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RESUME 

 

La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) est une pneumopathie fibrosante, caractérisée 

par l’accumulation de tissu conjonctif dans les poumons conduisant à une insuffisance 

respiratoire restrictive d’évolution fatale. Elle semble être la conséquence d’un 

dysfonctionnement de cellules épithéliales alvéolaires (CEA) et d’une activation aberrante des 

fibroblastes suite à des micro-agressions répétées de l’épithélium. Dans ce processus, un 

ensemble d’événements moléculaires et cellulaires sont mis en jeu et participent activement à 

la perte du phénotype épithélial. Parmi ces évènements, le stress réticulum endoplasmique (RE) 

semble jouer un rôle majeur et central. Par ailleurs, une forte prévalence du syndrome d’apnées 

obstructives du sommeil (SAOS) a été rapportée chez les patients FPI. Le SAOS se caractérise 

par une hypoxie intermittente (HI) nocturne due aux évènements obstructifs répétés des voies 

aériennes supérieures. L’impact du SAOS sur la pathogenèse de la FPI reste encore mal connu. 

 Dans une première étude, nous avons montré dans un modèle murin de fibrose induite 

par la bléomycine et exposé à l’HI, une aggravation de la sévérité de la fibrose pulmonaire mise 

en évidence par une exacerbation de l’inflammation et des lésions tissulaires. Dans une seconde 

étude, nous avons montré que le stress du RE, élément pathogénique communs à la fibrose 

pulmonaire et à l’HI, pouvait être au moins en partie responsable de cet effet aggravant. Nous 

avons également mis en évidence que d’autres évènements cellulaires tels que la senescence 

pourraient être impliqués.   

Au cours de ce doctorat nous avons mis en évidence que l’HI avait des effets aggravants 

sur la fibrogènése pulmonaire au niveau tissulaire et moléculaire et que le stress du RE et 

l’induction des voies de l’UPR pourrait constituer un élément central critique. Ce travail 

contribue ainsi à la meilleure compréhension de l’impact du SAOS chez les patients FPI.  
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ABSTRACT 

 

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a fibrotic lung disease characterized by an 

accumulation of connective tissue in the lungs leading to fatal restrictive respiratory failure. It 

appears to be the consequence of alveolar epithelial cells (AEC) dysfunction and fibroblast 

aberrant activation in response to repeated micro-injuries of the alveolar epithelium. In this 

pathophysiological mechanism, several molecular and cellular events are involved and actively 

participate in the loss of the epithelial phenotype. Among these events, endoplasmic reticulum 

(ER) stress seems to play a major role. In addition, a high prevalence of obstructive sleep apnea 

syndrome (OSA) has been reported in IPF patients. OSA is characterized by nocturnal 

intermittent hypoxia (IH) due to repeated upper airway obstructive events. The impact of OSA 

on the pathogenesis of IPF remains poorly understood. 

In the first study, we showed in a murine model of bleomycin-induced lung fibrosis 

exposed to IH an increase of pulmonary fibrosis severity through an exacerbation of lung 

inflammation and tissue damage. In the second study, we showed that ER stress, a pathogenetic 

element common to pulmonary fibrosis and IH, could be at least in part responsible for this 

aggravating effect of IH. We have also shown that other cellular events such as cellular 

senescence could be involved. 

During this PhD, we have demonstrated that IH induce an aggravating effects on 

pulmonary fibrogenesis at histological and molecular level and that ER stress and an induction 

of UPR pathways could be a crucial element. This work thus contributes to a better 

understanding of the impact of OSA in IPF patients. 
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INTRODUCTION 

 

I Poumon et pathologies du poumon distal 

I.1 Le poumon et les voies aériennes 

Le poumon est un organe important qui assure les échanges gazeux entre le corps et 

l'atmosphère extérieure. En effet, l’oxygène (O2) se déplace de l'air extérieur vers le sang et le 

dioxyde de carbone (CO2) se déplace du sang vers l'air extérieur. Le système respiratoire se 

divise en voies aériennes supérieures (VAS) et inférieures (VAI). Les VAS sont composées de 

la cavité nasale, le pharynx (nasopharynx, oropharynx, laryngopharynx) et le larynx. Les VAI 

commencent de la trachée vers les bronches qui se divisent en bronchioles. Ces dernières 

s’ouvrent sur des canaux alvéolaires et alvéoles (Figure 1). Les alvéoles pulmonaires sont en 

contact avec les capillaires sanguins et assurent les échanges gazeux (Figure 1 & 2) ; (Patton, 

Thibodeau, et Msc 2020; Losa et Chanson 2015; Chaudhry et Bordoni 2020)    

 

 

Figure 1: Structure du système respiratoire.  

(Patton, Thibodeau, et Msc 2020)  
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I.2  Alvéole et épithélium alvéolaire  

I.2.1 Définition et structure 

Les alvéoles pulmonaires sont des petites structures sous forme de cavités remplies d’air 

qui prolongent les voies respiratoires. On compte en moyenne 480 millions d’alvéoles dans les 

poumons chez l’homme, organisés en centaines de clusters ou acini (Ochs et al. 2004). La 

portion tissulaire de l’alvéole est constituée de trois grandes parties : l’épithélium, l’interstitium 

et l’endothélium (Figure 2) ; (Gehr, Bachofen, et Weibel 1978).  

