’HAS1, 2, et 3 (Jiang et al. 2011). Ces derniéres sont le produit respectif de la
transcription des genes Has 1, 2, et 3.

Le mécanisme d’action des HAS consiste a catalyser 1’addition d’un UDP(uridine
diphosphate)-N-acetylglucosamine et d’un acide UDP-glucuronique a I’extrémité réduite de la
chaine d’HA pendant que I’extrémité non réduite grandit dans I’espace péricellulaire. L’UDP
du sucre nouvellement attaché reste 1i¢ de maniére covalente a la molécule de ’'HA qui sert de
donneur a la réaction de transfert suivante (Prehm 1989). Ainsi, contrairement aux autres
composants du tissu conjonctif, ’HA ne doit pas traverser les différents compartiments de la
voie de sécrétion liée au Golgi.

L’activation de la synthése de 'HA est induite par de multiples stimuli, incluant des
facteurs de croissance (EGF, PDGF, TGF-B, FGF-2) et des cytokines (IFN-y, IL-1B,TNF-a)
(Laurent et al. 1986; Heldin et al. 1989; Lim et al. 2008). Le processus de synthése est ensuite
régulé via des éveénements post-transcriptionnels tels que la phosphorylation et 1’ubiquitination
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des HAS (Tammi et al. 2011). La variabilité synthétique de ’HA est aussi fonction des
caractéristiques de I’enzyme qui la synthétise. En effet, les HASI, 2 et 3 se caractérisent par
une variabilité d’expression, d’activation et de polymérisation (Figure 7) (Tien and Spicer
2005). Les HASI, 2 et 3 ont un ordre respectif d’activité croissante. De plus, les deux
premicres synthétisent de ’'HA de haut PM (jusqu’a 2 mégadaltons) alors que la derniére
produit des HA d’un PM allant de 100 a 1.000 kDa (Spicer and McDonald, 1998). Or, les
propriétés biologiques de I’ HA sont dépendantes de sa taille, ce qui impliquerait que
I’expression des isoformes spécifiques des HAS soit impliquée dans la régulation de ces
propriétés. Toutefois, on pense que la régulation de la taille de ’'HA survient principalement
lors de sa phase catabolique plutdt que durant sa phase anabolique.

Figure 7. Trois synthases mammaliennes polymérisent 'HA en différentes longueurs et en différentes
quantités (Spicer and McDonald 1998; Jadin 2008).

3.3.2. Exportation de 'HA

Figure 8. Deux modeles de synthese et d’exportation de 'HA. A. Synthése et exportation de 'HA dans
I'espace extracellulaire par une HAS. B. Synthese de 'HA par une HAS a la membrane plasmique suivie de
son exportation via un transporteur ABC (Weigel 2004; Jadin 2008).

Au cours de la synthése de I’HA, les polymeres d’HA sont extrudés par un mécanisme
inconnu a travers la membrane plasmique dans le glycocalyx ou dans la MEC (Stern 2004). Le
processus d’extrusion permettrait la croissance libre du polymére jusqu’a des tailles allant de
1.000 a 10.000 kDa. Deux modéles hypothétiques de synthése et d’exportation de I’HA ont
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¢été établis. Le premier s’appuie sur un mécanisme de transport de I’HA a travers un pore formé
par les HAS (Tlapak-Simmons et al. 1998; Weigel 1998; Weigel 2004) (Figure 8-A). Le second
préconise un mécanisme d’exportation dépendant de 1’action d’un transporteur ABC (ATP-
binding cassette) (Figure 8-B) (Ouskova et al. 2004).

La synthése de I’HA peut aussi étre facilitée par la formation de protrusions induites
par la surexpression des synthases. Les protrusions augmentent la surface de la membrane
plasmique et fournissent 1’énergie nécessaire a la synthése de ’HA. Les protrusions sont
probablement les sites préférés de nombreux facteurs de croissance (TGF-p, etc.) qui voient
ainsi leur signalisation accentuée. De tels mécanismes peuvent délivrer ’'HA dans la
matrice, loin du corps cellulaire principal et ainsi fournir un environnement adéquat pour la
migration cellulaire (Rilla et al. 2008).

Une fois hors de la cellule, ’'HA peut diffuser dans la MEC ou rester attachée a la surface
cellulaire par le biais de récepteurs. Toutefois, une autre possibilité est que I’HA réside dans la
cellule, par le biais de récepteurs ou d’une endocytose en phase fluide, ce qui se produit lors de
processus inflammatoires (Hascall et al. 2004).

3.4. Catabolisme

3.4.1. Les hyaluronidases mammaliennes (dégradation
enzymatique)

Les enzymes capables de cliver et dégrader de manicre spécifique ’HA sont nommées
hyaluronidases et sont classées en trois groupes : les hyaluronidases de bactéries, celles des
sangsues, crustacés et autres parasites, et enfin les hyaluronidases de mammiféres (Stern and
Csoka 2000). Seules ces dernicres entrent dans le cadre de notre étude et seront donc
abordées dans ce chapitre, avec une attention particuliere pour Hyal2.

Chez les mammiferes, les génes codant pour des hyaluronidases sont au nombre de six:
Hyall, Hyal2, Hyal3, Hyal4, Ph-20 (Spaml) et Hyalpl (Csoka et al. 2001). Ces genes sont
regroupés sur deux chromosomes différents, et leur arrangement génomique est conservé a
travers les especes. Chez la souris, on trouve un septieme geéne codant pour une hyaluronidase
appelé Hyal5 et absent chez I’humain (Kim et al. 2005).

Les hyaluronidases de mammifére sont des endo-B-N-acetylhexosaminidases ayant pour
mécanisme d’action des activités hydrolytiques et tranglycosidases. Ces enzymes sont
capables de dégrader ’'HA en tétrasacharides et en hexasaccharides mais elles ne sont pas
spécifiques de I’HA. En effet, les hyaluronidases peuvent dégrader, dans une faible mesure, la
chrondroitine sulfate et le dermantan sulfate (Stern and Csoka 2000). Seules Hyall et
Hyal2 sont exprimées a un niveau significatif dans les tissus somatiques et seront détaillées
ci-dessous.

Hyall est une enzyme ubiquitaire mais semble absente dans le cerveau. Sa concentration
est plus ¢élevée dans les organes parenchymateux tels que le foie, les reins, la rate et le coeur
(Csoka et al. 2001). Elle a un pH d’activité¢ optimal de 3,8 et est considérée comme une
enzyme lysosomale clivant I’HA, aux liaisons [ (1-4), en tétrasaccharides et en
hexasaccharides (Harada and Takahashi 2007). Hyall peut a la fois cliver ’'HA de haut PM et
de bas PM. Récemment, une équipe de I’URPhyM a montré qu’Hyall est endocytée du
plasma dans les hépatocytes ou elle pourrait exercer son activité dans des lysosomes précoces
(Gasingirwa et al. 2010). Dans le poumon, c’est dans les macrophages alvéolaires que
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I’HYALI1 semble la plus présente (Goggins et al. 1968).

Hyal2 est une protéine présente dans de nombreux tissus. La traduction du géne codant
pour la protéine est plus élevée dans certains organes comme la rate feetale et adulte, le foie,
le cceur et les poumons (Patel et al. 2002). Dans les tissus, Hyal2 se situe principalement ou
exclusivement a la membrane plasmique cellulaire (Rai et al. 2001; Harada and Takahashi
2007; Andre et al. 2011), bien qu’elle ait été décrite parfois dans les endosomes ou lysosomes
(Bourguignon et al. 2004; Chow et al. 2006; Monzon et al. 2008).

L’activité hyaluronidasique d’Hyal2 est difficile & mesurer pour plusieurs raisons :
elle est faible, partielle, requiert des partenaires cellulaires, ou encore parce que les
systémes in vitro utilisés lors d’études ne miment pas les conditions in vivo (Lepperdinger
et al. 1998; Bourguignon et al. 2004; Vigdorovich et al. 2005; Harada and Takahashi
2007; Vigdorovich et al. 2007). Vu son pH d’activité optimale acide (pH 3.8) (Harada and
Takahashi 2007; Vigdorovich et al. 2007), il a été proposé que D’acidification par
I’échangeur Na'/H" NHEI soit requise pour qu’Hyal2 puisse dégrader I’HA (Bourguignon
et al. 2004) a la surface cellulaire ou dans des endosomes.

Hyal2 participe a la dégradation partielle de I’'HA et génere des fragments < 20 kDa
(Lepperdinger et al. 1998; Jiang et al. 2011). Ce seuil de taille serait di au fait qu’au dessus de
20 kDa, ’'HA adopte une structure tertiaire qui est absente dans les fragments plus courts.

3.4.2. Modele de dégradation somatique de I’ HA

Dans le modele de dégradation de ’'HA le plus connu, Hyall et Hyal2 représentent les
hyaluronidases principales des tissus somatiques mammaliens et agissent de concert avec les
exoglycosidases lysosomales (B-N-acetylhexosaminidase et [-glucuronidase) pour la
dégradation enzymatique de ’HA internalisé (Figure 9) (Csoka et al. 2001; Stern 2003; Stern
2004).

L’internalisation cellulaire de I’HA est réalisée par le biais de son récepteur principal,
CD44 (Culty et al. 1992). Hyal2 et CD44 sont abondants dans les radeaux lipidiques,
spécialement dans les cavéoles, ou ils interagissent avec I’échangeur Na'/H' NHEI.
Lorsqu’il est stimulé, par exemple par I’HA pericellulaire, NHEl crée un
microenvironnement acide stimulant ’activité hyaluronidasique d’Hyal2 (Bourguignon et
al. 2004).

La dégradation enzymatique de ’HA se fait en trois étapes. La premicre est une
réaction endoglucosaminique, c'est-a-dire une attaque des liaisons B (1-4) internes de la
molécule, catalysée par Hyal2 (Meyer and Rapport 1952). Cette enzyme, présente a la
membrane plasmique, initie le clivage de I’HA en fragments intermédiaires de
20 kDa qui sont endocytés et se déplacent a travers le compartiment endosomal pour
atteindre les lysosomes. Dans ces derniers, Hyall, la B-glucuronidase et la [(-N-
acetylglucosaminidase dégradent les fragments d’HA en petits monomeéres et
oligosaccharides. Ces deux derni¢res enzymes sont des exoglucosidases, c’est a dire des
enzymes clivant les sucres terminaux de la molécule. De la sorte, les produits finaux du
catabolisme de ’HA sont I’acide glucuronique et la glucosamine-6-phosphate, par le biais de
la phosphorylation et la déacétylation de la N-acetylglucosamine. A ce jour, on ne sait pas
s’il existe des transporteurs spécifiques qui permettraient aux fragments d’HA de quitter les
lysosomes.
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Stern a envisagé I’existence d’une organelle cellulaire spécifique, I’hyaluronasome,
ayant un role dans le métabolisme de I’HA (Stern 2003; Stern 2004).
L’hyaluronasome serait situé sous, et partiellement encastré dans, la membrane
plasmique et posseéderait des activités synthétiques et dégradatives spécifiques de ’'HA
(Stern 2003). Néanmois, aucun résultat récent ne confirme ce modele hautement
hypothétique (Figure 9).

Figure 9. Modéle hypothétique de dégradation de I'HA dans les tissus somatiques. L’internalisation de 'HA
est induite par le récepteur CD44. Hyal2 initie la dégradation de 'HA en fragments de 20 kDa qui sont par la
suite dégradés dans les lysosomes par Hyall et les exoglycosidases [-glucuronidase et [(-N-
acetylglucosaminidase. (Stern 2004; Jadin 2008).

Dans un tissu pulmonaire sain, I’hyaluronasome serait situ¢ au niveau du macrophage
alvéolaire puisqu’il a pour fonction I’internalisation et la dégradation de I’HA (Underhill et
al. 1993).

3.4.3. Ladégradation non enzymatique de 'HA
L’HA peut étre dégradé par un ensemble de processus physicochimiques
expérimentaux, a savoir : ’hydrolyse alcaline et acide, la dégradation thermique, la
photodégradation, la dégradation par ultrason et 1’attaque par des ROS (Stern et al. 2007).
Nous n’aborderons que le cas des ROS puisqu’ils sont impliqués dans notre modele d’étude.

Les ROS ou radicaux libres sont des sous-produits du métabolisme de I’oxygeéne. La
présence d’¢lectrons non appariés dans leur structure les rendent hautement réactifs et
capablent d’oxyder d’autres molécules. Ils participent aussi a la dégradation de I’ HA
(Uchiyama et al. 1990), en particulier dans certains processus physiopathologiques tels
que I’inflammation. L’attaque de I’HA par les ROS ne conduit pas & un simple clivage
hydrolitique comme celui effectué par les hyaluronidases. En vérité, les macroradicaux
intermédiaires formés réagissent avec d’autres molécules, donnant lieu a des fragments
modifiés (Soltes et al. 2006). De tels fragments pourraient fonctionner comme des signaux
pour I’initialialisation d’une réponse lors d’'un dommage tissulaire.

3.5. Hyaladhérines ou Hyaluronic acid binding proteins (HABP)

L’HA peut se lier a de nombreuses protéines connues sous le nom d’hyaladhérines ou
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HABP. Parmi celles-ci, on trouve:

o Les récepteurs de ’HA: CD44, RHAMM (Receptor for Hyaluronan Mediated
Motility), LYVE-1 (Lymphatic Vessel Endothelial Receptor 1), HARE (Hyaluronan
Receptor for Endocytosis) et layilin (Lymphatic vascular endothelial hyaluronan
receptor);

e Les protéoglycans de type lectican : aggrecan, versican, neurocan et brevican;

e Dr’autres protéines: cartilage link protein, TSG-6 (Tumor necrosis factor Stimulated
Gene-6), lal (Inter-a-trypsin Inhibitor), les TLR, etc.

Ces différentes liaisons récepteur-ligand permettent le maintien de la structure des MEC
ainsi que l’activation de diverses voies de signalisation impliquées dans de nombreux
processus physiologiques et physiopathologiques (Chen et al. 1988).

Ce chapitre se focalisera exclusivement sur une bréve description de protéoglycans
interagissant avec I’HA ainsi que sur certains récepteurs (CD44, RHAMM, TLR)
intervenant dans le processus inflammatoire pulmonaire (Figure 10).

Figure 10. Reconnaissance cellulaire de 'HA durant les processus associés a la cicatrisation et
I'inflammation (de la Motte 2011).

3.5.1. Protéoglycans de type lectican

Dans le poumon, I’HA peut exister en tant que polymere soluble et en tant
qu’agrégat lors de sa liaison avec des protéoglycans tels que 1’aggrecan et le versican.
(Garg et al. 2003).

3.5.2. CD44

CD44 est une glycoprotéine transmembranaire considérée comme le récepteur
principal de I’ HA. Il est responsable du renouvellement de I’HA et de sa dégradation
intracellulaire. CD44 participe aussi a la phagocytose de ’HA néosynthétisé en réponse a des
agents nocifs. Ces fonctions pourraient lui conférer un role dans la régulation de
I’homéostasie extracellulaire de I’HA (Culty et al. 1992). L’interaction HA-CD44 intervient
dans divers processus physiologiques et physiopathologiques tels que I’inflammation
(Lesley et al. 1997; Heldin et al. 2008). Lors du processus inflammatoire, on observe
simultanément une libération de cytokines pro-inflammatoires (IL-1, TGF-B, IL-12,
MIP-1a, ect.) et une surexpression du récepteur CD44. Ce dernier permet la liaison de
I’HA aux leucocytes et contribue a I’infiltration inflammatoire de ces leucocytes dans le
tissu. Ainsi, le macrophage joue un role majeur dans le renouvellement de I’HA lors
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d’inflammation et dans la phase de résolution inflammatoire (Hascall et al. 2004; de la
Motte 2011).

3.5.3. RHAMM

RHAMM (ou CD 168) a été identifi¢ comme une hyaladhérine impliquée dans la
migration et la prolifération cellulaires (Hardwick et al. 1992). Il peut se rencontrer a la
surface de la cellule ou en intracellulaire (Hall et al. 1995; Teder et al. 1995; Crainie et
al. 1999). Les interactions RHAMM-HA sont aussi impliquées indirectement dans le
processus inflammatoire, via le recrutement de cellules inflammatoires (Zaman et al. 2005).

3.54. LesTLR

Les TLR sont des protéines transmembranaires induisant une voie signalétique suite a
leurs interactions avec les PAMP (Pathogen-Associated Molecular Patterns). Ils peuvent
interagir avec divers ligands endogenes tels que les fragments d’HA (Kopp and Medzhitov
1999). On identifie de plus en plus souvent TLR2 et TLR4 comme récepteurs des fragments
d’HA présents dans la MEC, mais pas de ’HA natif (de la Motte 2011).

3.6. Taux de renouvellement

L’HA est une molécule a taux de renouvellement élevé : sur les 15 g d’HA que posséde un
individu de 70 kg, 5 g sont renouvelés quotidiennement (Harada and Takahashi 2007). Le taux
de renouvellement de I’hyaluronan varie dans chaque tissu, suivant sa structure, son stade de
maturité et son état. Cette variation conduit a la régénération, a la remod¢lisation ou a une
augmentation temporaire de la synthese d’HA dans le tissu (Laurent and Fraser 1992).