 

 

 

Figure 2: Structure de l’alvéole pulmonaire et son rôle dans les échanges gazeux au niveau de la 

membrane alvéolo-capillaire.  

L’alvéole pulmonaire est une cavité remplie d’air en contact direct avec les capillaires sanguins 

permettant les échanges gazeux entre l’air et le sang au niveau de la membrane alvéolo-capillaire 

constituée de l’épithélium, l’interstitium, l’endothélium. Adapté d’après (Hughes 2007; Nova, 

Skovierova, et Calkovska 2019) 
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L’épithélium alvéolaire est constitué principalement de deux types de cellules 

épithéliales alvéolaires (CEA) (appelées également pneumocytes). Les CEA de type I, qui 

couvrent 95% de la surface alvéolaire en raison de leur grand phénotype aplati et les CEA de 

type II, qui sont plus épaisses avec une forme cuboïde, qui se caractérisent par la présence de 

corps lamellaires et des microvillosités à leur surface (Gehr, Bachofen, et Weibel 1978; Crapo 

et al. 1982). Le nombre de CEA de type II est deux fois plus élevé que le nombre de CEA de 

type I. Ces cellules sont différentes d’un point de vue fonctionnel avec une différentiation 

distincte (Crapo et al. 1982; Knudsen et Ochs 2018). La fonction essentielle des CEA de type I 

est d’assurer les échanges gazeux à travers la membrane alvéolo-capillaire (zone de contact des 

CEA de type I avec une monocouche de cellules endothéliales des capillaires sanguins) (Figure 

2) ; (Herzog et al. 2008; Losa et Chanson 2015). Les CEA de type II quant à elles, assurent 

différentes fonctions, essentiellement dans la production de surfactant et la défense immunitaire 

(Herzog et al. 2008). De plus, les CEA de type II sont des cellules multipotentes avec une 

capacité de se diviser, de s’auto-renouveler et de se trans-différencier en CEA de type I (Evans 

et al. 1975; Guillot et al. 2013). 

 En plus des CEA, on retrouve également d’autres types cellulaires. Dans la lumière 

alvéolaire, se trouve des macrophages alvéolaires (Gehr, Bachofen, et Weibel 1978) qui 

assurent une fonction primordiale dans l’immunité. Au niveau interstitiel, se trouve des 

fibroblastes impliqués dans la réparation tissulaire et sécrétant de la matrice extracellulaire 

(MEC) (Figure 2) ; (Gehr, Bachofen, et Weibel 1978). 

 

I.2.2 Fonction de l’épithélium alvéolaire 

L’épithélium alvéolaire joue un rôle très important dans les échanges gazeux et dans le 

maintien de l’homéostasie pulmonaire. Il constitue une barrière mécanique vis-à-vis des 

agressions extérieures et participe à  la réponse immunitaire. De plus, il maintient l’équilibre 

liquidien au niveau des alvéoles (Nova, Skovierova, et Calkovska 2019; Guillot et al. 2013).  

 

I.2.2.1  Echanges gazeux 

La structure du poumon est bien adaptée pour effectuer sa fonction physiologique 

principale dans la diffusion des gaz. Ces échanges d’O2 et de CO2 s’effectuent par diffusion 

passive au niveau de la membrane alvéolo-capillaire dans les profondeurs du poumon (Figure 

2). La diffusion est entraînée par la différence de pression partielle en gaz entre les deux 

compartiments (l’espace alvéolaire et le sang). En effet, la pression partielle en O2 est plus 
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importante dans l’espace alvéolaire par rapport au sang (le gradient est inversé dans le cas du 

CO2) (Hughes 2007). 

La membrane alvéolo-capillaire constitue la surface de contact entre l’air et le sang. 

D’une épaisseur très fine (environ 2µm d’épaisseur chez l’homme), elle est composée des CEA 

de type I, de la lame basale et de l’endothélium capillaire (Hughes 2007; Gehr, Bachofen, et 

Weibel 1978). La surface de cette membrane est très importante (équivalente à celle d'une cour 

de tennis de l’ordre de 100m2) (Hughes 2007; Gehr, Bachofen, et Weibel 1978). Le rapport 

surface / épaisseur de cette membrane rend le transport d'O2 et de CO2 extrêmement efficace 

(Hughes 2007).  

 

I.2.2.2 Homéostasie liquidienne: la clairance alvéolaire 

L’épithélium alvéolaire est recouvert d'une couche de revêtement alvéolaire fluide 

constituée de deux phases: un film de surface et une hypophase aqueuse (Weibel et Gil 1968; 

Gil et Weibel 1969; Ochs et al. 2020). Ce revêtement fonctionne comme une couche protectrice 

de la surface alvéolaire et évite l’asséchement des CEA en contact avec l’air. Ainsi, il constitue 

une barrière vis-à-vis des particules inhalées ainsi qu’un environnement optimal des 

macrophages alvéolaires essentiels à la défense immunitaire (Lambrecht 2006). Il joue aussi un 

rôle de solvant de différentes molécules essentielles aux fonctions pulmonaires telles que les 

composants du surfactant (Fronius, Clauss, et Althaus 2012; Ochs et al. 2020).  

Des mécanismes pathologiques tels que l’insuffisance cardiaque ou une augmentation 

de la perméabilité de la membrane alvéolo-capillaire peuvent causer un œdème pulmonaire et 

une perte de l’homéostasie liquidienne (Figure 3A) tels qu’observé dans le cas du syndrome de 

détresse respiratoire aigüe (SDRA) (Huppert et Matthay 2017). Le maintien de cette 

homéostasie est assuré par des mécanismes de transport d'ions transépithéliaux assurés par les 

CEA (Figure 3B) ; (Fronius, Clauss, et Althaus 2012). En effet, les CEA présentent à leur pôle 

apical et baso-latéral de nombreux canaux ioniques assurant le transport actif des ions et limitant 

l’excès de fluide alvéolaire. Le transport actif des ions au travers de l’épithélium alvéolaire 

génère des gradients osmotiques qui fournissent la force motrice de la diffusion passive de l'eau 

de l’espace alvéolaire vers le sang, à travers les aquaporines (AQP) exprimées par les CEA de 

type I (Verkman, Matthay, et Song 2000; Fronius, Clauss, et Althaus 2012). Le transport des 

ions sodium (Na+) à travers le canal sodium (ENaC) sur la surface apicale des CEA de type II 

(Matalon et O’Brodovich 1999) et de type I (Johnson et al. 2002), est le moteur le plus important 

de la génération de ce gradient. En outre, il a été montré que le flux des ions Cl- (chlorure) à 



17 
 

travers le canal CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) participe aux 

mécanismes de la clairance liquidienne (Fang et al. 2002). 

 

 

Figure 3: Représentation du mécanisme de la clairance alvéolaire et le maintien de l’homéostasie 

liquidienne. 

A) Un œdème alvéolaire peut être causé par une augmentation de la pression hydrostatique capillaire 

ou par une augmentation de la perméabilité alvéolo-capillaire. B) La résorption d’un œdème alvéolaire 

est régulée par des mécanismes de transport d'ions transépithéliaux assurés par les CEA de type I et de 

type II. Adapté d’après (Huppert et Matthay 2017). 
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I.2.2.3 Production de surfactant 

Une des caractéristiques des CEA de type II est la production de surfactant. Le surfactant 

est un agent tensioactif constitué essentiellement de lipides (environ 90%) et de protéines 

(environ 10%). La fraction lipidique est composée majoritairement de phospholipides dont le 

plus abondant est la dipalmitoylphosphatidylcholine, qui joue un rôle important dans la baisse 

de la tension superficielle. La fraction protéique quant à elle est composée majoritairement de 

protéines associées au surfactant (surfactant associated proteins) : SP -A, SP-B, SP-C et SP-D 

mais également d’autres protéines principalement dérivées de sérum (Griese 1999; Fehrenbach 

2001). 

Le surfactant a différents rôles au niveau des alvéoles pulmonaires. Il exerce à la fois 

des fonctions biophysiques et immunologiques. En effet, pendant l’expiration, le surfactant 

protège les alvéoles de l’affaissement en abaissant la tension superficielle. Il joue également un 

rôle dans l’équilibre des forces hydrostatiques empêchant ainsi la formation d’un l’œdème 

pulmonaire (Griese 1999). Il participe aussi à la défense immunitaire en éliminant les 

pathogènes au niveau pulmonaire. En effet, les protéines SP-A et SP-D (Crouch 2000) du 

surfactant peuvent se lier à des agents pathogènes facilitant ainsi leur élimination par les 

macrophages alvéolaires (Fehrenbach 2001; Pison et al. 1994). Par ailleurs, des mutations dans 

les gènes codant pour les constituants du surfactant notamment les gènes SFTPB et SFTPC 

codants pour les protéines SP-B et SP-C respectivement ont été décrites (Wert, Whitsett, et 

Nogee 2009). Bien que rares, ces troubles génétiques entraînent une détresse respiratoire aiguë 

et une insuffisance respiratoire chez les nouveau-nés à terme avec une mortalité et une 

morbidité importantes. Chez les nourrissons plus âgés, les enfants et les adultes, ces mutations 

conduisent à une pneumopathie interstitielle diffuse (Wert, Whitsett, et Nogee 2009).  

 

I.3  Pathologies du poumon distal   

I.3.1 Pneumopathies interstitielles diffuses   

Les pneumopathies interstitielles diffuses (PID) constituent un groupe hétérogène de 

pathologies qui touchent la partie profonde du poumon, généralement l’interstitium pulmonaire, 

mais elles peuvent également affecter les espaces aériens, les voies aériennes périphériques et 

les vaisseaux ainsi que leurs composantes épithéliales et endothéliales respectives. Les PID sont 

causées par différentes agressions touchant le parenchyme pulmonaire, et se traduisent par des 

manifestations inflammatoires (comme le SDRA) et fibrosantes (comme la fibrose pulmonaire 

idiopathique, FPI) (« American Thoracic Society/European Respiratory  Society International 
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Multidisciplinary Consensus  Classification of the Idiopathic Interstitial Pneumonias » 2002); 

(Kalchiem-Dekel et al. 2018).  

 

I.3.2 Le syndrome de détresse respiratoire aigüe  

I.3.2.1 Définition et Epidémiologie  

Le syndrome de détresse respiratoire aigüe (SDRA) est une réponse inflammatoire 

pulmonaire aiguë se traduisant par l’apparition d’un œdème pulmonaire non-hydrostatique dû 

à une augmentation de la perméabilité vasculaire. Il se caractérise également par une diminution 

de la compliance pulmonaire et une altération des échanges gazeux conduisant à une hypoxémie 

et une augmentation de la pression partielle en CO2 (Rezoagli, Fumagalli, et Bellani 2017). La 

plus récente des définitions du SDRA est celle dite « définition de Berlin» qui a été proposée 

par un groupe de travail sous l’évaluation de « European Society of Intensive Care Medicine ». 