Lorsque la synthése d’HA exceéde sa dégradation locale, ce polymeére rejoint le systéme
réticuloendothélial. Dans le tissu pulmonaire, il est raisonnable de supposer qu’une voie
d’élimination principale de I’HA est le drainage lymphatique. Au cours de cette voie, le
biopolysaccharide de haut PM (>106 Da) complexé aux protéoglycans du tissu est capté et
partiellement dégradé dans les ganglions (Laurent and Fraser 1992). Des fragments de bas PM
sont relargués par la voie lymphatique efférente vers la circulation sanguine afin d’étre
dégradés, in fine, par le foie (90 %), et dans une moindre mesure par la rate (1 %) et les reins
(9 %) (Figure 11) (Jackson 2004). L’HA pulmonaire pourrait s’accumuler lors de certaines
Iésions tissulaires persistantes, par exemple suite a des régulations d’HAS2 et d’Hyal2 (Li et
al. 2000).

e
=R 11SSUE HYALURONAN
S e

= = >1000 kDa (bound to matrix)

AFFERENT LYMPH
>100 kDka (1-10 pg/ml)

BLOOD <10 kDa (0.01-0.1 ;ig/ml)

Figure 11. Schématisation de la dégradation de ’'HA tissulaire (Jackson 2004).
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3.7. Fonctions physiologiques

Les nombreuses fonctions biologiques de I’'HA diffeérent selon son PM (Tableau 4).Dans
les tissus, les structures supramoléculaires d’HA de haut PM s’imbriquent dans le réseau de
fibres de collagéne. Par leurs propriétés hygroscopiques et rhéologiques, ces structures
déterminent la forme et I’organisation architecturale du tissu. Elles conférent au poumon
certaines propriétés mécaniques tout en contribuant au maintien de son intégrité et de son
hydratation (Necas et al. 2008). L’HA de haut PM peut ainsi réguler la migration des
cellules et la transmission des micronutriments, des hormones et des facteurs de croissance.
Il posséde également des propriétés de modulation anti-angiogénique, anti-inflammatoire et
immunorégulatrice. Certaines de ces propriétés proviennent de son interaction avec des
récepteurs, en particulier CD44.

L’HA de faible PM, présent sous forme de courtes chaines ou d’oligomeéres, se lie aussi
au récepteur CD44 mais induit des réactions différentes, comme I’initiation de programmes
d’activation géniques impliqués dans la prolifération, la migration cellulaire et
I’inflammation.

Tableau 4. Liste (non exhaustive) des fonctions clés de 'HA selon son PM (Stern et al. 2006).

Dans le poumon, I’HA alvéolaire s’agrége pour former des réseaux (Figure 12) impliqués
dans les propriétés mécaniques du tissu et dans la structure du microenvironnement
cellulaire.
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Figure 12. Schéma de la paroi alvéolaire (barriere air-sang). Dans la sous- muqueuse, I'HA alvéolaire,
tout en restant attaché aux PII, se lie a des protéines et s’agrege pour former des réseaux concentrés a
proximité des cellules. Loin de ces derniéres, I'’eau prédomine et sépare le réseau d’'HA du surfactant (Bray
2001).

3.8. Fonctions physiopathologiques

Les fonctions physiopathologiques de ’HA sont a mettre en relation avec le PM de la
molécule (Tableau 4). En effet, ’HA de haut PM exerce généralement des effets opposés a
ceux induits par les fragments d’HA de bas PM. Ainsi, la présence de polymeres d’HA est
indicative de tissus sains alors que les fragments d’HA sont le reflet de tissus lésés. L’HA
serait donc considéré comme un signal de danger endogene (de la Motte 2011).

3.8.1. Association entre I'HA et 'immunité
Le systeme immunitaire inné, intervenant dans I’initiation des défenses de 1’hote, implique
I’action de TLR qui sont des récepteurs de reconnaissance de pathogenes (Kopp and
Medzhitov 1999). Les TLR reconnaissent les structures conservées des pathogénes,
appelées pathogen-associated molecular patterns (PAMP). Du fait de sa structure de
disaccharide répété, I’HA partage des caractéristiques avec les PAMP ; c’est également un
ligand potentiel des TLR (Jiang et al. 2007).

Dans le modéle de blessure pulmonaire non infectieuse, 1’interaction entre I’'HA
et les TLR2 et TLR4 peut réguler le processus inflammatoire encouru suite a une agression
tissulaire.

Les produits de dégradation solubles de I’HA, générés apres 1’agression, servent de
signal endogene alertant le corps de la localisation de la lésion. L’interaction entre ces
fragments et les TLR2 et 4 stimulent la voie signalétique dépendante de MyD88 (myeloid
differentiation primary-response protein 88). Cette voie implique une activation du NF-kB
(nuclear factor kappa B), qui conduit a la production de médiateurs inflammatoires (IL-1,
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TNF-a et IL-12) par les cellules inflammatoires (macrophages, cellules dendritiques,
cellules endothéliales) et les cellules épithéliales. L’HA natif endogeéne de haut PM, quant
a lui, pourrait assurer 1’avenir des cellules épithéliales avec des signaux de protection
favorisant la survie et la réparation tissulaire (Jiang et al. 2005) (Figure 13).En d’autres
termes, I’HA pourrait étre considéré comme un signal du systéme immunitaire indiquant
une perturbation de 1’intégrité de 1’organisme (Termeer et al. 2002).

Figure 13. Les récepteurs TLR2 et TLR4 sont des senseurs de I'HA présent dans la MEC du poumon. (a)
L’HA de haut PM, présent a I'état basal, lie les TLR2 et TLR4 des cellules épithéliales, maintenant I'intégrité
de I'épithélium en prévenant l'apoptose. (b) Apres agression, des fragments d’'HA de faibles PM sont
générés et leurs liaisons aux TLRs de cellules épithéliales et macrophagiques induira une surexpression de
genes de 'inflammation (O'Neill 2005).

3.8.2. Association entre 'HA et I'inflammation

Les formes d’HA de faible PM (<500kDa), y compris celles générées par Hyal2, ont été
associées a des propriétés pro-inflammatoires, angiogéniques et immunostimulatrices. Hyal2
pourrait donc €tre un acteur principal de la régulation du processus inflammatoire (Jiang et al.
2007) ; cet ¢lément n’est toutefois pas prouvé. Les fragments intermédiaires d’HA peuvent
étre dégradés par Hyall en des oligosaccharides. Ces derniers stimulent, par exemple,
I’augmentation de D’expression de molécules d’adhésion cellulaires sur les cellules
endothéliales (Taylor et al. 2004) et induisent 1’activation des cellules dendritiques par le biais
des TLR (Termeer et al. 2002). Aussi, ils permettent le développement de deux
caractéristiques de la FP : la prolifération de fibroblastes et la production de collagéne (David-
Raoudi et al. 2008). Il a été suggéré que les produits de dégradation de ’'HA pouvaient
¢galement réguler les fonctions macrophagiques durant les réponses inflammatoires et induire,
par exemple, la traduction en ARNm, I’expression protéique et ’activité enzymatique de
métalloélastases macrophagiques (Horton et al. 1999). Ainsi, Hyal2 pourrait jouer un role
indirect dans les fonctions macrophagiques. Toutefois, il pourrait aussi jouer un role direct
¢tant donné que notre laboratoire a découvert la présence de cette enzyme (ARNm et protéine)
dans les macrophages alvéolaires (résultats non publiés).

4.  Modéle murin de fibrose pulmonaire post-bléomycine

De nombreux modeéles animaux ont été établis afin d’examiner la pathobiologie de la FP
(Tableau 5). Nous avons choisi le modele de FP induite par la bléomycine et appliqué a la
souris, d’une part parce que nous souhaitons étudier des souris KO et d’autre part parce que la
FP induite par la bléomycine s’accompagne d’une phase inflammatoire marquée et de dépdts
d’HA et qu’elle est dépendante des macrophages.
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Tableau 5. Modeles animaux de FP (Chua et al. 2005).

Le modéle murin de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine a été décrit a I’origine
par Adamson & Bowden (Adamson and Bowden 1974). L’approche consiste en
I’administration d’un médicament, la bléomycine, provoquant une FP dose-dépendante. La
bléomycine est un antibiotique de type glycopeptide produit par la bactérie Streptomyces
verticillus et qui s’est avéré posséder des propriétés anticancéreuses (Umezawa et al. 1967;
Adamson 1976). Son utilisation dans le modele est fondée sur le fait que la FP est I’'un des
effets secondaires majeurs survenant lors de 1’administration du médicament dans les
thérapies anticancéreuses humaines (Muggia et al. 1983; Moeller et al. 2008). C’et un
probléme clinique qui limite grandement 1’utilisation de ce produit.

Le mécanisme moléculaire précis de I’agression pulmonaire post-traitement a la
bléomycine n’est pas encore bien connu. On pense que 1’administration de ce principe actif
conduit a une rupture des brins d’ADN (grace a son groupement structurel de type bithiazole)
et a des agressions oxydantes (par ses groupements structurels pyrimidine et imidazole)
(Figure 14) (Moeller et al. 2008). Le fait que les poumons soient particulierement sensibles a la
toxicité du principe actif serait le reflet d’une faible teneur en bléomycine hydrolase dans les
cellules pavimenteuses, constituant principal du tissu. Une surproduction des dérivés réactifs
de I’oxygéne, issus des différentes agressions, peut conduire a une réponse inflammatoire a
I’origine d’une toxicité pulmonaire, de I’activation de fibroblastes et d’une fibrose (Grande et
al. 1998; Moeller et al. 2008).
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Figure 14. Structure de la bléomycine, composée de trois domaines distincts (Pinart G. 2006).
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Les lésions fibrotiques induites par la bléomycine peuvent différer selon la voie
d’administration: intrapéritonéale, intraveineuse, subcutanée ou intratrachéale. Ceci offre des
avantages a 1’étude de la pathologie et de son hétérogénéité topographique. L’administration
intraveineuse ou intraperitonéale de la bléomycine induit des Iésions subpleurales similaires a
ce qui se passe chez I’Homme malade (Chua et al. 2005). Cependant, lors de ce mémoire, nous
avons privilégié la voie intratracheale afin d’obtenir une fibrose accentuée sur les bronches et a
fortiori sur les alvéoles. De plus, une seule injection intratrachéale chez les rongeurs produit
une blessure pulmonaire résultant en une fibrose, ce qui simplifie le mode¢le. Quelle que soit la
voie d’administration utilisée, le type cellulaire prédominant recruté dans le poumon est le
macrophage alvéolaire (Bringardner et al. 2008).

La réponse fibrotique encourue dans le modéle murin est dépendante de la souche, de
I’age et du sexe de I’animal. La souche C57BI/6 est la souche la plus sensible a la fibrose post-
bléomycine (Schrier et al. 1983; Harrison and Lazo 1987). La différence intersouche est
probablement due a la variation d’expression de cytokines et de protéases/antiprotéases
(Moeller et al. 2008). De plus, il semble que les facteurs age et sexe influencent la sévérité de la
pathologie dans ce modé¢le. En effet, les males agés présentent une inflammation pulmonaire et
une fibrose augmentée, indépendamment des autres facteurs. Cela se note par une
augmentation de mortalité, de dépotsde collagéne et d’alvéolite neutrophilique chez ces souris
(Redente et al. 2011). Dans notre étude, nous utiliserons des souris a fond génétique mixte,
males et femelles, agées de 11 semaines.

Les avantages du modele murin post-bléomycine sont au nombre de deux. Premierement,
les caractéristiques histologiques humaines majeures de la maladie/toxicité, telles que le
bourgeonnement intraalvéolaire, ’incorporation murale de collagene et [’oblitération de
I’espace alvéolaire, sont présentes dans le modele, et ce de manicre similaire a celle des patients
atteints de FP idiopathique (Adamson and Bowden 1974; Usuki and Fukuda 1995).
Deuxiemement, le modéle est facile a mettre en place et reproductible.

Le principal inconvénient du modele est qu’il ne permet pas de saisir la nature progressive
et irréversible de la maladie (Chua et al. 2005; Moeller et al. 2008). En effet, il tente de
reproduire la séquence des éveénements menant a la pathologie sur une durée plus courte,
habituellement en réponse a une blessure pulmonaire spécifique. Ce modele se base sur deux
hypotheses : la premiére est que le dommage pulmonaire induit évoluera en une fibrose
alvéolaire et interstitielle progressive ; la seconde, que les caractéristiques pathologiques
révélées au moment de 1’analyse reflétent une phase particuliere de la maladie présente chez
I’Homme.

L’¢évolution pathologique induite lors de ce modele est un processus multiétapes (Figure
15). Durant la premiére semaine, on observe le développement d’une alvéolite neutrophilique
et lymphocytaire (Janick-Buckner et al. 1989). Par la suite, les cellules inflammatoires
alvéolaires disparaissent, les fibroblastes proliférent et la MEC est synthétisée en abondance
(Schrier et al. 1983; Moeller et al. 2008). Au jour 9 post-instillation semble se produire la
transition entre I’inflammation et la fibrose (Moeller et al. 2008). L'évolution fibrotique peut
étre observée en biochimie et en histologie dés le 14°™ jour avec des réponses maximales
genéralement aux alentours des jours 21 a 28 (Phan et al. 1983; Schrier et al. 1983; Janick-
Buckner et al. 1989; Izbicki et al. 2002). Au-dela du 28“™ jour, la réponse a la bléomycine est
plus variable. Les comptes-rendus suggerent que le médicament délivré par voie intratracheale
peut induire une fibrose qui progresse ou persiste entre 60 et 90 jours (Starcher et al. 1978;
Goldstein et al. 1979; Thrall et al. 1979), bien que d’autres rapports démontrent une réponse
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autolimitante avec une résolution spontanée (Moeller et al. 2008).

Figure 15. Séquence des évenements survenant au cours du modéle murin de FP induite par la
bléomycine. Les phases potentielles d’intervention médicamenteuse (préventive ou thérapeutique) sont
indiquées respectivement en jaune et en vert (Moeller et al. 2008).

En résumé, le modele animal choisi ne rassemble pas toutes les caractéristiques capitales
de la FP humaine ; il se présente seulement comme un instrument de recherche pour la
découverte de cellules, médiateurs et voies de signalisation qui peuvent contribuer au
développement d’un tissu sain en tissu inflammatoire puis fibrotique. De ce fait, 1’approche in
vivo semble réductionniste, mais elle reste la seule capable de résumer la complexité génétique
et biochimique ainsi que les interactions environnementales qui, combinées, conduisent a la
pathologie. En revanche, les systémes in vitro sont généralement limités a explorer des cellules
spécifiques ou des réponses moléculaires isolées.

4.1. L’HA dans le modele

Apres administration de bléomycine par instillation intratrachéale, des formes d’HA de
faibles poids moléculaires (<500kDa) sont générées (Jiang et al. 2007). Ces fragments d’HA
peuvent étre le fruit d’une dégradation enzymatique induite par Hyal2 ou d’une dégradation
non enzymatique induite par les ROS (Moeller et al. 2008). Une fois générés, les fragments
d’HA peuvent fonctionner tels des signaux de danger endogenes. Ces signaux lient le
récepteur de I’internalisation de I’'HA, CD44, présent a la surface de certaines cellules telles
que les macrophages alvéolaires. L’interaction fragments d’HA-CD44 entraine une libération
de cytokines pro-inflammatoires (IL1-f, ect.) et une surexpression du récepteur (Yamasaki et
al. 2009). Cette surexpression, associée a I’interaction HA-RHAMM, permet un recrutement
leucocytaire qui contribue a I’infiltrat inflammatoire tissulaire (Hascall et al. 2004). Parmi, les
cellules inflammatoires , les macrophages alvéolaires contribueront a la phase inflammatoire
et fibrotique de la FP par la libération de médiateurs (Horton et al. 1999). Ils participeront
également au renouvellement de ’HA environnemental au cours de la pathologie. De plus,
d’aucun pense que les produits de dégradation de ’HA pourraient aussi réguler les fonctions
macrophagiques.



OBJECTIFS DU MEMOIRE

OBJECTIFS DU MEMOIRE

Ce mémoire est basé sur la disponibilité, au laboratoire de Physiologie et Pharmacologie,
d’un modéle murin dépourvu de ’expression d’Hyal2 par knockout (KO) du géne codant
pour la protéine en question (souris « KO Hyal2 »). Cette enzyme est impliquée dans le
métabolisme de ’HA, un polysaccharide de la matrice extracellulaire.

A ce jour, nous savons que I’HA a une implication dans divers processus
physiopathologiques, notamment la réponse inflammatoire et fibrotique induite par une
blessure pulmonaire aigiie (Savani et al. 2000). En effet, des concentrations ¢élevées d’HA sont
associés a une accumulation de macrophages (notamment grice 8 RHAMM) dans le poumon
apres des 1ésions (Nettelbladt et al. 1989; Zaman et al. 2005). Les enzymes de synthése et de
dégradation de ’HA semblent étre des contibuteurs critiques a la réparation et au remodelage
tissulaire (Jiang et al. 2007). Parmi ces enzymes, les fonctions d’Hyal2 (dépendantes de
CD44) restent, a ce jour, trés mal connues (Harada and Takahashi 2007). Nous nous sommes
donc chargés d’investiguer la fonction de cette protéine présente dans le tissu pulmonaire et a
la surface d’une cellule inflammatoire, le macrophage. Pour ce faire, nous utiliserons un
modele d’instillation intratrachéale unique de bléomycine qui induit des lésions pulmonaires
inflammatoires et fibrosantes fortement dépendantes des macrophages (Moeller et al. 2008),
ainsi qu’une accumulation d’HA pulmonaire (Savani et al. 2000). Notre étude comparera la
réponss pulmonaire et macrophagique de souris « outbred » (fond génétique mixte) Hyal2™ et
Hyal2 ™.

De manicre plus précise, le sujet d’étude de ce mémoire est fondé sur deux objectifs. Le
premier, objectif direct, est d’¢tudier les conséquences d’une déficience en Hyal2 dans les
macrophages et le poumon lors de lésions inflammatoires et fibrosantes induites par la
bléomycine. Le second, objectif indirect, est de mieux comprendre le role d’Hyal2 dans le
métabolisme de I’HA in vivo et dans le processus inflammatoire en général.

Afin de remplir nos deux objectifs, une procédure opératoire est mise en place et
consiste, a divers moments précis apres I’instillation de bléomycine, en I’analyse du tissu
pulmonaire (homogénéisé ou découpé en sections) et des cellules macrophagiques (prélevées
dans le lavage broncho-alvéolaire et péritonéal). Nous avons choisi essentiellement les
jours 7 et 14 post-instillation car ils représentent les moments ou le role des macrophages est
le plus marqué. Le jour 21 sera examiné également, car la fibrose devrait étre plus marquée a
ce moment-la. Toutefois, le nombre d’animaux disponibles et le temps imparti a ce travail ne
permettront pas une analyse aussi exhaustive au jour 21 qu’aux moments précédents. Enfin,
dans certaines expériences, les macrophages péritonéaux seront utilisés afin de pallier le
faible rendement de la récolte des macrophages alvéolaires, facteur limitant pour divers types
d’études.

L’analyse tissulaire consiste en I’observation de la phase inflammatoire puis fibrotique de
la FP. La phase inflammatoire est visualisée grace a une coloration HES du tissu. La phase
fibrotique est évaluée et quantifiée par la coloration au rouge de picrosirius des collagénes
I/III. L’analyse histomorphologique est poursuivie par la localisation de I’HA grace a un
marquage pseudo-immunohistochimique. Ensuite, ’'HA est dosé et ses synthases (HASI, 2,
3) et hyaluronidases (HYALI, 2), quantifié¢es par PCR quantitative. Enfin, 1’activité
hyaluronidasique d’Hyall est détectée dans le tissu a I’aide d’une zymographie.
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L’analyse des cellules macrophagiques consiste en leur numération et une observation
morphologique par coloration au Diff-Quick™. Ensuite, I’IL-1p et ’'HA sont dosés dans le
fluide du lavage bronchoalvéolaire ; ’'HA est aussi dosé dans le fluide du lavage péritonéal.
Sur les macrophages alvéolaires et péritonéaux, les récepteurs membranaires d’HA (CD44 et
RHAMM) sont localisés et CD44 est quantifié soit par FACS soit par imagerie. Enfin, afin de
mesurer la capacité d’endocytose en phase fluide des macrophages (processus dépendant
vraisemblablement d’Hyal2), I’endocytose de I"HRP est quantifiée.

Précisons, pour terminer, que le nombre d’animaux et d’expériences utilisés ne permet
pas a ce travail d’étre exhaustif mais bien d’identifier les pistes de recherches ultérieures les
plus prometteuses.
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1. Animaux expérimentaux

L’¢levage et I’expérimentation animale ont été réalisés en accord avec les standards des
comités d’éthique nationaux et locaux. Lors de cette étude, des souris non consanguines de
11 semaines ont été réparties dans deux groupes expérimentaux : les souris HZ (Hyal2 @) et
KO (Hyal2 “) pour le géne Hyal2.

2.  Administration de la bléomycine et anesthésie

Les groupes d’animaux traités sont anesthésiés par inhalation d’isoflurane (IsoFlo,
Abbott Labs, Illinois) et subissent une instillation intratracheale unique de sulfate de
bléomycine (Sanofi-Aventis, France) dissoute dans 0.9 % de sérum physiologique et
administrée a raison de 1.00 ou 1.75 mg/kg (Di Paola et al. 2011). Au vu de I’équivalence de
tous les résultats obtenus avec les deux doses, ces résultats seront analysés en commun. Au
7¢ jour (phase inflammatoire) et au 14° jour post-traitement [temps d’évaluation optimal de la
fibrose pulmonaire (Izbicki et al. 2002)], les animaux sont euthanasiés par inhalation
d’isoflurane et dislocation cervicale. Un petit groupe se souris sera aussi examiné au 21° jour
post-traitement.

Le groupe d’animaux contrdles est constitu¢ de souris ayant subi une instillation de
0.9 % de solution physiologique. La double euthanasie de ces souris contrdles est réalisée au
14° jour post-instillation.

3.  Isolement des macrophages péritonéaux

Selon la méthode décrite par Zhang et coll. (Zhang et al. 2008), les cellules sont récoltées
par injection intrapéritonéale de 10 mL de milieu de « Roswell Park Memorial Institute 1640 »
(RPMI ; Lonza, Belgium). Le fluide récupéré a I’aide d’une seringue est centrifugé (260 g
pendant 8 min a 4 °C). Apres resuspension du culot cellulaire dans du RPMI contenant 10 %
de sérum foetal bovin (FBS ; Lonza, Belgium) inactivé par la chaleur, un comptage cellulaire
est réalisé. Ensuite, les cellules sont examinées immédiatement ou mises en culture afin de
purifier les macrophages. Le surnageant est récupéré et congelé a -80 °C en prévision d’un
dosage ultérieur d’HA.

4. Isolement des macrophages alvéolaires

Chez I’animal sain au repos, les macrophages alvéolaires représentent plus de 90 % des
cellules présentent dans le fluide du lavage bronchoalvéolaire (Reynolds 1987). Afin d’isoler
ces macrophages, les poumons sont lavés avec du tampon phosphate salin stérile (PBS ; 3x1
mL). Le fluide du lavage bronchoalvéolaire obtenu est traité exactement comme celui du
lavage péritonéal. De plus, un frottis cellulaire est réalisé a 1’aide d’un Cytospin (Shandon,
Runcor, Royaume-Uni) et coloré¢ au Diff-Quick (Medion Diagnostics GmbH, Diidingen,
Switzerland) en vue d’une analyse morphologique. Le surnageant est récupéré et congelé a -
80 °C pour de futures analyses d’HA et d’IL1-p.

5. Isolement du tissu pulmonaire

Les poumons sont enlevés, pesés et coupés. Un morceau est fixé par immersion dans une
solution tampon phosphate contenant du formaldéhyde 10%, en prévision
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d’analyseshistopathologiques ultérieures. D’autres fragments sont congelés rapidement dans de
I’azote liquide et stockés a -80 °C dans le but d’une conservation préanalytique.

6. Etudes histomorphologique et immunohistochimique du

poumon

Les échantillons de tissu pulmonaire sont disséqués, fixés pendant 24 h dans du
paraformaldéhyde 10 %, et enrobés de paraffine. Ensuite, ils sont coupés en sections de 6 um
et déposés sur lames.

6.1. Coloration a ’'hémalun érythrosine safran (HES)

Apres déparaffinage et blanchiment, les coupes sont colorées a I’hémalun pendant 7 min,
rincées a I’eau courante, plongées dans I’éthanol-HCI durant 1 min, colorées a I’érythrosine
pendant 6 min, lavées a I’eau de ville, déshydratées a 1’éthanol 70 % puis a I’isopropanol
absolu. Enfin, les coupes sont colorées au safran durant 8 min puis plongées dans I’isopropanol
absolu et le toluéne avant montage sur lame. Les lamelles couvre-objet sont fixées a 1’aide
d’une solution de phtalate de dibutyle dans du xylene (DPX), et les échantillons sont observés
sous un microscope optique.

6.2. Coloration au picrosirius rouge

L’accumulation de différents types de collagénes, tels que le type I, III et VI, a été décrite
dans les Iésions fibrotiques pulmonaires (Razzaque and Taguchi 2003). Nous avons donc
procédé a la coloration des deux premiers collagénes précités grace a I’adaptation d’une
méthode décrite dans la littérature (Junqueira, Bignolas et al. 1979).

Les coupes sont hydratées par passage a travers des séries de bains d’éthanol a
concentration décroissante pour terminer dans de I’eau distillée. Elles sont ensuite lavées dans
de I’eau courante, rincées a I’eau distillée, immergées a température ambiante dans 0,2 %
d’acide phosphomolybdique en solution aqueuse pendant 2 min, rincées a 1’eau distillée,
colorées durant 90 min dans une solution saturée d’acide picrique (0,1 % de Rouge Sirius
F3BA [Pfaltz and Bauer, Stamford, CT] dans de I’acide picrique aqueux saturé, pH 2), lavées
pendant 2 min dans 0.01 N d’acide hydrochlorique, rincées pendant 45 sec dans 70 %
d’éthanol, déshydratées, nettoyées et enfin montées sur lame. Les lamelles couvre-objet sont
fixées a I’aide d’une solution de phtalate de dibutyle dans du xylene (DPX) et les échantillons
sont observés sous un microscope optique.

Afin de quantifier les réseaux de collagenes dans le parenchyme pulmonaire, le niveau de
coloration au rouge de picrosirius a été évalué avec le logiciel libre Imagel sur les images
enregistrées et exprimées en tant que pourcentage de 1’aire totale des images analysées.

6.3. Immunohistochimie

Apres déparaffinage et blanchiment, les sections du poumon sont traitées durant 15 min a
I’'H,O0, 3 % (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) qui masquera toute activité peroxydasique
endogéne. Apres ringage a 1’eau distillée et au PBS (0.008 M Na,HPOy4, 0.0015 M KH,POy,
0.136 M NaCl, 0.00265 M KCl), les échantillons sont bloqués et perméabilisés durant 2 min
avec du Triton X-100 0.05 % (Merk, Allemagne) dilu¢ dans du PBS/BSA 1% (PAA
Laboratories). Les coupes sont ensuite incubées durant une nuit avec une protéine biotinylée
liant ’'HA (1:50 ; HABP ; gracieusement donnée par le Professeur M. Tammi, Université de
Kuopio, Finlande). Aprés rincages au PBS, les coupes sont exposées durant 30 min a un
complexe avidine-biotine (1:100 ; ABC ; Vector Laboratories, Burlingame, USA) qui lie la
biotine de 'HABP. Apres lavages, les coupes sont exposées a des molécules de tyramine
biotinylées (1:50 ; TSA, Perkin Elmer, Boston, USA). Aprés ringage, les coupes sont exposées
durant 30 min au complexe ABC (1:100). L’activité peroxydasique est détectée par la
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précipitation du composé 3,3’-diaminobenzidine (DAB-0.02% ; Sigma-Aldrich, St Louis,
MO) dilué dans du PBS contenant 0.02 % d’H,O; (Figure 16). Finalement, la réaction est
arrétée par ringages a I’eau de ville et les sections sont contrecolorées a I’hemalun afin de
permettre I’identification des structures histologiques. Les lamelles couvre-objet sont fixées a
I’aide d’une solution de phtalate de dibutyle dans du xyléne (DPX) et les lames sont observées
sous un microscope optique.

Les coupes contrdles (les « négatifs ») sont réalisées de la méme maniere a I’exclusion de
la phase d’incubation au HABP.

Figure 16. Schématisation de 'amplification du signal par la méthode TSA (Colombaro 2010). (A)
L’HABP biotinylée lie 'HA présent dans I’échantillon. (B) Le complexe streptavidine-peroxydase se fixe
sur la biotine de I'HABP. (C) La streptavidine-peroxydase catalyse le dépot des molécules de tyramine
biotinylées a proximité de I'HA. (D) Le complexe streptavidine-peroxydase ajouté en dernier lieu lie les
molécules de biotine libres et catalyse l'oxydation du colorant, ce qui conduit a la formation d'un
précipité.

7. Dosage de I'IL1-B dans le tissu pulmonaire et le lavage

bronchoalvéolaire

Les concentrations d’IL-10 sont dosées dans le poumon et dans le surnageant du fluide
du lavage bronchoalvéolaire grace au kit Ready-Set-Go (eBioscience, San Diego, CA) qui
utilise la technique immunoenzymatique ELISA. Briévement, des plaques 96 puits sont
revétues d’un anticorps de capture liant fortement 1’IL-1P. Ensuite, la solution est déposée et
un anticorps de détection marqué a la biotine est utilisé afin de lier a son tour I'IL1-B; le
nombre de complexes de détection anticorps-IL1 est mesuré grace a la liaison du complexe
streptavidine-HRP a 1’anticorps de détection. La réaction chémiluminescente induite par la
TMB (tétraméthylbenzidine) est proportionnelle a la quantit¢ d’analyte présent dans
I’échantillon. La réaction est stoppée par I’'H,SO4 2N et ’absorbance est lue a 450 nm (Figure
17). Le contenu de 1’échantillon en IL1-B est calculé a 1’aide d’une analyse par régression
linéaire de la courbe standard.

La concentration protéique est déterminée a 1’aide de la méthode de Bradford
(Biorad, Hercules, CA) utilisant du BSA comme standard (Bradford 1976; Kruger 1994).

8. Dosage de I'HA dans le tissu pulmonaire et le lavage

bronchoalvéolaire

L’HA est extrait des poumons comme décrit précédemment (Nettelbladt et al. 1989).
Briévement, les poumons murins perfusés sont coupés en morceaux et 1’un d’entre eux est
digéré par 5 U de pronase E (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) dans 100 mM d’acide formique,
tampon a pH 7-8, durant la nuit a 55 °C. Cette digestion enzymatique libére I’'HA de ses
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multiples liaisons protéiques. Ensuite, la protéase est inactivée en ébouillantant 1’échantillon
durant 15 min. Les échantillons subissent alors une lyophilisation et sont gardés a -20 °C
avant le dosage de I’HA. Le niveau d’HA est aussi dosé dans le surnageant du fluide du
lavage bronchoalvéolaire sans aucun prétraitement.

Les concentrations d’HA sont dosées par la technique immunoenzymatique de type
pseudo-ELISA en utilisant le kit DuoSet (R&D Systems, Minneapolis, USA). Briévement,
des plaques 96 puits sont revétus d’aggrecan (protéine HABP de capture) liant fortement
I’HA. Ensuite, un aggrecan biotinylé (HABP de détection) est utilisé afin de lier a son tour
I’HA ; le nombre de complexes aggrecan-HA est mesuré grace a la liaison du complexe
streptavidine-HRP a 1’aggrécan biotinylé. Cent uL de TMB sont alors ajoutés et une
incubation est réalisée jusqu’au développement d’une couleur bleue brillante. La réaction
chémiluminescente induite par la TMB est proportionnelle a la quantité¢ d’analyte présent
dans 1’échantillon. La réaction est stoppée par I’'H,SO4 2N et I’absorbance est lue a 450 nm
(Figure 17). Les résultats sont comparés a une courbe standard de concentration connue
d’HA. Le contenu de ’échantillon en HA est calculé a 1’aide d’une analyse par régression
linéaire de la courbe standard.

Figure 17. Schématisation de la technique pseudo-immunoenzymatique permettant le dosage de 'HA.
(A) Liaison de I'échantillon a un HABP de capture (I'aggrécan) recouvrant la plaque. (B) Liaison d’'un
HABP biotinylé (HABP de détection) au complexe ainsi formé. (C) Le complexe streptavidine-HRP lie
I'HABP de détection. (D) La TMB induit une réaction chémiluminescente proportionnelle a la quantité
d’analyte present dans I’échantillon (Systems 2011).

9. PCR quantitative en temps réel

Cette technique consiste & suivre en temps réel 1’amplification d’une séquence d’ADN. A
chaque cycle d’amplification, la quantité d’amplicon est mesurée grace a I’ajout d’un agent
intercalant qui vient s’insérer entre les brins d’ADN et émet un signal fluorescent
proportionnel a la quantité d’ADN présent dans 1’échantillon (Figure 18).

Extraction de ’ARN total

Moins de 30 mg de tissu pulmonaire est homogénéiseédans un appareil de type
rotor/stator. L’ARN total est extrait du tissu suivant le protocole du miniKit RNeasy
(Qiagen, Stanford, CA, USA). La concentration de I’échantillon en ARN total est déterminée
par mesure de sa densité optique au spectrophotometre a 260 nm, sachant qu’a cette longueur
d’onde, une unité de densité optique correspond a 40 pg d’ARN/ml.
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Transcription inverse (RT)

La synthese de ’ADN complémentaire a partir des ARN monocaténaires est réalisée par
transcription inverse utilisant des amorces nucléotidiques (hexameéres aléatoires) et une
transcriptase inverse MMLV (moloney murine leukemia virus reverse transcriptase ;
Invitrogen, Cergy Pontoise, France). Pour chaque échantillon, un test sansrétrotranscriptase
est réalis€ comme controle négatif afin de vérifier I’éventuelle contamination par I’ADN
génomique.

Amplification par PCR

Afin de quantifier les HAS et les HYAL, une PCR est réalisée dans un volume de 20 pl
contenant 50 ng d’ARN rétrotranscrit dans 15 pl de solution Master mix Power SYBR Green
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) avec les primers spécifiques de I’'HAS1 (5°-
GCCCTCCTCCTTCTTTCGT-3"), HAS2 (5’-CATGGGTAACCAATGCAGTTTT-
3’),HAS3(5’-CTATGAATCAGTGGTCACAGGTTT-3"),Hyall(5’-
CAGCATGCTCAGAAAGTTTGG-3), Hyal2(5’-CGAGGACTCACGGGACTGA-3’) et
p26 (5’-GGTGTTGGAGAGCACTATGGT-3"). L’ARN est amplifi¢ par le dispositif
Applied Biosystems 7300. Les profils d’amplification sont obtenus apres incubation de
I’échantillon durant 2 min a 50°C, 10min a 95°C, 40 cycles de 15 sec a 95°C
(dénaturation) et 1 min a 60 °C (hybridation/extension). La quantification relative de
I’expression génique des HA synthases et hyaluronidases est réalisée a 1’aide d’une méthode
comparative des Ct' (Livak and Schmittgen 2001).