Dans cette définition, le SDRA se caractérise par l’association d’une évolution aigüe et rapide, 

une hypoxémie sévère, la présence des infiltrats radiologiques bilatéraux et un œdème 

pulmonaire d’origine non cardiogénique (ARDS Definition Task Force et al. 2012). 

La majorité de données épidémiologiques récentes concernant le SDRA sont issues de 

l’étude « LUNG SAFE ». Il s’agit d’une étude de cohorte de patients (plus de 29000 patients) 

prospective et multicentrique, réalisée au niveau des unités de soins intensifs (USI) de différents 

pays à travers les différents continents (Bellani et al. 2016). Le SDRA représentait 10,4% de 

tous les participants en USI. La mortalité hospitalière était plus importante pour ceux avec un 

SDRA modéré à sévère. La variabilité de l’incidence du SDRA selon la localisation 

géographique a été également rapportée par cette étude avec l’Océanie en tête du classement 

suivie par l’Europe (Bellani et al. 2016). 

 

I.3.2.2 Diagnostic du SDRA  

Le diagnostic positif du SDRA repose sur la présence des quatre critères nécessaires 

proposés dans la définition récente de Berlin cités ci-dessus (ARDS Definition Task Force et 

al. 2012). Selon le degré de l’hypoxémie, le SDRA est classé en trois types selon la sévérité: 

léger (200 < PaO2/FiO2 ≤ 300 mmHg), modéré (100 < PaO2/FiO2 ≤ 200 mmHg) et sévère 

(PaO2/FiO2 ≤ 100 mmHg) (ARDS Definition Task Force et al. 2012). 

L’identification du facteur de risque sous-jacent à l’apparition de ce syndrome est un 

aspect très important dans le diagnostic du SDRA. Dans le cas d’une difficulté à identifier 

l’étiologie, une bronchoscopie avec un lavage bronchoalvéolaire et une numération cellulaire, 
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ou une biopsie pulmonaire peut-être nécessaire pour le diagnostic (Matthay et al. 2019). Des 

dommages alvéolaires diffus comprenant un œdème pulmonaire, les membranes hyalines et 

l’inflammation interstitielle dans la phase aigüe (Figure 4), sont considérés comme la 

caractéristique histologique du SDRA, bien qu’absents chez environ la moitié des patients 

atteints de SDRA (Cardinal-Fernández et al. 2017). 

 

 

Figure 4: Exemples d’analyses histologiques chez les patients atteints de SDRA 

(A) Poumon normal avec distension alvéolaire légère. (B) Dommages alvéolaires diffus (flèches jaunes: 

membranes hyalines). (C) Pneumonie aiguë (flèches noires: infiltration de neutrophiles). (D) 

Pneumonie aiguë avec lésions alvéolaires diffuses (flèches noires: infiltration de neutrophiles; flèches 

jaunes: membranes hyalines).(Cardinal-Fernández et al. 2017) 

 

I.3.2.3 Physiopathologie du SDRA et facteurs de risque  

Le développement d’un SDRA peut être causé par différentes affections telles que les 

infections virales et les traumatismes sévères. La susceptibilité et la sévérité du SDRA peuvent 

être augmentées par certains facteurs environnementaux (par exemple l’exposition aux 

polluants de l'air ambiant) (Ware et al. 2016; Reilly et al. 2019) ou certains variants génétiques 

(Gao et Barnes 2009) (par exemple les gènes impliqués dans la réponse inflammatoire et la 

fonction des cellules endothéliales) (Christie et al. 2012; Huppert, Matthay, et Ware 2019). Les 
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différents stades du développement du SDRA (Figure 5) ont été décrits pour la première fois 

en 1977 par Bachofen et Weibel en 1977 (Bachofen et Weibel 1977). 

La phase initiale se caractérise par la présence d’un œdème interstitiel et alvéolaire, une 

lésion endothéliale et épithéliale, une accumulation de neutrophiles, de macrophages et de 

globules rouges dans les alvéoles (Figure 5A). Dans la seconde phase, une réabsorption d’une 

partie de l'œdème est observée ainsi qu’une prolifération de CEA de type II, témoignant d’une 

tentative de réparation. À ce stade, des altérations fibreuses de l'interstitium étaient les résultats 

prédominants avec une infiltration de fibroblastes et des dépôts de collagène (Figure 5B). Dans 

la phase chronique, on trouve une résolution d’infiltrat neutrophile avec plus de cellules 

mononuclées et de macrophages dans les alvéoles et une fibrose bien installée (Figure 5C) ; 

(Bachofen et Weibel 1977; Matthay et Zemans 2011; Thille et al. 2013). Ainsi, les mécanismes 

physiopathologiques impliqués dans ces différentes phases sont complexes. 
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Figure 5: Mécanismes physiopathologiques du SDRA. 