La méthode comparative des Ct consiste & comparer les valeurs de Ct de chaque
échantillon cible avec un calibrateur, correspondant a un échantillon de tissu considéré
comme référence. Les valeurs de Ct sont normalisées sur base des données obtenues pour le
contrdle endogene (« housekeeping gene », ici p26). La valeur de ACt de chaque échantillon
est ensuite normalisée en soustrayant celle de la référence (calibrateur), obtenant ainsi une
valeur AACt. Cette derniére sera transformée en valeur absolue grice au calcul 274",

Figure 18. Schématisation de la méthode de marquage du produit de RT-PCR par Sybr Green. (A)
Hybridation de la sonde a 'ADNc. (B) Insertion du marqueur fluorescent entre la sonde et ’ADNc ou
I'amplicon. (C) Augmentation proportionnelle de la fluorescence en fonction de 'amplification de ’ADNc.
(D) Fin du cycle PCR (van der Velden et al. 2003).

10. Détection de Iactivité hyaluronidasique pulmonaire par
zymographie

La zymographie permet de détecter une activité enzymatique au sein d’un gel

d’¢électrophorese de polyacrylamide (SDS-PAGE) imprégné en HA, apreés séparation des

protéines sur ce gel en fonction de leur PM. Des échantillons tissulaires sont homogénéisés

dans du sucrose (0.25 mM) en présence d’inhibiteurs de protéases (Roche). Pour chacun, la

concentration en protéines est déterminée par la méthode de Bradford (Bradford 1976) au

! Seuil 3 partir duquel I'amplification du signal fluorescent émis est concidérée comme statistiquement
significatif.
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moyen d’un kit BIO-RAD (Biorad protein assay ; Biorad, Hercules, CA). Ce kit permet de
doser, par colorimétrie a 595 nm, les protéines d’extraits tissulaires.

Séparation des protéines par SDS-PAGE

Le principe de cette méthode est la migration de cellules sur un gel de 10 % SDS-PAGE
contenant du HA. La migration se fait en deux temps : sur un gel de séparation et sur un gel
d’empilement.Le gel de séparation [acrylamide-bisacrylamide 10% (Biorad)] contient de
I’HA de la créte de coq (Sigma, St Louis, MO, USA) a raison de 1.7 mg/mL ainsi que Tris-
HCI 250 mM, pH 8.8, SDS 0.1 %, persulfate d’ammonium (APS) a 0.1 %, et Temed
0.001 %). 11 est coulé dans un appareil Mini-Protean vertical (Biorad). Le gel d’empilement
(acrylamide-bisacrylamide 4 %, Tris-HCl 125 mM, pH 6.8, SDS 0.1 %, APS 0.1 %, et
Temed 0.001 %) est préparé et coulé par-dessus le gel de séparation.Apres polymérisation,
75 ug de ’homogénat tissulaire associé a un tampon de chargement (TDC) (= SDS 8 %,
Tris-HCI 500 mM pH 6.8, glycérol 40 %, bleu de bromophénol 0.02 %) est déposé sur gel.
Le gel est aussi chargé de 10 pl d’un marqueur de poids moléculaire « Prosieve » (Prosieve
Color Protein Marker ; Lonza). La migration des échantillons s’opére en présence d’un
tampon (Tris-HCI1 25 mM, glycine 192 mM, SDS 0.1 %) dans une enceinte refroidie par de
la glace durant deux heures a voltage constant (80V).

Révélation de activité hyaluronidasique

Les gels sont incubés pendant 2 h dans 3 % de Triton-X100 afin d’éliminer le SDS
résiduel. Ils sont lavés durant une nuit a 39 °C dans 0.1 M de formate 0.1 M, pH 3.7,
contenant 0.1 M de NaCl. Les gels sont ensuite rincés abondamment a 1’eau désionisée
jusqu’a obtention d’un pH approchant la neutralité, puis traités pendant 2 h a 39 °C avec
0.1 mg/ml de Pronase dans 20 mM de Tris-HCI, pH 8.0, et colorés pendant au moins 24 h
avec 0.015% de Stains-All (3,3’-diethyl-9-methyl-4,5,4°,5’-dibenzothicarbocyanine ;
Sigma) dans 50 % de formamide. Le Stains-All est un colorant photosensible liant ’'HA en
développant une coloration bleue. Apres décoloration a 1’eau, la capture d’images est réalisée
a I’aide d’un appareil digital sur un transilluminateur.

11. Localisation des antigénes (CD44, RHAMM) par

immunofluorescence et microscopie confocale

Les macrophages péritonéaux et alvéolaires sont purifiés par adhérence sur des lamelles
couvre-objets (1x10° cellules/condition) et ce, dans chaque puits d’une boite de culture & 6
puits (Greiner, France). Les cultures sont incubées pendant 2 h a 37 °C dans une chambre
humide contenant 5 % de CO,. Les cellules non adhérentes sont extraites par aspiration du
surnageant et par lavage des monocouches avec du milieu RPMI 1640 contenant 10 % de
FBS inactivé par la chaleur. Les cellules restantes sont mises en culture avec du RPMI 1640
contenant de la streptomycine (100 mg/mL) et de la pénicilline (100 U/mL) (Gibco BRL
#15070-22).Aprés 48 h, les cellules sont rincées au PBS et fixées avec 4 % de
paraformaldéhyde (Merk, Allemagne) pendant 10 min. Apres ringages, la perméabilisation
cellulaire est réalisée par la mise en présence de 0.5 % de Triton X-100 durant 5 min (Merk,
Allemagne). Apres lavages, les sites de liaisons nonspécifique sont bloqués par incubation
des cellules pendant 30 min dans du PBS contenant 3 % d’albumine de BSA.Par la suite, les
cellules sont incubées durant une nuit dans une chambre humide a 4 °C avec des anticorps
primaires: Ac polyclonal de rat anti-CD44 (1:300 ; Pharmingen) ou Ac de chevre anti-
RHAMM (1:100 ; SantaCruz) dans du PBS/1% BSA. Aprés lavages, les cellules sont
incubées pendant 45 min dans 1’obscurité avec des Ac secondaires (Ig G de lapin anti-rat
couplé au fluorochrome Alexa Fluor 488 [1:2000 ; Invitrogen] ou IgG de singe anti-chévre
couplé au fluorochrome Alexa Fluor 488 [1:1000 ; Invitrogen]) dans du PBS/1% BSA. Les
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cellules sont lavées a nouveau dans du PBS et incubées avec du TOPRO-3 (1:80 ; Molecular
Probes) dilué¢ dans du PBS/RNAse a 2 mg/mL. Enfin, les cellules sont montées sur une lame
porte-objet (Superfrost, Vel, Allemagne) grace au Mowiol (Sigma Aldrich, Angleterre).

Les expériences contrles sont réalisées de la méme maniére excepté le fait que les Ac
primaires sont exclus. L’observation des cellules par microcopie confocale est réalisée en
utilisant un microscope de marque Leica.

12. Détection des antigenes cellulaires de surface (CD44, F4/80)

par cytométrie en flux
La cytométrie en flux (ou FACS, fluorescent activated cell sorting) est une technique
de caractérisation individuelle, quantitative et qualitative de particules (cellules, ect.) en
suspension dans un liquide. Chaque particule, aprés maquage spécifique avec un
fluorochrome, est entrainée dans un flux laminaire vers un déteceur optique. Les propriétés
optiques obtenus permettent de trier des des populations hétérogéne de cellules selon leur
taille, leur granulosité et I’émission de fluorescence.

Les macrophages péritonéaux (2x10° cellules/condition) sont centrifugés (143 g,
5 min, température ambiante). Le culot cellulaire est incubé pendant 30 min dans du PBS* (=
5 mL de PBS 1 % contenant du FBS inactivé par la chaleur et 0,1 % de NaN3) dans 1 % de
BSA et centrifugé. Le surnageant est écarté et le marquage est réalisé sur le culot cellulaire
en utilisant des Ac primaires dirigés contre CD44 (1:200 ; Pharmingen) ou F4/80 (1:100 ;
Serotec), tout deux dilués dans du PBS*/1% BSA. Apres incubation pendant 1 h a 4 °C, les
cellules sont centrifugées (dans les mémes conditions). Le surnageant est enlevé et le culot
cellulaire est lavé avant d’étre incubé pendant 1h dans 1’obscurité avec un Ac secondaire
[IgG de lapin anti-rat couplé au fluorochrome Alexa Fluor 488 (1:1000 ; Invitrogen] dans du
PBS*/1 % BSA. Les cellules sont centrifugées et le surnageant est enlevé par aspiration.
Apres lavages, les cellules sont resuspendues dans du PBS*/1% BSA et analysées.

La quantification de CD44 et F4/80 présent sur les macrophages péritonéaux est
réalisée a I’aide de la cytométrie en flux (FACS ; Calibur [Becton Dickinson, Heidelberg,
Germany]). L’acquisition et 1’analyse des données sont obtenues a 1’aide du programme
CellQuest (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany).

13. Endocytose de [I'HRP (peroxydase du raifort) et sa
quantification
Afin d’évaluer les effets de la bléomycine sur la fonction endocytique des
macrophages, les macrophages péritonéaux sont purifiés par adhérence au plastique d’une
boite de culture et incubés 2 h a 37 °C dans une chambre humide contenant 5 % CO,. Les
cellules non adhérentes sont enlevées par aspiration du surnageant et par lavage des
monocouches avec du milieu RPMI 1640 contenant 10 % de FBS inactivé par la chaleur. La
capacité des macrophages péritonéaux a internaliser I’HRP est déterminée par leur
incubation a 37 °C pendant 2 h avec de I’HRP (1 mg/ml) dissous dans du milieu de Eagle
modifié par Dulbecco contenant 10 % de BSA et ce, en accord avec la méthode de Noble et
coll. (Noble et al. 1994). L’internalisation est stoppée en transférant les cellules a 4 °C et en
les rincant immédiatement avec du DMEM frais contenant 0.5 % de BSA. Apres des lavages
permettant de minimiser la liaison non cellulaire de ’'HRP, les cellules sont lysées dans du
tampon (50 mM de Tris-HCL, pH 7.8, 150 mM de NaCl, 10 mM d’EDTA, 1 % de Triton X-
100, 0.1 % de deoxycholate de sodium et 1 mM de fluorure phénylméthylsulphonyle
[PMSF)).

43




MATERIEL ET METHODES V7

L’endocytose de I’HRP est évaluée par une méthode utilisant la TMB. Une courbe
standard est préparée dans une gamme de concentration de 0-0.5 ng/mL d’HRP dissous dans
0.05 % de Triton X-100. Briévement, 10 uL de chaque concentration standard d’HRP ou
d’un méme volume d’échantillon dilué sont déposés sur chaque puits d’une plaque 96 puits.
Cent uL de TMB sont alors ajoutés et une incubation est réalisée jusqu’au développement
d’une couleur bleue brillante. La réaction est arrétée avec 100 pL d’acide sulfurique 2 N et
I’absorbance est lue a 450 nm. Le contenu de I’échantillon en HRP est calculé a 1’aide d’une
analyse par régression linéaire de la courbe standard et exprimé en pg de peroxydase/mg de
protéines.

La concentration protéique est déterminée a 1’aide de la méthode de Bradford
(Biorad, Hercules, CA) utilisant du BSA comme standard (Bradford 1976; Kruger 1994).

14. Analyses statistiques

Les comparaisons statistiques entre les différents groupes d’études ont été réalisées a
I’aide de tests de variance. Les facteurs de classifications « temps » et « génotype » ont été
analysés par ’ANOVA 2. Dans le cas d’une non-interaction entre ces facteurs, ’ANOVA 1
fut employée, suivi d’un test de Dunnett afin d’identifier les différences significatives par
comparaison aux valeurs contrdles. Un test t sera aussi réalisé afin de complémenter les
résultats. P<0 .05 est considéré comme significatif. Les comparaisons statistiques et les
représentations graphiques sont réalisées a 1’aide du programme informatique GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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1.  Introduction et observations générales

Afin d’étudier les implications potentielles d’Hyal2 dans la genése d’une FP, nous avons
réalisé une étude de suivi de 60 souris Hyal2 " et Hyal2 ) réparties aléatoirement en
groupe contréle (CTL) et groupe traité. Les individus CTL ont subi une instillation
intratrachéale de liquide physiologique alors que les individus traités se sont vus attribuer de
la bléomycine, inducteur de FP. Le groupe CTL a été euthanasié au 14° jour post-instillation
alors que les groupes traités ont fait 1’objet de 1’étude au 7°, 14° et, pour quelques-uns
seulement, au 21° jour post-administration. Les résultats présentés résultent de 3 séries
d’instillation d’une vingtaine de souris chaque fois, a des moments différents de 1’année.

Les différents groupes d’étude sont composés d’un nombre variable d’animaux
(males/femelles). Leurs poids corporel et pulmonaire sont indiqués dans le Tableau 6. Entre
la phase d’instillation et la phase d’euthanasie, les souris ont montré une prise de poids
constante (données non montrées) et n’ont présenté aucune preuve significative de stress
telle qu’un toilettage excessif ou de la stéréotypie. Aucune n’est décédée en cours d’étude.

Apres analyses statistiques, nous remarquons que le poids du poumon humide des
individus traités a la bléomycine est plus élevé (p<0.01) au 7° jour (0.42 g, aussi bien pour
les HZ que KO) qu’au poids des animaux CTL (0.32 et 0.37 g, respectivement). Le poids du
poumon semble diminuer de nouveau au J14 chez les souris HZ mais pas les KO. Nous en
concluons que la phase inflammatoire (cf. plus loin), aprés une semaine, s’accompagne d’un
cedéme du tissu pulmonaire, qui pourrait régresser plus vite chez les individus HZ que chez
les KO.

Tableau 6. Sexe, poids corporel et poids du poumon humide des animaux Hyal2 (+/7) et Hyal2 (/2
contrdles ou traités (7¢, 14¢ et 21¢ jour post-bléomycine). Signification statistique: p<0.01 pour le facteur
temps entre groupe CTL et groupe ]7 (ANOVA2).

2.  Analyse du tissu pulmonaire

2.1. Histologie du poumon murin au cours de la genése d'une fibrose
induite par bléomycine

Les phases inflammatoire et fibrotique, survenant lors de la genése de la fibrose
pulmonaire, ont ¢ét¢ examinées par histologie chez des souris Hyal2 ) et Hyal2 7 CTL et
traitées a la bléomycine au 7°, 14° (Figure 19) et 21° jour (Figure 20) post-instillation. Des
sections du poumon périphérique (zone anatomique au confluent des zones de conductions
d’air et d’échanges gazeux) ont été enrobées de paraffine et colorées a I’hémalun-
érythrosine-safran.
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Les groupes CTL présentent une histologie pulmonaire classique, se caractérisant par
des murs alvéolaires (interstitium) peu épais, et qui semble similaire chez 1’animal Hyal2 )
et Hyal2 ©?. Les groupes euthanasiés au 7° jour post-traitement présentent une
distribution bronchiolocentrique et angiocentrique (dans le septa interlobulaire et au niveau
de la plévre) d’infiltrats inflammatoires. Avec la technique utilisée, les cellules
inflammatoires ne peuvent pas toutes étre repérées avec précision ; selon la littérature il
s’agit principalement de macrophages alvéolaires, fibroblastes et lymphocytes. Ils sont
également localisés, dans une plus faible mesure, autour des sacs alvéolaires et au niveau
subpleural. Cette distribution implique une atteinte préférentielle des voies respiratoires
incluant les bronches, les bronchioles et les acini pulmonaires. On peut aussi observer un
épaississement général de 1’interstitium dans certaines zones du parenchyme pulmonaire.

Les groupes euthanasiés au 14° jour post-traitement présentent une distribution
inflammatoire identique au groupe précédent. Aussi, d’apres les critéres de Hiibner et ses
collaborateurs, la fibrose observée est de grade 3 (Hubner et al. 2008). Elle se caractérise par
des interstitium contigus fibrotiques (>3x 1’épaisseur d’un interstitium normal), des alvéoles
raréfiées mais aucune masse fibrotique distincte (Figure 19). Avec cette fibrose, il semble y
avoir des dépots croissants de collagéne dans les septums interalvéolaires.

Les groupes euthanasiés au 21° jour post-traitement présentent, d’apreés les critéres de
Hiibner et ses collaborateurs, une fibrose de grade 5 caractérisée par des masses fibrotiques
(>10% et <50% du champ d’analyse) et une structure pulmonaire sévérement endommagée
mais toujours préservée. Les septums interalvéolaires incluent des zones de fibrose et de
Iésions cicatricielles (abondance de safran). Une atteinte pleurale est observable et est
associée a une hyperplasie mésothéliale et a la présence de mastocytes. Ceci est conforme
aux résultats de Tominori (Tomimori et al. 2003). L’infiltrat inflammatoire semble atténué
par rapport au J7.

Une comparaison entre les groupes Hyal2 9 et Hyal2 ) traités est difficile a
réaliser au vu de la variabilité inter-individuelle et de I’hétérogénéité de 1’atteinte tissulaire.
Cette hétérogénéité est visible sur une coupe histologique d’un poumon d’individu traité.
Elle révele, a fort grossissement, une transition entre une fibrose grossiere et un poumon
normal (Figure 21). Il est a noter que ce type d’histologie hétérogene est présent lors d’une
pneumonie interstitielle (King 2009). Toutefois, ce facteur pris en compte, il semble n’/y
avoir aucune différence histologique significative entre les pourmons des individus ” et
traités, quel que soit le moment ou ils sont observés (J7, J14 ou J21). Enfin, il est a noter que
toutes les sections analysées présentent des zones de destruction de cloisons interalvéolaires
artéfactuelles, qui ne s’accompagnent pas de cicatrice fibreuse.