A) Phase aigüe du SDRA. B) Phase proliférative du SDRA. C) Evolution fibrosante du SDRA. Adapté 

d’après (Sweeney et McAuley 2016). 
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I.3.2.4 Traitement du SDRA 

Pendant une longue période, les chercheurs et les cliniciens ont tenté d’utiliser des 

thérapies préventives dans la phase initiale de la progression de la lésion pulmonaire aiguë, 

avant son évolution au stade SDRA. Des essais cliniques en utilisant des corticostéroïdes 

comme approche préventive chez les patients ont été effectués mais sans effets bénéfiques 

(Luce et al. 1988; Weigelt et al. 1985; Matthay et al. 2019). Actuellement il n’existe aucun 

médicament efficace permettant de prévenir ou de gérer le SDRA.  

La gestion du SDRA repose sur le diagnostic et le traitement des infections responsables 

avec une assistance respiratoire y compris une supplémentation en oxygène et la ventilation à 

pression positive. Le patient reçoit également une protection contre la surcharge liquidienne 

(généralement en utilisant des diurétiques) ainsi qu’un soutien nutritionnel jusqu'à ce que des 

signes d'amélioration soient observés. La ventilation mécanique est appliquée dans les cas 

sévères et a pour but de maintenir une oxygénation nécessaire et une élimination du dioxyde de 

carbone (Matthay et al. 2019). En revanche, des études ont montré que l’utilisation de celle-ci 

peut exacerber les lésions pulmonaires et le SDRA à cause d’une exposition à un volume 

courant relativement élevé ou à une pression importante (Matthay, Ware, et Zimmerman 2012; 

Matthay et al. 2019). La pression expiratoire positive (PEP) est la ventilation protective utilisée 

systématiquement chez les patients atteints de SDRA pour faciliter l’oxygénation, prévenir les 

collapsus et favoriser le recrutement alvéolaire (Gattinoni et al. 2006; Crotti et al. 2001; Matthay 

et al. 2019). Il existe également des équipements de ventilation non invasifs recommandés 

généralement pour les patients avec un SDRA léger comme l’utilisation de l’oxygène à haut 

débit à traves d’une canule nasale avec un diamètre élevé. Cette méthode est efficace et bien 

tolérée par les patients atteints de SDRA léger (Frat et al. 2015; Matthay 2015).  

Par ailleurs, plusieurs travaux se sont lancés dans la recherche d’autres molécules à but 

curatif telle que l’Erythropoïétine (Epo), qui a été proposée comme traitement de lésions 

pulmonaires aigües (Kakavas et al. 2011). Ces effets potentiels de l’Epo ont fait l’objet d’une 

revue de littérature située en annexe. 

  

I.3.3 La fibrose pulmonaire idiopathique  

I.3.3.1 Définition et Epidémiologie 

La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) est la pathologie la plus courante des 

pneumopathies interstitielles diffuses chroniques chez l’adulte (Cottin et al. 2017; Barratt et al. 

2018). Il s’agit d’une atteinte fibrosante, progressive d’étiologie inconnue qui touche la partie 
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interstitielle (parenchyme) du poumon (M. Selman et al. 2001; Moisés Selman et Pardo 2014). 

C’est une maladie rare, irréversible et incurable malgré l’apparition de traitements anti-

fibrosants permettant de ralentir l’évolution clinique de la maladie (Cottin et al. 2017) tels que 

la pirfénidone (King et al. 2014; Knüppel et al. 2017). 

L’incidence annuelle de la FPI chez les personnes âgées de 18 à 64 ans est d'environ 6 

cas pour 100000 habitants/an (Ganesh Raghu et al. 2016; Glassberg 2019). Cependant, chez les 

adultes de plus de 65 ans, l'incidence augmente à 94 cas pour 100000 habitants/an (Ganesh 

Raghu et al. 2014; Glassberg 2019). De même, la prévalence de la FPI est d’environ 18 cas 

pour 100000 adultes âgés de 18 à 64 ans (Ganesh Raghu et al. 2016; Glassberg 2019), tandis 

que chez les personnes de 65 ans et plus, la prévalence est de 495 cas pour 100000 personnes 

(Ganesh Raghu et al. 2014; Glassberg 2019). Ces données peuvent varier selon les pays en 

raison des différences dans les méthodes de collecte de données (Glassberg 2019). Selon des 

études menées depuis les années 2000, l’incidence est estimée de 3 à 9 cas pour 100 000 

habitants/an en Europe et en Amérique du Nord. Cependant, l'incidence était plus faible en Asie 

de l'Est et en Amérique du Sud (Hutchinson et al. 2015). La médiane de survie est estimée de 2 

à 5 ans à partir du diagnostic (Ganesh Raghu et al. 2016; Ley, Collard, et King 2011). 

L’incidence augmente notamment avec l’âge avancé et le sexe masculin  (le ratio homme : 

femme équivalent à 1,77 :1) (King et al. 2001; Navaratnam et al. 2011; Ganesh Raghu et al. 

2014) avec une durée de survie plus courte après le diagnostic (Ganesh Raghu et al. 2014). 

Selon plusieurs études, la mortalité et l’incidence de la FPI semblent augmenter au fil du temps 

(Kaunisto et al. 2013; Hutchinson et al. 2015). 

Cliniquement, les patients FPI souffrent principalement d’une dyspnée et de 

l’aggravation des fonctions pulmonaires qui sont associées au mauvais pronostic (Ganesh 

Raghu et al. 2014; Strongman, Kausar, et Maher 2018). La sévérité de la dyspnée est 

généralement associée à la qualité de vie du patient et à la survie (King, Pardo, et Selman 2011, 

221; Nakamura et Suda 2015). D’autres symptômes sont également liés à cette pathologie tels 

que la présence d’une toux sèche, des crépitants bilatéraux à l’auscultation pulmonaire 

(Thomson et al. 2019) mais également l’hippocratisme digital (déformation des doigts) qui 

apparait dans 50% des cas (Cottin et al. 2017; Nakamura et Suda 2015). L’évolution clinique 

de la FPI est variable et imprévisible, avec un risque d’exacerbation aiguë de la maladie dont 

l’évolution peut être fatale (Cottin et al. 2017). Parmi les facteurs de risque qui sont liés à la 

FPI on retrouve le tabagisme (Baumgartner et al. 1997), les reflux gastro-œsophagien (RGO) 

(G. Raghu et al. 2006), les infections virales (Moore et Moore 2015) et d’autres facteurs 
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environnementaux comme l’exposition à la poussière de bois, l’amiante, et la pollution 

atmosphérique (Trethewey et Walters 2018). Il existe également une prédisposition génétique 

qui est considérée comme facteur clé dans la survenue de la FPI telle que les mutations et des 

polymorphismes incluant un polymorphisme mononucléotidique commun (rs35705950) dans 

la région du promoteur MUC5B (mucine 5B) (Seibold et al. 2011; Peljto et al. 2013), des 

mutations des gènes liés à la télomérase (Thomson et al. 2019), des variants génétiques codants 

pour les constituants du surfactant : SFTPC (Nogee et al. 2001; Kaur, Mathai, et Schwartz 

2017), SFTPA1 (Nathan et al. 2016; Kaur, Mathai, et Schwartz 2017), SFTPA2 (Y. Wang et 

al. 2009; Kaur, Mathai, et Schwartz 2017) et ABCA3 (Crossno et al. 2010; Kaur, Mathai, et 

Schwartz 2017). De plus, une mutation dans la région carboxyl-terminale de la protéine C du 

surfactant (mutation SFTPC-L118Q) a été rapportée dans les formes familiales de fibrose 

pulmonaire. Ainsi, des souris transgéniques exprimant la forme mutante SFTPC-L118Q, 

exclusivement dans les CEA  de type II, développaient une fibrose pulmonaire plus sévère 

comparativement au contrôle Wild-type après traitement à la bléomycine (BLM) (Lawson et 

al. 2011). 

 

 

I.3.3.2 Diagnostic de la FPI  

Le diagnostic de la FPI repose sur plusieurs critères cliniques, radiologiques et 

histopathologiques (Thomson et al. 2019; Cottin et al. 2017). En effet, le diagnostic de la FPI 

nécessite avant tout une exclusion de toute autre forme de PID qui sont causées par des facteurs 

déterminés (toxicité médicamenteuse, connectivites et exposition environnementales) 

(Thomson et al. 2019; Cottin et al. 2017). L’examen radiologique a pour but de rechercher la 

présence d’un aspect de pneumopathie interstitielle commune (PIC) (en anglais « usual 

interstitial pneumonia (UIP) ») certaine ou probable (Figure 6A, 6B) ; (Thomson et al. 2019; 

Cottin et al. 2017).  

Chez un patient remplissant toutes les caractéristiques typiques par la présence des 

opacités réticulaires et des images en rayon de miel, le diagnostic radiologique peut être retenu 

et validé. Cependant, si la présence d’un aspect de pneumopathie interstitielle commune n’est 

pas certaine au niveau radiologique, un examen histopathologique sur des biopsies pulmonaires 

est nécessaire. Cette analyse, permet de valider la présence ou non d’un aspect de PIC et 

d’exclure tout autre aspect (Figure 6C, 6D) ; (Cottin et al. 2017). La PIC est caractérisée par 

une hétérogénéité temporelle et spatiale. L'hétérogénéité temporelle se réfère à des atteintes 
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hétérogènes à diffèrent stades de développement de fibrose, en allant d’une initiation au 

remodelage vers une fibrose terminale. L'hétérogénéité spatiale reflète la distribution inégale 

des diverses altérations pathologiques dans le poumon. En effet, un parenchyme avec une 

structure d’apparence normale peut se retrouver à proximité des zones fibrotiques sévèrement 

affectées. Les caractéristiques microscopiques de la PIC sont la présence des foyers de 

fibroblastes, un épaississement des parois inter-alvéolaires, une hypertrophie et une hyperplasie 

des CEA de type II (Knudsen, Ruppert, et Ochs 2017). 

 

 

Figure 6: Exemples d’analyses radiologiques et histologiques chez les patients démontrant un 

aspect de pneumopathie interstitielle commune. 

A) et B) Images de tomodensitométrie à haute résolution (HRCT) démontrant un modèle de PIC avec 

des nids d'abeilles: les images HRCT axiales et coronales montrant une prédominance basale et 

périphérique d’une anomalie réticulaire avec plusieurs couches de nids d'abeilles (flèches noires). C) 

et D) Échantillons de biopsie pulmonaire chirurgicale démontrant le modèle de PIC. (C) Microscopie 

à balayage montrant un processus irrégulier avec des espaces en nids d'abeilles (flèche épaisse), 

certaines régions de tissu pulmonaire préservées (flèche mince) et une fibrose qui s'étend dans le 

poumon à partir des régions sous-pleurales. (D) Région de fibrose plus chronique (présentée par une 

flèche épaisse) et un foyer de fibroblastes (présenté par l’astérisque). D’après (Ganesh Raghu et al. 