Dans I’étape suivante, nous avons décidé de quantifier la fibrose.
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Figure 19. Histologie pulmonaire au cours de la genese de la fibrose chez des souris Hyal2 (+/7) et Hyal2 (/) controles et traitées a la bléomycine. Le parenchyme alvéolaire
des groupes controles [Hyal2 (/) (a,b) et Hyal2 (/9 (c,d)] présente une architecture non pathologique. Au 7¢ jour post-bléomycine, les souris Hyal2 (+/9 (e,f) et Hyal2 (/) (g,h)
présentent des dépots de collagéne et un interstitium épaissi, accompagnés d’infiltrats inflammatoires localisés majoritairement autour des bronchioles et des vaisseaux.
Au 14¢ jour post-traitement, on observe, chez les souris Hyal2 (+/9 (i,j) et Hyal2 (/- (k,1), des infiltrats inflammatoires. Coupes en paraffines colorées a I'hémalun-erythrosine-
safran (HES). Agrandissement 200x.
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Figure 20. Histologie pulmonaire au jour 21 post-bléomycine chez des souris Hyal2 (+/) et Hyal2 (/9. Le
parenchyme alvéolaire [Hyal2 (+/) (a,b) et Hyal2 (/) (c,d)] présente une architecture pathologique. Les
septums interalvéolaires incluent des zones de fibrose et de lésions cicatricielles (abondance de safran).
Une atteinte pleurale est observable et est associée a une hyperplasie mésothéliale et a la présence de
mastocytes (fleche). L'infiltrat inflammatoire semble atténué par rapport aux stades précédents. Coupes
en paraffines colorées a I'hémalun-erythrosine-safran (HES). Agrandissement 200x.

Figure 21. Histologie pulmonaire type d'une souris traitée a la bléomycine. Présence d’'une hétérogénéité
inflammatoire et 1ésionnelle ainsi que d’une transition entre la fibrose et le poumon normal.
Agrandissement 40x.
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2.2. Quantification du processus fibrotique pulmonaire

La phase fibrotique de la FP résulte du remplacement des tissus conjonctifs
parenchymateux par un conjonctif riche en collagéne I et V. La déposition en collageéne I a
donc été mise en évidence par analyse histologique chez des souris Hyal2 @ et Hyal2 )
CTL et traitées a la bléomycine. Des sections du poumon périphérique ont été¢ enrobées de
paraffine et colorées au rouge de picrosirius, permettant ainsi la localisation du collagéne I et
II1.

Tous les groupes présentent des dépots de collagéne I/I1I autour des bronchioles et des
vaisseaux sanguins et lymphatiques, aux abords des sacs alvéolaires (en quantité plus faible)
et, enfin, au niveau du conjonctif sous-mésothélial. Ces dépots sont plus importants dans
I’histologie pulmonaire des groupes traités. Cependant, des lésions fibrotiques en foyer
(caractéristique principale de la FP) ne sont pas visibles au 14° jour post-traitement,
contrairement a ce qu’on aurait pu attendre. Ces Iésions devraient étre caractérisées par la
formation de nodules de collagéne dus a I’invasion de fibrine intraalvéolaire générée par les
fibroblastes (Adamson and Bowden 1974).

La proportion de collagene I/IIl a été estimée par histométrie (Figure 22) a 1’aide du
programme Imagel. Tout d’abord, les souris KO non traitées ont montré plus de collagene
que les souris HZ non traitées (p<0.03). Ensuite, le test de variance ANOVA2 impliquant
trois facteurs (temps, génotype, et interaction entre les deux) a montré que I’accumulation de
collagéne dans le tissu est significative chez les souris HZ, entre CTL et J7 (p<0.05) ainsi
que CTL et J14 (p<0.001). Donc, les quantités de collagéne observées apres traitement ne
différent pas entre les génotypes mais 1’animal KO semble « partir » d’une quantité de
collagéne plus importante que 1’animal HZ. Au cours du temps (CTL — J7 — J14), le
collagéne s’accumule manifestement dans les poumons des souris HZ (p=0.057) alors que
cette tendance n’est pas visible chez les souris KO. Il est cependant difficile d’affirmer, sur
base de ces observations, que la souris KO serait protégée contre le développement de la
fibrose. Malheureusement, les coupes obtenues au J21 chez quelques animaux seulement ne
sont pas analysables pour le collagene pour des raisons techniques.
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Figure 22. Mise en évidence du collagéne I/III (coupes en paraffine colorées au rouge de picrosirius) au cours de la genése de la fibrose pulmonaire chez des souris Hyal2 (+/9) et Hyal2 (/)
controles et traitées a la bléomycine. (A) Histopathologie représentative du collagéne I/IIl pulmonaire de souris Hyal2 (+/7) et Hyal2 (/) contrdles ou traitées (au 7¢ et 14¢ jour post-bléomycine).
Une destruction de I'architecture alvéolaire normale et une déposition étendue de collagene (I et III) peuvent étre observées dans tous les groupes.. Agrandissement 100x. (B) Quantification du
collagéne I/IIl dans la région bronchiolocentrique a I'aide du logiciel Image]. Les valeure individuelles représentent le pourcentage de collagéne moyen des images analysées pour chaque
animal (n=20 images en moyenne par animal). Les résultats présentés sont les moyennes + SEM. Signification statistique : *p<0.03 pour la comparaison basale entre les génotypes (t-test) ;
**p<0.05 pour la comparaison entre CTL et ]7, et ***p<0.001 pour la comparaison entre CTL et ]J14, chaque fois chez les souris HZ (ANOVA2) (***p<0.001, *p<0.05).
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2.3. Localisation de I'HA dans le poumon

Des sections du poumon périphérique (zone anatomique au confluent des zones de
conductions d’air et d’échanges gazeux) ont été enrobées de paraffine et ’HA a été mis en
¢vidence par immunohistochimie a I’aide d’une protéine liant HA. Le controle négatif,
n’ayant pas €té mis en présence de cette HABP, ne présente aucun marquage.

Les groupes CTL présentent un HA disséminé de manic¢re bronchiolocentrique,
angiocentrique, dans le conjonctif sous-mésothélial et au niveau des macrophages
alvéolaires. Il n’y a pas de différence observable entre les souris Hyal2 ) et Hyal2 ©” pour
ce parametre.

Les groupes euthanasiés au 7° et 14° jour post-traitement présentent une distribution
omniprésente de I’HA. Celui-ci est en particulier associé a la périphérie des macrophages
mais pas nécessairement autour des autres cellules de I’infiltrat inflammatoire (Figure 23).

Une comparaison entre les groupes Hyal2 @ et Hyal2 ) traités est difficile a
réaliser au vu de la variabilité inter-individuelle et de 1’hétérogénéité de la localisation de
I’HA selon les zones tissulaires analysées. Cette hétérogénéité est observable sur une coupe
histologique d’un poumon d’individu trait¢ qui révele, a fort grossissement, une
hétérogénéité de localisation de I’HA selon la zone pulmonaire analysée (donnée non
montrée). Toutefois, ce facteur pris en compte, il semble n’y avoir aucune différence
histologique visible entre les poumons d’individus HZ et KO traités.

L’¢étape suivante consiste a quantifier ’HA pulmonaire.
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Figure 23. Mise en évidence de I'HA au cours de la genese de la fibrose pulmonaire chez des souris Hyal2
(+/) et Hyal2 (/) contrdles et traitées a la bléomycine. (A) Contdle négatif non traité avec 'HABP. (B) Les
groupes contréles [Hyal2 (+/) (a) et Hyal2 (/7 (b)] présentent un HA localisé principalement autour des
bronchioles, des vaisseaux, au niveau du conjonctif sous-mésothélial et au niveau des macrophages
alvéolaires. Au 7¢ et 14¢ jour post-bléomycine, les souris Hyal2 ¢/) (c,e) et Hyal2 (/) (d,f) ont un HA
omniprésent dans le tissu a l'exception des cellules inflammatoires (autres que les macrophages).
Immunohistochimie sur coupes en paraffine. Agrandissement 100x.

2.4. Quantité d’HA dans le tissu pulmonaire

Aprés avoir localis¢ ’HA, celui-ci est quantifié a I’aide d’un test ELISA sur un
homogénat de tissu pulmonaire (Figure 24). L’analyse statistique utilisant un test de
variance ANOVA 2 impliquant trois facteurs (temps, génotype, et interaction entre les deux)
montre que seul le facteur temps influence significativement I’accumulation d’HA (p<0.02) ;
autrement dit, il n’y pas de différence entre les génotypes. Les taux d’HA augmentent
significativement durant la premiére semaine suivant [’instillation a la bléomycine.
L’impression d’une valeur d’HA plus ¢élevée chez les souris KO par rapport aux souris HZ,
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en conditions CTL et J7 (mais pas J14) n’est pas confirmée statistiquement. La variabilité
est, a nouveau, élevée.
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Figure 24. Quantification de 'HA pulmonaire chez des souris Hyal2 (+/) et Hyal2 (/) controéles et traitées
a la bléomycine. L’HA dans les échantillons de poumon est mesuré a 'aide d'un test ELISA. Les résultats
présentés (sur une ordonnée logarithmique) sont les moyennes + SEM. Signification statistique : *p<0.05
pour le temps (ANOVAZ2).

2.5. Expression des HAS et de HYAL1 et HYAL2 dans le poumon

L’expression de I’ARNm des HAS et de HYAL-1 et -2 dans le poumon a été quantifiée
par RT-PCR quantitative. Le fait de rapporter I’expression des HAS et HYAL a un contrdle
commun (HAS1) permet de comparer 1’expression de ces genes entre eux. On observe ainsi,
globalement, la hiérarchie d’expression suivante : HAS1<HAS2<HAS3<HYALI<HYAL?2
pour un individu Hyal2 ) Notons que I’expression d’HYAL3 n’a pas été investiguée en
raison de la date d’échance du travail et des résultats présentés par Atami et collégues
(Atmuri et al. 2008). Selon ces derniers, les seules différences présentes chez la souris
Hyal3 “ sont un léger changement de la structure alvéolaire et un épaississement de la
matrice extracellulaire chez les souris de 12-14 mois.

L’analyse statistique n’a révélé aucune différence significative concernant 1’expression
des HAS et de HYALL1 au cours du temps ou entre les génotypes (Figure 25-A). On peut
simplement observer des tendances similaires au niveau des profils d’expression des
synthases. Quelle que soit la condition étudiée (liquide physiologique, 7° et 14° jour post-
bléomycine), les synthases semblent avoir une expression légerement plus forte chez les KO
que chez les HZ. Des variations (non significatives) de ’expression relative des genes
d’intéréts sont résumées dans la Figure 25-B. Elles doivent étre interprétées avec précaution.
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Figure 25. Etude de 'expression relative de ’ARNm des HAS et d’HYAL1, 2 dans le tissu pulmonaire de
souris Hyal2 ¢/) et Hyal2 (/) contrdles et traitées (au 7¢ et 14¢ jour post-bléomycine). (A) Le taux
d’ARNm de HAS1, dans un extrait de poumon de souris Hyal2 (+/) instillé au liquide physiologique, a été
reporté a 1. Il est considéré comme référence (CTL) pour la quantification de I'expression des autres
genes. Les résultats, obtenus par RT-PCRq, présentent I'expression relative par rapport au CTL et
exprime une moyenne de triplicats + SEM. HAS1, n=9 ; HAS2, n=6 ; HAS3, n=4 ; HYAL1, n=6 ; HYALZ2, n=6.
(B) Tableau récapitulatif des tendances d’expression relative des génes codant pour les HAS et HYAL1,2.

2.6. Estimation de I'activité hyaluronidasique pulmonaire

L’estimation de D’activité hyaluronidasique pulmonaire est basée sur la technique
semi-quantitative de zymographie sur des homogénats tissulaires (Paech et al. 1993). La
détection de I’activité hyaluronidasique sur gel est possible grace a 1’utilisation d’un colorant
spécifique de I’HA, le Stains All, qui marque I’HA présent dans le gel. Dés lors, sur le gel
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original, les plages de dégradation de I’HA montrent une couleur moins intense (ici en noir
par modification d’image). D’aprés Fiszer-Szafarz et ses collaborateurs (Fiszer-Szafarz
1984), le Stains All met en évidence I’HA de taille <1,5 kDa, or HYAL2 génére des
fragments d’environ 20 kDa. Donc la zymographie ne permet pas de détecter que la
dégradation d’HA induite par HY ALI1.

Les résultats présentés dans la Figure 26 montrent des activités enzymatiques a 3 PM
différents, situés aux alentours de 55, 79 et plus de 121 kDa. Ces activités sont représentées
dans tous les groupes étudiés. Elles se présentent sous forme de bandes distinctes mais
d’intensité différentes selon le groupe. Bien que la technique soit semi-quantitative, il est
difficile de comparer I’intensité des bandes vu la qualité assez médiocre du premier gel. La
zymographie ne semble pas contredire les résultats de la RT-PCRq.

Notons que le controle positif est du sérum murin. Dans celui-ci, HYALT est considérée
comme la seule source d’activité hyaluronidasique du plasma. Ce sérum présente 3 bandes
de tailles similaires a celles retrouvées chez les souris controles et traitées.

A CTL Jour 7 B CTL Jour 14

+ HZ KO HZ KO + HZ KO HZ KO

Figure 26. Zymographie d’homogénats de poumons de souris Hyal2 (+/7 et Hyal2 (/) contréles et traitées
(au 7¢ et 14¢ jour post-traitement). La piste du contréle positif (+) contient 1 pl de sérum murin (82 ug de
protéines). Les résultats montrent I'activité HYAL1 d’'un homogénat de poumon (75 pg), de souris Hyal2
(/) ou Hyal2 (/) représentatif du groupe contrdle (CTL), du groupe 7 jour post-bléomycine (A) ou du
groupe 14 jour post-bléomycine (B).

3.  Analyse des lavages bronchoalévolaires et péritonéaux

3.1. Numération des cellules du fluide du lavage bronchoalvéolaire

Une numération cellulaire non différentielle a ¢ét¢ réalisée sur le fluide du lavage
bronchoalvéolaire de souris Hyal2 ) et Hyal2 ) contréles et traitées a la bléomycine (au
7¢, 14° et 21° jour post-traitement) (Figure 27).

Les analyses statistiques ont révélé une augmentation tres significative du nombre de
cellules, dans les deux génotypes, entre la condition CTL et la condition J7 ou J14. L’analyse
statistique n’a pas pu étre étendue a la condition J21 vu le faible nombre de données
obtenues a ce moment-la. On percoit cependant une tendance a la diminution au J21,
comparé a J7 et J14. Enfin, élément important, aucune différence n’est observable entre les 2
génotypes, a aucun moment (méme si, a J21, les quelques animaux HZ observés semblent
avoir tous retrouvé un nombre de cellules équivalent a 1’état basal, ce qui ne serait pas le cas
chez les souris KO.



RESULTATS

L 15x1006 T -
'z *

n O

Qo *k A

2 (_>U - 1

© o 10000004

o £ (=]

% c A

o 2 o 'L RPN

59 500000 Ea '3 £ A
(@]

@

2 3 N Al -% ‘o I Ai ap _}
S 0 'ﬁ wx o L A
ko) X\l \I X\l \I x\,l \I X\l I\,I

NN N N N N N

Jour7 Jour 14 Jour?21

Liquide Bléomycine
physiologique

Figure 27. Nombre de cellules du fluide du lavage bronchoalvéolaire chez des souris Hyal2 (+/9) et Hyal2 (-
/) contrdles et traitées (au 7¢, 14¢ et 21¢ jour post-traitement). Signification statistique: *p<0.05,
**p<0.01 (Test de Dunnett).

3.2. Analyse morphologique des cellules du fluide du lavage
bronchoalvéolaire de souris traitées a la bléomycine

Les changements morphologiques des cellules présentes dans le fluide du lavage
bronchoalvéolaire (BALF) ainsi que leur variation en nombre ont été décrits comme des
caractéristiques des maladies pulmonaires diffuses. Les résultats du BALF sont parfois
tellement spécifiques qu’ils peuvent directement confirmer un diagnostic particulier et
remplacer une biopsie pulmonaire (King 2009).

Afin d’analyser les changements morphologiques cellulaires potentiels présents dans notre
étude, les cellules du BALF ont été colorées au Diff-Quick et analysées. L’analyse
morphologique cellulaire (Figure 28) révele une présence de neutrophiles, macrophages et
lymphocytes. Aussi, il semblerait qu’au 7° jour post-instillation, les macrophages se
vacuolisent, prenant ainsi 1’aspect de cellules spumeuses. Enfin, aucune différence n’est
observable entre les individus de génotype différent.
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Figure 28. Morphologie des cellules du fluide du lavage bronchoalvéolaire prélevé chez des souris Hyal2
(+/9) et Hyal2 (/) controles (a-b), du groupe 7 jours post-bléomycine (c-d) et du groupe 14 jours post-
bléomycine (e-f). Diminution des neutrophiles et lymphocytose apparaissant avec le traitement.
Présence au 7¢ jour de macrophages spumeux et de taille hétérogéne. Coloration Diff-Quick.
Agrandissement 400x.

3.3. Taux d’IL1 (cytokine pro-inflammatoire) dans le fluide du lavage
bronchoalvéolaire

Afin de confirmer la présence d’un processus inflammatoire, I’IL1-f3 est quantifiée a
I’aide d’un test ELISA (Figure 29).

L’analyse statistique utilisant un test de variance ANOVA 2 impliquant trois facteurs
(temps, génotype, et interaction entre les deux) a montré que 1I’IL1-f augmente de maniére
significative entre la condition CTL et la condition J7 post-bléomycine, mais uniquement
chez les souris HZ (en effet, il existe une interaction significative entre le temps et le
génotype). Chez les souris HZ, I’IL1- diminue significativement de J7 a J21 (I1a aussi il
existe une interaction temps/génotype, et cette évolution des souris HZ n’est pas présente
chez les souris KO). Un test de variance ANOVA-1 a révélé une variation significative de la
quantité d’IL1-B chez les souris Hyal2 “ entre la condition CTL et la condition J7 ; ensuite,
les valeurs se normalisent par rapport au CTL. Dans I’ensemble, il est manisfeste que les
souris Hyal2 ) révélent moins de signaux inflammatoires, méme si cette diffférence n’est
pas confirmée par les analyses histologiques.



RESULTATS

301

201 o A

10-.::_33 nn?ii%%_ﬁ_

N N NG
208 o o o o
Jour7 Jour 14 Jour 21

0

X \' x X\' NN
NN
&

g d'IL1B/ml de lavage bronchoalvéolaire

Liquide Bléomycine
physiologique

Figure 29. Quantification de I'IL1-f dans le fluide du lavage bronchoalvéolaire de souris Hyal2 ¢/ et
Hyal2 (/) contrdles et traitées a la bléomycine (au 7¢, 14¢ et 21¢ jour post-instillation). L'IL-1f est
mesurée a l'aide d'un test ELISA. Les résultats présentés sont les moyennes * SEM. Signification
statistique par ANOVA1 et ANOVA2: *p<0.05 pour le génotype (7 jours vs 21 jours); **p<0.01 pour
I'intéraction génotype-temps et le facteur temps seul (condition liquide physiologique vs 7 jours);
**¥p<0.01 pour les Hyal2 (/) (condition liquide physiologique vs 7 jours).

3.4. Taux d’HA dans le fluide du lavage bronchoalvéolaire

L’HA est quantifié¢ dans le fluide du lavage bronchoalvéolaire a I’aide d’un test ELISA
(Figure 30).

L’analyse statistique utilisant un test de variance ANOVA 2 impliquant trois facteurs
(temps, génotype, et interaction entre les deux) a montré que I’HA augmente de maniere
hautement significative en fonction du temps aprés D'instillation et qu’il existe une
interaction entre temps et génotype, de sorte que I’augmentation d’HA au temps J7 est
statistiquement plus importante dans les souris KO que HZ. Cette différence est visible aussi
au J14, méme si ’ANOVA-2 ne la confirme pas. L’analyse statistique n’a pas pu étre
étendue au temps J21, vu le faible nombre de données obtenues.
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Figure 30. Effet de la bléomycine sur les taux d’HA dans le fluide du lavage bronchoalvéolaire de souris
Hyal2 (+/) et Hyal2 (/) contrdles ou traitées (au 7¢, 14¢ et 21¢ jour post-bléomycine). Le HA dans les
échantillons de fluide est mesuré a I'aide d’'un test ELISA. Les résultats présentés sont des moyennes *
SEM. Signification statistique (ANOVAZ2): ***p<0.001 pour le facteur temps et *p<0.05 pour le facteur
genotype entre le groupe contréle et le groupe du 7¢ jour post-traitement. *p<0.05 pour l'interaciton
entre ces deux facteurs. ***p<0.001 pour le facteur temps et *p<0.05 pour le facteur genotype entre le
groupe du 7¢ jour versus groupe du 14e jour.

3.5. Correlation entre le taux d’'HA et le taux d’IL1-B dans le fluide du
lavage bronchoalvéolaire

La correlation entre ’'HA et I’'IL1-B dans le lavage bronchoalvéolaire est évaluée par le
calcul du coefficient de corrélation linéaire (Figure 31). L’analyse statistique révele que le
coefficient de corrélation, tous groupes confondus, est proche de la significativité (0.053). 1l
pourrait donc exister une corrélation positive entre I’'HA et I'IL1-f du fluide du lavage
bronchoalvéolaire, méme si le graphique montre que cette corrélation n’est pas spectaculaire.
De plus, le coefficient de corrélation a été calculé pour chaque groupe de maniere
individuelle (Tableau 7). Il ne permet cependant pas de déterminer une relation significative
au sein des différents groupes.
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Figure 31. Correlations entre le taux d’'HA (axe des X) et le taux d'IL1-B (axe des Y) dans le fluide du
lavage bronchoalvéolaire de souris Hyal2 (+/ et Hyal2 (/) contrdles ou traitées (au 7¢, 14¢ et 21¢ jour
post-bléomycine). r= 0.05333

Tableau 7. Tableau récapitulatif des parameétres évalués lors de correlation du taux d’'HA et d'IL1-B dans

le fluide du lavage bronchoalvéolaire.

Paramétres HYAL2™ | HYAL2 ™" HYAL2 ™" HYAL2 7 HYAL2 ™" HYAL2 "
(CTL) (CTL) (7 jour) (7 jour) (14 jour) (14 jour)
Nombre de valeurs 7 6 9 7 9 7
r de Pearson 0,5626 -0,02106 0,06417 -0,007672 0,08825 | -0,01601
Valeur de P 0,1886 0,9684 0,8697 0,9870 0,8214 0,9728
Significativité No No No No No No
R2 0,3165 | 0,0004433 | 0,004118 | 5,886e-005 0,007788 | 0,0002564
3.6. Numération des cellules du fluide du lavage péritonéal

Une numération cellulaire non différentielle a ¢ét¢ réalisée sur le fluide du lavage
péritonéal de souris Hyal2 ) et Hyal2 ") controles et traitées a la bléomycine (au 7° et 14°

jour post-traitement) (Figure 32).

Les analyses statistiques ont révélé une variation hautement significative du nombre de
cellules entre la condition « liquide physiologique » et la condition J7 (ANOVA2). De plus,
chez les souris Hyal2 ™, ’augmentation cellulaire est significative entre la condition
physiologique et la condition J7 ou J14 (Test de Dunnett). Enfin, on ne pergoit pas de
différence entre les génotypes.
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Figure 32. Nombre de cellules du fluide du lavage péritonéal chez des souris Hyal2 /) et Hyal2 (/9
contrdles et traitées (7¢ et 14¢ jour post-traitement). Signification statistique : *p<0.05 (Test de Dunnett)
et ***p<0.001 pour le facteur temps entre le groupe contrdle et le groupe du 7¢ jour post-traitement
(ANOVA2).

3.7. Analyse morphologique des cellules du lavage péritonéal de
souris traitées a la bléomycine

Les cellules du fluide du lavage péritonéal ont été colorées au Diff-Quick et analysées.
L’analyse morphologique cellulaire (Figure 33) révele, dans 1’ensemble des groupes, une
variété de cellules inflammatoires avec prédominance de lymphocytes et mastocytes. Tout
comme pour le BALF, I’analyse du lavage péritonéal au J7 montre de grandes cellules
macrophagiques d’allure spumeuse.
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Figure 33. Morphologie des cellules du fluide du lavage péritonéal prélevé chez des souris
Hyal2 (+/7 ou Hyal2 (/) contrdles (a-b), du groupe 7 jours post-bléomycine (c-d) et du groupe
14 jours post-bléomycine (e-f). Présence de cellules inflammatoires dont les lymphocytes et
mastocytes. Coloration Diff-Quick. Agrandissement 400x.

3.8. Taux d’HA dans le fluide du lavage péritonéal

L’HA est quantifi¢ dans le fluide du lavage péritonéal a I’aide d’un test ELISA (Figure
34).

L’analyse statistique utilisant un test de variance ANOVA 2 impliquant trois facteurs
(temps, génotype, et interaction entre les deux) a montré qu’entre la condition « liquide
physiologique » et la condition J7, HA varie trés significativement avec le temps et
significativement selon le génotype (€lévation plus importante chez les KO). De plus,
I’ANOVA-1 a permis de déduire que I"'HA des souris Hyal2 " varie de maniére hautement
significative entre les conditions J7 et J14 (augmentation).



RESULTATS

© *kk

' 100004 .

S v

5 n PR 00

a u A, 3 _ﬁ

© 10004 *° - DA A 5 ?

®© A A

E _E_ n A *

% 100 [ X L)

€ o®

¢

I

© 10— T T T T T

g) by N Y N Y N

NS NN NN 2 NZ
Q\\\'b Qt\{b \2&’0 \2&’0 Qﬁ{b \2&’0
Jour 7 Jour 14

Liguide Bléomycine
physiologique

Figure 34. Effet de la bléomycine sur les taux d’'HA dans le fluide du lavage bronchoalvéolaire de souris
Hyal2 (+/) et Hyal2 (/) controles ou traitées (au 7¢ et 14¢ jour post-bléomycine). Le HA du fluide est
mesuré a l'aide d'un test ELISA. Les résultats présentés sont des moyennes * SEM. Significations
statistiques: **p<0.01 pour le facteur temps et *p<0.05 pour le facteur génotype entre la condition
physiologique et la condition 7e jour . *p<0.05 pour le facteur génotype entre la condition 7 jours et la
condition 14 jours (ANOVA2). ***p<0.001 entre Hyal2 +/) du 7¢ jour versus Hyal2 ¢/ du 14¢ jour
(ANOVA1).

3.9. Corrélation entre le taux d’'HA dans le fluide du lavage
bronchoalvéolaire et le taux d’'HA dans le tissu pulmonaire

La corrélation entre ’'HA dans le lavage bronchoalvéolaire et ’'HA dans le tissu
pulmonaire est mesurée par le calcul du coefficient de corrélation linéaire. Ce coefficient de
corrélation reflete la quantité globale de représentation de la liaison entre les variables.

L’analyse statistique révele que le coefficient de corrélation, tous groupes confondus,
est égal a 0.55 (Figure 35). Il existe donc une corrélation positive nette entre ’HA du fluide
du lavage bronchoalvéolaire et ’HA du poumon. De plus, le coefficient de corrélation peut a
¢été calculé pour chaque groupe de maniere individuelle (Tableau 8). Il permet d’identifier la
relation entre I’HA du BALF et du tissu comme étant significative pour les Hyal2 9 dqu
groupe CTL et du groupe J7. Aussi, la relation semble étre proche de la significativité pour
le groupe des Hyal2 ) du 14° jour (p=0.053).
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Figure 35. Correlations entre le taux d’HA du fluide du lavage bronchoalvéolaire (axe des X) et le taux d’
HA dans le tissu pulmonaire (axe des Y) de souris Hyal2 (+/) et Hyal2 (/) contrdles ou traitées (7¢ et 14¢
jour post-bléomycine). Signification statistique : ***p<0.001 (r = 0.5575).

Tableau 8. Tableau récapitulatif des parametres évalués lors de correlation du taux d’"HA dans le fluide
du lavage bronchoalvéolaire et le tissu pulmonaire. Signification statistique : *p<0.05.

Paramétres HYAL2™ | HYAL2” HYAL2 ™" HYAL2 ™ HYAL2 " HYAL2 ™
(CTL) (CTL) (7 jour) (7 jour) (14 jour) (14 jour)
Nombre de valeurs 8 7 8 5 9 9
r de Pearson 0,8031 -0,2310 0,7163 0,5585 0,6603 -0,09891
Valeur de P 0,0164 0,6182 0,0304 0,3278 0,0529 0,8001
Significativité * ns * ns ns ns
R® 0,6449 0,05336 0,5130 0,3119 0,4360 0,009783

3.10. Corrélation entre le taux d’'HA dans le fluide du lavage
bronchoalvéolaire et le taux d’HA dans le fluide du lavage
péritonéal

La correlation entre I’HA dans le lavage bronchoalvéolaire et ’'HA dans le lavage
péritonéal est mesurée par le calcul du coefficient de corrélation linéaire. Ce coefficient de
corrélation refléte la quantité globale de représentation de la liaison entre les variables.

L’analyse statistique révele que le coefficient de corrélation, tous groupes confondus,
est égal a 0.22 (Figure 36). Le graphe présente donc une corrélation positive faible entre ’'HA
du fluide du lavage bronchoalvéolaire et ’'HA du fluide du lavage péritonéal. De plus, le
coefficient de corrélation a été calculé pour chaque groupe de maniére individuelle (Tableau
9). Il permet d’identifier une relation tres significative entre ’HA du BALF et du fluide du
lavage péritonéal des souris Hyal2 @ contrdles. Aussi, la relation semble étre proche de la
significativité pour le groupe des Hyal2 ) du 14° jour (p=0.052).
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Figure 36. Corrélations entre le taux d’'HA du fluide du lavage bronchoalvéolaire (axe des X) et le taux d’
HA dans le fluide du lavage péritonéal (axe des Y) de souris Hyal2 (/9 et Hyal2 (/) contrdles ou traitées
(au 7¢ et 14¢ jour post-bléomycine). r = 0.2230.

Tableau 9. Tableau recapitulatif des paramétres évalués lors de corrélation du taux d’HA dans le fluide
du lavage bronchoalvéolaire et le fluide du lavage péritonéal. Signification statistique : **p<0.01.

Paramétres HYAL2™ | HYAL2” HYAL2 ™" HYAL2 " HYAL2 " HYAL2 ™
(CTL) (CTL) (7 jour) (7 jour) (14 jour) (14 jour)
Nombre de valeurs 8 7 9 6 8 9
r de Pearson 0,8836 -0,1909 0,5723 0,02228 -0,7030 -0,1686
Valeur de P 0,0036 0,6818 0,1073 0,9666 0,0518 0,6645
Significativité ** ns ns ns ns ns
R® 0,7807 0,03644 0,3275 | 0,0004966 0,4942 0,02844

3.11. Localisation des récepteurs de 'HA (CD44 et RHAMM) sur les
macrophages péritonéaux

Les macrophages possédent différents récepteurs liant ’'HA dont CD44 et RHAMM. Ces
derniers traduisent les effets biologiques de ’'HA a travers les interactions récepteurs-
ligands. Ainsi, CD44 semble essentiel durant la phase de résolution de I’inflammation
tissulaire alors que I’interaction RHAMM-HA est importante pour le recrutement de cellules
inflammatoires (Zaman et al. 2005; Heldin et al. 2008).

Afin de déterminer la présence de CD44 et RHAMM macrophagiques (alvéolaires et
péritonéaux) chez des souris Hyal2 1) et Hyal2 ") controles et traitées a la bléomycine, une
analyse par immunofluorescence a été réalisée. Nous observons que CD44 est présent sur la
surface des macrophages tandis que RHAMM est présent a la fois en surface et dans le
compartiment intracellulaire (Figure 37). Le CD44 présent a la surface des macrophages
alvéolaires sera quantifié par imagerie alors que le CD44 présent a la surface des
macrophages péritonéaux sera quantifié par cytométrie en flux.
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Figure 37. Marquage immunofluorescent et analyse en microscopie confocale de RHAMM et CD44 (tous
deux en vert) dans les macrophages alvéolaires et péritonéaux. Les noyaux sont visibles grace au TOPRO-
3 (bleu). Echelle, 25 pm.
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3.12. Quantification du CD44 présent a la surface des macrophages
alvéolaires

Le récepteur de I’hyaluronan (CD44) présent sur les macrophages alvéolaires de souris
contrdles (instillation de liquide physiologique) et traitées (instillation de bléomycine) a été
quantifié¢ a I’aide du programme ImagelJ (Figure 38).

L’analyse statistique révele que la présence de CD44 en surface ne semble pas varier
entre les souris Hyal2 @ et Hyal2 ), que ce soit en condition « liquide physiologique » ou
dans la condition J7. Toutefois, la présence de CD44 varie de maniére trés significative avec
le temps entre la condition J7 et J14 (ANOVA2).
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Figure 38. Quantification de CD44, a la surface des macrophages alvéolaire, a I'aide du logiciel Image].
Les valeurs individuelles représentent l'intensité moyenne des images analysées pour chaque animal
(n=10 images en moyenne par animal). Les résultats présentés sont les moyennes + SEM. Signification
statistique : **p<0.01 pour le facteur temps entre la condition 7e jour et la condition 14e jour (ANOVA2).

3.13. Quantification du CD44 présent a la surface des macrophages
péritonéaux

L’expression du CD44 a la surface des macrophages péritonéaux de souris contrdles
(instillation de liquide physiologique) et traitées (instillation de bléomycine) a été étudiée en
cytométrie de flux. Les macrophages sont sélectionnés a ’aide du marquage de F4/80
présent exclusivement sur leur membrane (et non sur d’autres leucocytes) (Gordon 2007).
Une fois la sous population sélectionnée, la présence de CD44 est quantifiée (Figure 39) et
les résultats des différents groupes d’études sont comparés (Figure 40).
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Figure 39. Histogramme représentatif de la fluorescence de l'expression de CD44 a la surface des
macrophages péritonéaux de souris Hayl2 (/) au 7¢ jour post-instillation. Les cellules sont soumises a
I'analyse en cytometre de flux et sélectionnée de facon a ce que M1 représente la population positive.

L’analyse statistique indique que le facteur temps est tres significatif entre la condition
« liquide physiologique » et la condition J7 de cette étude. En d’autres termes, la quantité de
CD44 augmente de manicre trés significative avec le temps, entre ces deux périodes
(ANOVA2). De plus, il s’avére que les souris Hyal2 ™ ont une augmentation trés
significative de ’expression de leur CD44 en surface des macrophages péritonéaux, et ce 14
jours apres Iinstillation de bléomycine (Test de Dunnett).
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Figure 40. Expression de CD44 a la surface des macrophages péritonéaux quantifiée par cytométrie en

flux. Les résultats présentés sont des moyennes

+

SEM. Signification statistique: **p<0.01 (Test de

Dunnett) et **p<0.01 pour le facteur temps entre la condition physiologique et la condition 7 jours.
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3.14. Endocytose en phase fluide des macrophages péritonéaux

Les cellules inflammatoires ont différentes fonctions y compris I’endocytose. L’HRP
peut étre considérée comme un traceur de 1’endocytose en phase fluide (Steinman and Cohn
1972). Donc, dans cette expérience, ’endocytose de I’HRP a été investiguée dans les
macrophages péritonéaux. D’aprés D’article de Ferrante, nous avons choisi un temps
d’incubation de 120 min afin d’obtenir une endocytose optimale (Ferrante et al. 2002).