2011) . 

 

I.3.3.3 Mécanismes physiopathologiques de la FPI et facteurs de risque 

Plusieurs études ont été effectuées dans le but de comprendre les mécanismes 

physiopathologiques impliqués dans la FPI. Pendant plusieurs décennies, l’hypothèse d’une 
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agression inflammatoire chronique (alvéolite), persistante, due à une cause inconnue était 

considérée comme le facteur clé de la fibrogénèse pulmonaire dans la FPI (HAMMAN 1944; 

Dempsey 2006; Noble et Homer 2005). Cependant, des études suggèrent que l’inflammation 

jouerait un rôle mineur dans le développement de la FPI. En effet, l’utilisation des traitements 

anti-inflammatoires n’a pas montré d’efficacité chez les patients FPI (Davies, Richeldi, et 

Walters 2003; L. Richeldi et al. 2003; Dempsey 2006). Selon l’hypothèse actuelle, le 

développement de la FPI serait dû à des micro-agressions répétées de l’épithélium alvéolaire 

par divers facteurs endogènes et exogènes (virus, fumée de cigarette, RGO, polluants…Etc) 

menant à une dérégulation du dialogue épithélio-mésenchymateux et conduisant à une 

réparation aberrante de l’épithélium lésé (M. Selman et al. 2001; Dempsey 2006).  

 

a) Processus de réparation normale chez un sujet sain 

Dans un contexte physiologique chez un sujet sain, l’épithélium alvéolaire peut subir 

des agressions conduisant à la dénudation de la lame basale due à l’apoptose des CEA 

notamment les plus fragiles (les CEA de type I) (Figure 7A). S’ensuit un processus de réparation 

avec une étape clé « la réépithélialisation » (M. Selman et al. 2001) essentiellement médiée par 

les CEA de type II, qui ont la capacité de proliférer et de se différencier en CEA de type I 

(Evans et al. 1975; Barkauskas et al. 2013) . Cette réparation est favorisée par le dialogue entre 

les CEA et les fibroblastes résidant dans le poumon, via la sécrétion de diverses cytokines et 

facteurs de croissance (M. Selman et al. 2001). Les fibroblastes sont des cellules 

mésenchymateuses, polyvalentes jouant un rôle très important dans le processus de réparation 

après lésion dans la plupart des organes (Li et Wang 2011). Dans des conditions de réparation 

normale, les fibroblastes infiltrent la plaie et se différentient en myofibroblastes en réponse à 

une lésion. Les myofibroblastes sont des cellules contractiles avec des caractéristiques 

intermédiaires entre les fibroblastes et des cellules musculaires lisses. Elles sécrètent des 

protéines de la matrice extracellulaire qui forment une matrice provisoire, qui sert 

d'échafaudage pour la réparation des tissus. La contraction des myofibroblastes et la matrice 

provisoire facilitent la réparation en apportant des cellules épithéliales saines au niveau de la 

plaie. La sécrétion de collagène stabilise la matrice contractée entourant les myofibroblastes.  

Une fois le processus de réparation fini, les myofibroblastes disparaissent progressivement 

probablement par un phénomène d’apoptose et la MEC provisoire est dégradée (Figure 7B) ; 

(M. Selman et al. 2001; Li et Wang 2011). 
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Figure 7: Hypothèse physiopathologique du développement de la FPI. 

A) Des micro-agressions répétées induisent des lésions de l’épithélium alvéolaire. B) Processus de 

réparation physiologique conduisant à la restauration d’un épithélium normal. C) Processus de 

réparation aberrante conduisant à un tissu cicatriciel et une fibrose. Adapté d’après (M. Selman et al. 

2001; Moisés Selman et Pardo 2014). 
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b) Processus de réparation aberrante dans le cas de la FPI 

Dans le cas de la FPI, ce processus de cicatrisation devient chronique. En effet, des 

agressions répétées de l’épithélium alvéolaire induisent un défaut de réépithélialisation et une 

mauvaise réparation de l’épithélium alvéolaire (Figure 7C). Ces agressions provoquent d’une 

part un décrochage de cellules épithéliales et leur apoptose notamment des CEA de type I et 

une dénudation persistante de la membrane basale (M. Selman et al. 2001; Pardo et Selman 

2002). Cette mort excessive des CEA constitue un facteur clé dans la pathogenèse de la FPI. 

Une sur-activation de la voie de signalisation pro-apoptotique (Fas-FasL) dans les cellules 

épithéliales de patients FPI a été retrouvée (Maeyama et al. 2001). De plus, une augmentation 

de l’expression des protéines pro-apoptotiques (p53, p21, caspase 3 et Bax) et une diminution 

de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 a été retrouvée chez les patients FPI (Plataki et al. 2005). 

Des études in vivo ont montré qu’une induction de l’apoptose spécifique des cellules 

épithéliales était suffisante pour induire une fibrose pulmonaire (Hagimoto et al. 1997; Sisson 

et al. 2010). Enfin, une potentielle implication des fibroblastes et des myofibroblastes dans 

l’induction de l’apoptose des CEA a été également rapportée (Bruce D. Uhal et al. 1998; B. D. 