Trois facteurs sont étudiés dans les analyses statistiques: le temps, le génotype, et
I’interaction entre les deux. Il en résulte qu’aucun facteur n’a une influence significative dans
cette étude (Figure 41).
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Figure 41. L’endocytose en phase fluide de 'HRP (1mg/ml, 120 min d’exposition a 37 °C) par des
macrophages péritonéaux. Les résultats présentés sont des moyennes + SEM.
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« Dans toute discussion, le plus délicat est
toujours de faire la différence entre une
querelle de mots et une querelle de fond. »

Bertrand Russell
1. Modele animal de fibrose pulmonaire induite par bléomycine

La fibrose pulmonaire humaine résulte de mois/années d’un remodelage aberrant de la
matrice pulmonaire. De nombreux modeles animaux ont été établis afin d’examiner la
pathobiologie de la maladie. Le modéle de fibrose induite par bléomycine, que nous utilisons,
tente de reproduire la genese fibrotique a travers de plus courtes périodes de temps. Ce
modele est basé sur deux suppositions : premi¢rement, le dommage induit évolue progressi-
vement en une fibrose interstiticlle et alvéolaire ; deuxiémement, les caractéristiques
pathologiques étudiées révelent une étape ponctuelle de la pathologie humaine. En bref,
I’imprévisibilit¢ de I’évolution de la maladie fibrotique humaine et 1’extrapolation entre
I’animal et ’Homme deviennent des considérations secondaires. Finalement, 1’approche
d’une modélisation animale basée sur 1’observation de molécules isolées peut paraitre
réductionniste. En dépit de tous ces désavantages, il reste vrai que seuls les modéles in vivo
ont le potentiel de résumer les intéractions complexes qui se combinent pour donner, in fine,
la FP.

La voie d’administration de la bléomycine peut varier. Dans notre étude, la voie
utilisée est intratracheale afin d’obtenir une fibrose accentuée sur les bronches et a fortiori
sur les alvéoles. La dose administrée peut aussi €étre un facteur déterminant. Une dose
unique induit une alvéolite aigu€ suivie d’un processus fibrotique réversible. Toutefois, elle
permet 1’é¢tude de leucocytes tels que les macrophages qui augmentent de manicre
significative dans le BALF aprés ce type d’instillation (Degryse et al. 2010). Une
administration de doses répétées permet une fibrose plus importante, progressive et
persistante accompagnée de dépdts accrus de collagene et conduisant & des changements
biomécaniques pulmonaires (Pinart et al. 2009; Degryse et al. 2010). Comme nous voulions
une méthode simple permettant la reproduction rapide des phases de la genése fibrotique et
I’investigation du réle d’Hyal2 dans le poumon et les macrophages, nous avons choisi la
voie d’instillation intratrachéale a dose unique.

Les conséquences physiopathologiques de 1’administration du sulfate de bléomycine
peuvent étre divisées en deux phases, I’inflammation et la fibrose. Apres I’administration
medicamenteuse, on observe un début d’inflammation aigué des voies respiratoires
inférieures qui se prolonge jusqu’au 8™ jour, suivi par des changements fibrogéniques qui
résultent en un dépdt de matrice et une altération de la structure pulmonaire au 21°™ jour
(Moeller et al. 2008) (Figure 42). L’utilisation de ce modele nous a permis d’investiguer le

réle d’Hyal2 dans le poumon et les macrophages de souris Hyal2 " et Hyal2 ©) durant la
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genese d’une FP. En effet, I’association enttre la délétion génétique et le stimulus exogene
contribue a augmenter la valeure prédictive du mode¢le.

Figure 42. Evenements séquentiels survenant lors d’'un modele murin de fibrose pulmonaire induit par
la bléomycine a dose unique (Moeller et al. 2008).

Toutefois, la prudence s’impose lors de I’interprétation des données dérivées de ce
modele ainsi que lors de ’extrapolation des résultats a la maladie humaine. En effet,
I’utilisation d’agents toxiques locaux pour recréer la fibrose chez I’animal ne peut
reproduire parfaitement un état pathologique humain.

2. Les macrophages alvéolaires, un facteur technique limitant
de I'étude

Initiallement, des souris Hyal2 © et Hyal2 ) sont instillées a la bléomycine a 1
mg/kg. Aprés leur euthanasie (au 7°, 14° et 21° jour post-administration), nous examinons
différents parametres dans le poumon et les macrophages alvéolaires.

Le nombre de macrophages alvéolaires disponibles via le lavage broncho-alvéolaire
est un facteur limitant dans notre investigation. C’est pouquoi, quelques expériences ont été
réalisées sur des macrophages péritonéaux. Méme s’ils différent de leur homologues
alvéolaires, il est présumé que les deux types cellulaires partagent la plupart de leurs
fonctions ; tout deux possedent Hyal2 a la surface de leur membrane (données non publiées
de notre laboratoire). Finallement, méme si les macrophages péritonéaux sont distants du
site inflammatoire, ils restent sujets a I’action de certaines molécules inflammatoires
libérées dans la circulation (effet systémique présumé). De plus, les cellules récoltées lors
des lavages broncholavéolaires et péritonéaux ne sont pas exclusivement des macrophages.
Toutefois, lors de dosages biologiques, seul le type cellulaire d’interét est isolé par adhésion
sur boite de Pétri ou par immunomarquage.
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3. Discussion des résultats

L’histologie pulmonaire présente lors de la génése de la FP est hétérogene et variable
selon les individus d’expérience (souris). Durant la phase fibrotique, 1’histologie révele
d’habitude une transition entre une fibrose grossiére et le poumon sain, caractéristique
d’une pneumonie interstitielle (King 2009). C’est également ce que nous avons observe.

Modifications morphologiques. En conditions physiologiques, les souris utilisées ont
une architecture pulmonaire non pathologique. Au 7°™ jour post-bléomycine, le tissu est
envahi d’infiltrats inflammatoires selon une distribution bronchiolocentrique et angio-
centrique (dans le septa interlobulaire et au niveau de la plévre). De mani¢re moins
importante, on trouve des infiltrats au niveau des sacs alvéolaires et en région subpleurale.
Au 14°™ jour post-instillation, la distribution inflammatoire reste constante. Il en resulte
une fibrose de grade 3 (Hubner et al. 2008) caractéris€ée par des interstitium contigus
fibrotiques et des alvéoles raréfiées mais pas de masse fibrotique distincte. Au 21°™° jour
post-traitement, la fibrose a atteind un grade 5. Elle se caractérise par des masses fibrotiques
et des altérations graves de la structure pulmonaire. Les septums interalvéolaires se voient
recouverts de zones fibrotiques et cicatricielles. Une atteinte pleurale est aussi observable et
est associée a une hyperplasie mésothéliale et a la présence de mastocytes. Les chymases
de ces derniers peuvent étre activées par le TGF-B et ainsi jouer un role destructeur dans la
FP (Tomimori et al. 2003). Pour en revenir a I’inflammation, Iinfiltrat inflammatoire
semble diminuer au 21°™ jour par comparaison aux stades précédents.

En conséquence, nous avons observé, dans les 3 semaines suivant I’instillation de
bléomycine, des Iésions histologiques similaires a ce qui est décrit dans la littérature pour ce
modele. Cependant, aucune différence histologique frappante n’a été observée entre les
poumons des souris Hyal2 @ et Hyal2 “, que ce soit en situation contrdle ou aprés
traitement. Hyal2 ne semble pas jouer de réle régulateur majeur en ce qui concerne
I’inflammation ou les conséquences de celle-ci, durant les 2 a 3 premiéres semaines en tout
cas.

Dépots de collagéne. La genese de la FP se caractérise par une augmentation du
collagene. Les dépots de collagene I/IIl se localisent de maniere angiocentrique et
bronchiolocentrique, aux abords des sacs alvéolaires et au niveau du conjonctif sous-
mésothélial. Le fait que le marquage soit situé au niveau sous-mésothélial, autrement dit en
bord de coupe, pourrait étre dii @ un « effet de bord ». Cet effet se défini par un marquage
abondant entre deux interfaces. Cela ne semble pas étre le cas dans notre étude puisque le
conjonctif sous-mésothélial est un conjonctif lache (type III) qui peut donc étre marqué par
le rouge de picrosirius.

Les souris KO ont un marquage du collagene plus abondant que les souris HZ. Cette
observation est assez surprenante, d’autant que I’histologie ordinaire ne montre pas de
différence entre les génotypes et certainement pas d’inflammation anormale dans le
poumon KO. Les analyses statistiques ont également infirm¢ une différence de dépdts d’HA
entre les poumons KO et HZ a 1’état basal, contrairement a ce qu’un survol des résultats
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laissait initialement penser (Figure 24). De toute fagon, histologiquement, il n’y a pas plus
d’HA dans les poumons KO. Des analyses supplémentaires sont donc nécessaires pour
tenter de comprendre pourquoi les souris KO ont plus de collagéne intrapulmonaire, par
exemple via une augmentation de la concentration locale en TGF-f sous forme active. Une
mesure de [’hydroxyproline peut également conforter les observations au rouge de
picrosirius.

Ensuite, I’évolution des dépdts de collagéne est €galement surprenante puisqu’elle
augmente manifestement chez les souris HZ, depuis la situation contrdle jusqu’au 14°™°
jour, mais qu’elle n’augmente pas du tout chez les souris KO. Malheureusement, un
probléme technique nous a empéchés de détecter le collagéne dans les coupes des 6 souris
examinées a J21. Ces expériences devraient étre répétées afin de confirmer que les souris
KO sont en quelque sorte protégées contre 1’évolution de la FP post-bléomycine, méme
sans différence visible d’infiltration leucocytaire.

Les phases inflammatoires et fibrotiques encourues lors d’une FP induisent non
seulement des modifications histologiques mais aussi des variations de recrutement
cellulaire.

Numeération cellulaire du BALF. Le lavage bronchoalvéolaire renseigne sur le nombre
de cellules (macrophages, lymphocytes, neutrophiles) présentes dans les espaces alvéolaires.
En condition physiologique, le BALF compte pres de 100.000 cellules au total (lavage par 3
mL) alors qu’on en dénombre jusqu’a 5 fois plus en condition post-bléomycine. La technique
a permis de mettre en évidence un recrutement cellulaire aux jours 7 et 14 post-traitement. Au
21°™ jour, le nombre cellulaire semble retourner a 1’état basal. Cette diminution est confirmée
par la littérature méme si elle semble moins importante dans 1’é¢tude de Janick-Buckner
(Janick-Buckner et al. 1989). La variation en nombre des cellules est significative pour
Iindividu Hyal2 @ et est probablement identique pour I’individu Hyal2 ) "Une coloration
Diff-Quick des cellules du BALF a permis d’identifier les cellules présentes dans le lavage
(Ilymphocytes, macrophages, neutrophiles). Ainsi, la morphologie macrophagique semble
assimilable a celle d’une cellule spumeuse 7 jours aprés traitement.

Cependant, a aucun moment apres le traitement (ni a 1’état basal) n’est apparue une
différence liée aux génotypes.

Numeération cellulaire du fluide du lavage péritonéal. En condition physiologique, le
lavage péritonéal compte prés d’un million de cellules au toal. Ceci est confirmé par la
littérature (Nowak et al. 2008)]. En condition post-bléomycine, ce chiffre grimpe a pres de
2.5 10° Ceci confirme une atteinte systémique induite par I’administration médicamenteuse
intra-trachéale. Toutefois, aucune différence significative de nombre ni de morphologie des
leucocytes dans le lavage péritonéal n’a été observée entre les génotypes. Hyal2 ne semble
pas de jouer de role majeur dans I’inflammation péritonéale post-bléomycine non plus.

L’ILI-B. La phase inflammatoire de la FP est aussi en relation directe avec certaines
cytokines pro-inflammatoires telles que 1’IL1-B, produite par les macrophages activés et les
cellules épithéliales. IL1-B est a la base de changements structurels observés dans les
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poumons de patients ayant une maladie pulmonaire fibrotique chronique (Gasse et al.
2007). Dans notre étude, I’IL1-B du fluide du lavage bronchoalvéolaire est en relation
directe (hautement significatif) avec la phase inflammatoire. Les valeures obtenues pour la
souris sont identiques a celles obtenues chez le méme animal par Kakizaki et ses
collaborateurs (Kakizaki et al. 2009) et chez ’homme atteint de FP idiopathique (Wilson et
al. 2010). Dans notre étude, sa variation au cours du temps est fonction du génotype. Chez
I’individu Hyal2 “", la valeure basale d’IL1-B est plus faible que chez son homologue
Hyal2 ), et au cours de la fibrose post-bléomycine, les souris Hyal2 © produisent moins
d’IL1-B, méme si cette diffférence n’est pas confirmée par les analyses histologiques. De
plus, la cytokine pro-inflammatoire IL1-B présente dans le BALF est corrélée, quoiqu’a la
limite de la signification statistique (p=0.053), a la quantit¢ d’HA présent dans le méme
fluide. Cette corrélation pourrait reposer sur le fait que la synthése de I’'HA est induite par
de multiples stimuli dont I’IL1-B (Lim et al. 2008).

Comment Hyal2 pourrait-il expliquer la différence de production d’IL1-B entre les
génotypes ? Nos résultats ne permetttent pas de le savoir. La présence d’une grande
proportion d’HA de trés haut PM dans I’environnement pulmonaire de la souris Hyal2 "
ne semble pas une cause logique, puisque, selon la littérature, c’est ’HA de faible PM qui
induit Iexpression d’IL-1B (Jiang et al. 2007). Nous devrions donc pousser les analyses
pour comprendre la moindre réactivité en IL1-B des souris KO. Par exemple, cette cytokine
pro-inflammatoire pourrait aussi étre dosée: 1) au 21°™ jour post-bléomycine, afin de
compléter les valeures obtenues ; 2) dans le tissu, afin de confirmer les tendances observées
dans le BALF ; 3) dans le lavage péritonéal, pour affirmer la présence d’un effet systémique
de I’administration médicamenteuse (bien que le recrutement cellulaire varie de maniére
probante). De plus, il serait intéressant d’investiguer le complexe moléculaire cyto-
plasmique formant I’inflammasome chez la souris Hyal2 ) sachant que ’HA joue un role
dans I’activation de ce complexe (Gasse et al. 2007; Davis et al. 2011).

L’HA, catabolis¢ entre autres par Hyal2, joue un réle dans le processus inflammatoire.
Il a donc été étudié a la fois dans le tissu et au niveau du BALF et du fluide du lavage
péritoneéal.

Localisation de I’HA. En condition physiologique, ’HA se localise autour des bronches
et des vaisseaux, et au niveau du conjonctif sous-mesothelial et des macrophages
alvéolaires. Au 7™ et 14°™ jour post-bléomycine, il est omniprésent dans le tissu, a
I’exception des cellules inflammatoires non-macrophagiques. Une grande partie de ces
observations a ¢été confirmée par Green et ses collegues (Green et al. 1988). Leurs
observations renseignent sur une localisation prédominante de I’HA autour des adventices
et occasionnellement dans la région subendothéliale de I’intima des artéres. Il semblerait
qu’en ces lieu, ’'HA forme des complexes avec des protéoglycans et soit retenu dans le tissu
(Green et al. 1988).

L’HA dans le tissu et dans le BALF (Figure 43). Dans le tissu pulmonaire, ’HA
s’accumule significativement durant la premiere semaine post-traitement et montre une
tendance a la diminution durant la seconde semaine. Cette derniere observation est
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soutenue par la littérature qui met en avant une diminution de la concentration d’HA,
diminution qui aboutira a une concentration basale du substrat dans le tissu (Nettelbladt et
al. 1989). Les valeurs absolues sont difficilement comparables a la littérature puisqu’elles
sont fonction de la dose de bléomycine instillée (Swaney et al. 2010). Aucune différence
inter-génotypique n’a pu étre mise en évidence dans nos expériences. Toutefois, durant les
deux premicre semaines post-traitment, les souris Hyal2 ") affichent des taux un peu plus
élevés d’HA, comparés aux groupes Hyal2 “? du méme type. Dans le BALF, 'HA
s’accumule de maniére hautement significative durant la premiére semaine post-traitement
et diminue de manicre durant la seconde semaine. Il faut savoir que 1’augmentation d’HA
dans le BALF est une caractéristique des maladies pulmonaires interstitielles (Lynch
2004). Le profil du graphe et la gamme de valeures obtenues pour I’individu Hyal2 “ sont
confirmés par Zelko (Zelko and Folz 2010). Le taux d’HA retombe dans une gamme de
valeurs basales dans le courant de la troisieme semaine. L’HA est fonction du génotype car
les souris Hyal2 ) présentent des valeurs plus élevées durant les deux semaines post-
instillation. Enfin, il existe une corrélation positive assez forte entre ’HA du BALF et du
tissu pulmonaire. Il semble aussi exister une corrélation (non calculée) entre le nombre de
cellules dans le BALF et la quantité d’HA présente dans le fluide.

Jiang et d’autres soutiennent ’existance de différents role de ’HA selon sa masse
moléculaire (Jiang et al. 2007). En théorie, ’'HA a une « taille » moyenne de 220 kDa
dans un poumon physiologique (Nettelbladt et al. 1989) mais il peut y étre présent sous
forme de polymere de haut PM (>10° Da) (Lynch 2004). Lors lors de la phase
inflammatoire, I’HA induit par des facteurs synthétisés par les macrophages post-
bléomycine (Teder et al. 1995) subit des fragmentations. Ces derni¢res générent des
dérivés de faibles PM (Teder et al. 2002). La cause de cette fragmentation n’a pas été
déterminéee précisément ; elle serait due a une augmentation de I’activité hyaluronidasique
ou a une attaque directe des ROS durant 1’agression tissulaire (Soltes et al. 2006; Monzon
et al. 2008). Ainsi, 1’apparence et la modification du PM des nouvelles molécules d’HA
devraient €tre une caractéristique essentielle de la croissance Iésionnelle et du processus
réparateur de la FP. Par concéquent, il serait interessant de mesurer la taille de ’'HA
présent dans le BALF et dans le tissu, avant et apres exposition a la bléomycine. Cette
mesure serait établie par chromatographie d’exclusion stérique.

Les profils d’HA dans le tissu et le BALF sont semblables, bien que la quantit¢ d’HA
est plus importante dans le tissu pulmonaire que dans le BALF. Ces profils sont en accord
avec certaines recherches montrant que ’HA dans le tissu pulmonaire et le BALF atteint
son sommet au jour 7 et décline ensuite graduellement pour revenir a des valeurs basales
(Jiang et al. 2011). Cette augmentation de I’HA durant la premiére semaine post-traitement
pourrait refléter I’intensité de I’alvéolite (visible en histologie) et de I’avancée de la maladie
(Zhao et al. 1999). Ainsi, I’augmentation de I’'HA dans le BALF est présentée comme un
marqueur sensible de blessures pulmonaires (Teder and Heldin 1997). L’HA semble donc
un épiphénomeéne de la réponse inflammatoire pré-lésionnelle.

Que ce soit dans le tissu ou le BALF, la souris Hyal2 ©” présentent une quantité d’HA
plus importante que son homologue Hyal2 ("), Cette observation est explicable par le rdle
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que rempli Hyal2 ; I’animal étant dépourvu d’une enzyme catabolisant ’HA, la quantité du
substrat dans I’environnement s’en trouve augmentée.

L’HA dans le fluide du lavage péritonéal. Comme le résume la Figure 43, la variation
de la quantit¢ d’HA au cours de la geneése d’une FP différe selon le génotype. Apres
administration de bléomycine, la quantit¢ d’HA varie de maniére trés significative, il
augmente de maniére constante chez I’individu Hyal2 ©? alors qu’il croit au 7°™ jour puis
décroit au 14°™ jour chez les souris Hyal2 ) On observe aussi une corrélation positive,
quoique faible, entre ’'HA du BALF et ’'HA du fluide du lavage péritonéal, ce qui permet
de conclure a un effet médicamenteux toxique systémique.

Unité arbitraire

B
Quantificationde I'HA Quantificationde I'HA
(dansle tissu pulmonaire et le BALF) (dans|le fluide lavage péritonéal)
3000
2500 /____
= —N\‘
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HA tissulaire HIaIZ _;_ E 1500 // /—’I ——HA péritonéal Hyal2 +/-
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Figure 43. Shématisation des tendances présentes dans I'analyse de quantification de I'HA (A) dans le
tissu pulmonaire et le BALF (B) ainsi que dans le fluide du lavage péritonéal.

La variation de la quantité d’HA, au cours de la genése de la FP, pourrait étre due a :
1) une variation de 1’expression des enzymes de synthése et/ou de dégradation du substrat ;
2) l’existence d’un décalage temporel entre 1’augmentation du profil d’expression des
synthases et 1’augmentation de la quantité de leur produit de syntheése dans 1’environne-
ment; 3) une altération de la fonction des récepteurs cellulaires de ’'HA (CD44, RHAMM) ;
4) une prolifération et une activation des fibroblastes (Moseley et al. 1986) durant la
premiere semaine post-instillation ; 5) une altération du mécanisme de clairance du substrat
(déficience du drainage lymphatique de I’interstitium alvéolaire avec oedéme lymphatique
ultérieure). Pour comprendre cette derniere hypotheése, il faut savoir que le contenu
pulmonaire en HA n’est pas seulement régulé par sa synthese ou sa dégradation locale, mais
aussi par le débit de fluide traversant la barricre endothéliale, I’interstitium, et le réseau
lymphatique pulmonaire (Ormiston et al. 2010). L’accumulation de I’HA dans I’interstitium
pulmonaire pourrait altérer la pression osmotique et causer une diminution du flux du fluide
transinterstitiel, ce qui a été montré déterminant dans le débit lymphatique de ’'HA (Lebel
et al. 1988). Ainsi, la clairance serait plus faible durant la premiére semaine post-instillation
et augmenterait apres le pic des 7 jours. Toutefois, cette hypothése n’est pas probante pour
Teder et Heldin (Teder and Heldin 1997). Grace a nos investigations, quelques hypothéses
seront partiellement discutées dans la suite de ce volet.
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Syntheése et catabolisme de I’HA. Notre investigation nous permet de dire que, de
maniére globale, quelle que soit I’expression de ’ARNm étudié (HAS, HYAL1-2), le profil
d’expression relative d’un gene d’interét chez un individu Hyal2 ") est un peu plus élevé
que celui de son homologue Hyal2 . Cependant, aucune de ces différences n’est
statistiquement significative et nous ne pouvons donc pas tirer de conclusion probante de
ces résultats. Il est relativement étonnant de ne pas observer d’induction plus marquée des
HAS (ou d’inhibition totale des hyaluronidases) dans une situation ou I’HA s’accumule
manifestement. Nous n’avons pas d’explication pour ce fait, sauf de suggérer des
régulations post-traductionnelles des HAS ou des hyaluronidases.

De nombreux types cellulaires sont des participants potentiels a la synthése de ’'HA ;
cependant, les macrophages alvéolaires jouent un rdle essentiel dans la réponse
inflammatoire tissulaire et semblent étre en lien direct avec la quantité d’HA présent dans
I’environnement dans ce genre de pathologie (Savani et al. 2000). En réponse au traitement
de bléomycine, les macrophages alvéolaires s’activent et libérent des facteurs qui stimulent
la production d’HA par les fibroblastes pulmonaires. Cependant, les macrophages
alvéolaires possedent plus de sites de liaison a I’HA sur leur surface et dégradent ’'HA plus
rapidement que les fibroblastes (Teder and Heldin 1997). Ils devraient donc représenter une
part importante de la dégradation de I’HA dans le poumon.

Les sites principaux de liaisons de I’HA présents sur le macrophage alvéolaire sont le
CD44 et RHAMM.

Localisation de CD44 et RHAMM. CD44, I’une des protéines les plus abondantes de la
surface des macrophages, joue un role dans la clairance des fragments d’HA durant les
blessures tissulaires (Teder et al. 2002). RHAMM est, quant a lui, important dans les
blessures pulmonaires non infectieuses et la réparation tissulaire. Il permet le recrutement
cellulaire. L’analyse immunofluorescente nous a permis de confirmer la localisation de ces
récepteurs : CD44 est sur la surface des macrophages et RHAMM est a la fois en surface et
dans les compartiments intracellulaires. Cependant, aucune différence de localisation de ces
récepteurs n’a €té observée selon le génotype étudié.

Quantification de CD44. La quantification du récepteur d’internalisation de 1I’HA,
CDA44, a été réalisée par imagerie. Durant la seconde semaine post-instillation, le récepteur
augmente de maniere hautement significative en membrane. L’abondance du méme
récepteur a été quantifiée par FACS a la surface des macrophages péritonéaux. Durant la
premiére semaine post-traitement, le CD44 augmente de maniere hautement significative et
se termine par une tendance a 1’augmentation au cours de la semaine suivante. D’apres
Teder et Heldin, il existe une saturation des liaisons CD44-HA au niveau des macrophages
alvéolaires de rat (Teder and Heldin 1997). Les récepteurs des macrophages alvéolaires (du
BALF ou tissulaires) lient 8 fois moins I’HA apres 1 jour de traitement et 14 fois moins
apres 15 jours (Teder and Heldin 1997). Ainsi, la théorie nous méne vers une déduction
assez paradoxale : une augmentation du récepteur d’internalisation de I’HA (de faible PM)
et une déficience du systeme de dégradation des macrophages alvéolaires durant la phase
précoce post-traitement [toutes deux observées/pressenties dans notre étude] conduisent a
une diminution de la clairance de I’HA pulmonaire. De maniere interessante, cette
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information n’explique aucunement 1’augmentation d’HA observé aprés traitement. Ces
observations conduisent vers deux hypotheses : 1) les mécanismes d’activation de CD44
[modifications post-traductionnelles (glycosylation), épissage alternatif, attachement au
cytosquelette, phophorylation du domaine intracellulaire, etc.] sont altérés durant la FP ; 2)
ou bien il y a une diminution de la liaison du substrat & son récepteur apres traitement
[comme confirmé par (Teder and Heldin 1997)]. Dans leur investigation, I’interaction HA-
CD44 s’améliore graduellement jusqu’au 14°™ jour, ce qui peut étre expliqué par la
maturation d’une nouvelle génération de macrophages alvéolaires (Teder and Heldin 1997).
Enfin, sachant que la production d’IL1-B par les macrophages est dépendante de
I’interaction CD44-HA (Noble et al. 1996), on peut expliquer les valeurs plus élevées de la
cytokine dans le BALF durant les deux premicres semaines.

Ces résultats suggerent quelques perspectives. Premiérement, bien que les
macrophages alvéolaires soient « sélectionnés » par adhésion sur boite de Pétri, d’autres
macrophages présents a la surface des bronches elles-mémes sont également récupérés lors
du lavage (Rankin 1989) et adhérent a la boite. A ce jour, on ne sait pas si leurs propriétés
sont différentes de celles des macrophages alvéolaires et pourraient donc avoir entrainé un
biais dans 1’étude. Dés lors, une technique précise de purification cellulaire selon les sous-
types existants devrait étre préconisée. En ce qui concerne I’isolement plus efficace de la
population des macrophages péritonéaux, il serait utile d’appliquer un double marquage
(CD44/F4-80). Deuxiemement, une localisation et quantification d’Hyal2 sur macrophage
aurait ét¢ utile. Sa fonction principale pourrait étre la régulation de la concentration de
mucus dans les voies respiratoires (Fiszer-Szafarz 1984). En effet, le mucus est constitué
essentiellement de glycoprotéines et de GAG dont fait partie ’HA. Lors d’inflammations
des bronches, par exemple, les conséquences néfastes d’une augmentation de la sécrétion de
mucus pourraient étre limitées par I’activation des macrophages et de leurs hyaluronidases.
Les fonctions biomécaniques du poumon pourraient donc étre investiguées afin de
confirmer/infirmer cette hypothese. Troisiémement, il aurait été interessant de quantifier
I’expression de RHAMM qui devrait augmenter avec le traitement (Zaman et al. 2005).
Enfin, les TLR2 et TLR4, autres recepteurs de I’HA, auraient aussi pu étre étudiés.

Les macrophages ont différentes fonctions qui pourraient étre modifiées par Hyal2.
Nous en avons examiné une, 1’endocytose en phase fluide.

Endocytose en phase fluide. Le processus d’endocytose en phase fluide chez les
macrophages péritonéaux n’a révélé aucune différence en fonction du temps ou du
génotype. Cette fonction pourrait ne pas €tre affectée par 1’administration médicamenteuse
et le microenvironnement variable en HA. Toutefois, pour en étre sir, I’étude devrait étre
réalisée sur les macrophages alvéolaires (beaucoup moins abondants). De plus, des
expériences in vitro utilisant des lignées de macrophages alvéolaires pourraient étre
réalisées afin de comprendre, de maniere plus exacte, le role de Hyal2 sur la fonction des
macrophages alvéolaires.
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4.  Modele hypothétique

Basé sur quelques données de notre investigation, nous proposons un modéle
hypothétique concernant la relation entre Hyal2, le poumon et les macrophages (Figure 44).

Chez les souris Hyal2 ), durant une blessure, les ROS sont produit par les cellules
endothéliales et les macrophages alvéolaires sont activés. Ces ROS dégradent I’'HA
extracellulaire en fragments de faibles PM qui induisent différentes fonctions (angiogénese,
proinflammation, réparation tissulaire, recrutement de monocytes et de fibroblastes).
Quelques-unes de ces fonctions, si elles sont répétées de maniere chronique, conduisent a la
formation de fibrose. Sur les macrophages alvéolaires, I’HA est capté par le biais de son
récépteur majeur, CD44, pour étre dégradé par la suite. Hyal2, a la membrane plasmatique,
initie le clivage de ’HA en fragments intermédiaires de 20 kDa qui sont endocytés et
voyagent au travers d’un compartiment endosomal pour atteindre les lysosomes. A
I’intérieur de 1’organite, Hyall, B-glucuronidase et B-N-acétylglucosaminidase dégradent
les fragments de 20 kDa en petits oligosacharides ou monomeres.

Chez les souris Hyal2 ©”, I’absence d’Hyal2 diminue le nombre de fragments d’HA de
faibles PM produits et induit un plus grand nombre d’HA de haut PM dans I’environnement
cellulaire. La présence de cet HA de haut PM aurait pour concéquence : 1) la surexpression
de HAS2 des souris Hyal2 ) par rapport a leur homologue Hyal2 ) (cf. résultats obtenus
lors de notre étude, quoique non significatifs) ; 2) la réduction des différentes voies de
signalisations engendrées par la présence de I’HA de faible PM. Parmis ces voies, on trouve
la libération de I’IL1-P, qui ne varie pas dans le BALF des souris Hyal2 © investiguées
lors de notre étude, contrairement a ce qui se passe chez les souris HZ. Dans le cytoplasme
des macrophages alvéolaires, les fragments d’HA de taille inconnue seraient toujours
présents. Parfois, ils peuvent étre endocytés et voyager au travers de compartiments
endosomaux pour atteindre les lysosomes et y étre dégradés.

En résumé, les souris Hyal2 ) pourraient contenir du HA de haut PM dans le tissu
alvéolaire, ralentissant le processus qui méne a 1’évolution vers la FP. Des expériences
supplémentaires sont nécessaires pour étayer cette hypothése.
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Figure 44. Modele d’action de Hyal2 dans le tissu alvéolaire. Chez les souris Hyal2 (+/9, les ROS et I
action de Hyal2 initient la degradation extracelllulaire de 'HA en fragments de faibles PM qui induisent
I'angiogenése, la proinflammation, la réparation tissulaire et le recrutement de monocytes et
fibroblastes. Dans I'espace intracellulaire, Hyal2 initie la degradation de 'HA en fragments de 20kDa. Ils
sont, par la suite, degradés dans les lysosomes par Hyal1 et les exoglycosidases (-glucuronidase et f3-N-
acetylglucosaminidase. L’internalisation de I'HA est induite par les récepteurs CD44. Chez les souris
Hyal2 (/9 les fragments d’"HA de haut PM sont les plus abondant dans la matrice extracellulaire due a
I'absence de l'action de Hyal2. Les fragments de haut PM peuvent contre carrer les actions des
fragments de faibles PM.
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5. Conclusion

Le role d’Hyal2 a été investigué a I’aide d’un modele murin de FP induite par
instillation intratrachéale unique de bléomycine. En fin d’étude, nous pouvons conclure
qu’au cours de la genese d’une FP :

e La délétion du géne Hyal2 ne modifie pas I’histologie pulmonaire ;

e Les individus Hyal2 - présentent des dépots de collagéne plus importants en
condition physiologique mais qui n’augmentent pas au cours de la pathologie,
contrairement a ce qui se passe chez les souris Hyal2 ' ;

e En conséquence, les individus Hyal2 - pourraient étre dans une certaine mesure
protégés contre la fibrose post-bléomycine (a2 confirmer par des expériences
supplémentaires) ;

e Hyal2 n’influence pas le recrutement des cellules inflammatoires, toutefois ;

e Une éventuelle protection contre la fibrose lors de I’absence d’Hyal2 devrait
donc avoir une autre cause qu’une diminution de [D’infiltration de cellules
inflammatoires ;

e Les individus KO produisent moins d’IL1-B ;

e C(Cependant, la phase inflammatoire chez les souris KO n’est pas régulée de
manicre importante par I’'IL-1J ;

e Hyal2 n’influence pas la localisation de ’'HA ;

e Une déficience en Hyal2 provoque une tendance a I’augmentation de la quantité
d’HA retrouvé dans le tissu et dans le BALF durant les deux premieres semaines
post-traitement ;

e La déficience en Hyal2 ne modifie aucunement la localisation de CD44 et
RHAMM, récepteurs de I’'HA ;

e La déficience en Hyal2 ne modifie pas la quantité de CD44 ;

e [l existe un effet médicamenteux sytémique dans notre modele murin ;

e [’endocytose en phase fluide, une fonction macrophagique, n’est ni dépendante
du traitement, ni dépendante d’Hyal2 dans notre modele.

Enfin, la variation de la quantit¢ d’HA, au cours de la gen¢se d’une FP, ne semble pas
trouver une réelle explication dans la variation de 1’expression de ses enzymes de synthese
et/ou de dégradation. D’autres voies plus plausibles seraient 1’altération des fonctions des
récepteurs de ’'HA (CD44, RHAMM, TLR2 et TLR4), la prolifération et 1’activation
variables des fibroblastes et I’altération du mécanisme de clairance du substrat. On postule,
d’apres la théorie, I’existance d’une quantité plus importante d’HA de haut PM dans le tissu
alvéolaire chez les souris Hyal2 ), ralentissant le processus inflammatoire durant
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pathologie. Ainsi, le role d’Hyal2, si role il y a, devrait apparaitre apres 1’investigation du
PM de ’HA présent dans le milieu environnant le site d’agression.
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satisfaction et non dans la réussite. Un plein
effort est une pleine victoire. »
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