Uhal et al. 1995). En effet, les analyses de tissus FPI ont révélé une augmentation de l’apoptose 

et de la nécrose des CEA proches des foyers de myofibroblastes. Ceci suggère un rôle clé des 

fibroblastes actifs dans l’induction des dommages des CEA qui provoque des collapsus 

alvéolaires et un remodelage tissulaire (Bruce D. Uhal et al. 1998; Myers et Katzenstein 1988). 

De plus, le milieu conditionné de fibroblastes isolés de poumons de patients FPI induisait 

l’apoptose des CEA in vitro (B. D. Uhal et al. 1995). 

D’autre part, on retrouve dans les biopsies de patients atteints de FPI une activation 

anormale des CEA de type II qui deviennent hypertrophiques, hyperplasiques et sécrètent des 

cytokines et des facteurs de croissance tels que le PDGF (platelet-derived growth factor) 

(Antoniades et al. 1990; M. Selman et al. 2001) et le TGF-β (transforming growth factor-β) 

notamment à des stades avancés du développement de la fibrose (Khalil et al. 1996). Ces 

facteurs induisent la migration, la prolifération et la différenciation de fibroblastes en 

myofibroblastes (M. Selman et al. 2001; Moisés Selman et Pardo 2014). Ces myofibroblastes 

s’alignent parallèlement et constituent la majorité de cellules qui forment les foyers 

fibroblastiques (Kuhn et McDonald 1991; Myers et Katzenstein 1988). En effet, au-dessus des 

foyers fibroblastiques se trouvent des zones de membrane basale endommagées et un 

épithélium dénudé ce qui va favoriser le passage des fibroblastes de l’interstitium vers 

l’épithélium alvéolaire (M. Selman et al. 2001). Ces foyers peuvent être enrichis par le 
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recrutement de fibrocytes sanguins (Maharaj, Shimbori, et Kolb 2013). Des études réalisées sur 

des modèles animaux ont montré que ces fibrocytes sont recrutés dans les sites de lésions via 

des chimiokines telles que CXCL12 (Phillips et al. 2004) et CCL12 (Moore et al. 2006). De 

plus, certaines CEA pourraient elles-mêmes subir une transition épithélio-mésenchymateuse 

(TEM) en myofibroblastes induite par le TGF-β1 (Willis et al. 2005). D’une manière 

intéressante, l’analyse des tissus des patients FPI a révélé la présence d’une population 

cellulaire co-exprimant des marqueurs épithéliaux et mésenchymateux,suggérant ainsi une 

TEM des CEA chez ces patients (Willis et al. 2005). Par ailleurs, les myofibroblastes 

développeraient un phénotype résistant aux signaux apoptotiques (B. D. Uhal 2008). Ils 

produisent et sécrètent de la MEC d’une manière excessive, ce qui provoque un épaississement 

du parenchyme pulmonaire qui devient rigide, conduisant au développement d’une fibrose 

pulmonaire irréversible et à un déclin de la fonction respiratoire (Figure 7) ; (M. Selman et al. 

2001; Pardo et Selman 2002). 

 

I.3.3.4 Traitement de la FPI 

Actuellement il existe des traitements médicamenteux permettant de ralentir la 

progression de cette pathologie mais qui ne sont pas des traitements curatifs. La pirfénidone et 

le nintédanib ont été les premiers agents à réduire le déclin de la capacité vitale forcée (CVF) 

chez les patients atteints de FPI (Sgalla et al. 2020; Luca Richeldi et al. 2014; King et al. 2014).   

Le nintédanib est un inhibiteur de la tyrosine kinase, développé à l'origine comme 

médicament anticancéreux qui a des propriétés anti-angiogéniques par le blocage de la voie du 

VEGF (vascular endothelial growth factor) (Hilberg et al. 2008). Il a été par la suite reconnu 

que le nintédanib possédait une activité antifibrotique (Wollin et al. 2014). On pense que le 

mécanisme d'action du nintédanib dans la FPI consiste en l'inhibition des médiateurs pro-

fibrosants, notamment le PDGF, le FGF (fibroblast growth factor), le TGF-β ainsi que le VEGF, 

réduisant l'activité des fibroblastes (Wollin et al. 2015). 

La pirfénidone est un traitement anti-fibrosant avec des propriétés anti-inflammatoires 

et antioxydantes (King et al. 2014; Knüppel et al. 2017). Malgré le fait que son mécanisme 

d’action soit mal connu, ces effets anti-fibrosants ont été montrés dans un modèle de fibrose 

pulmonaire induite par instillation intratrachéale de BLM chez le hamster. Des études in vitro 

sur les fibroblastes pulmonaires humains adultes dérivés de patients atteints de FPI, montrent 
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que ce traitement inhibe les effets du TGF-β sur la synthèse du collagène et de la MEC (Ganesh 

Raghu et al. 1999).  

Ces deux molécules ont montré une efficacité dans l’inhibition de la formation des 

fibrilles de collagène I et ont provoqué une réduction et une altération de l'apparence des 

faisceaux de fibrilles de collagène (Knüppel et al. 2017).  

Malgré la présence de ces traitements qui soulagent les patients, la FPI continue d’être 

une maladie évolutive avec un mauvais pronostic. À ce jour, la transplantation pulmonaire reste 

la seule option efficace qui confère une meilleure survie et une bonne qualité de vie à certains 

patients. Cependant, différentes complications post-transplantation sont à envisager telles que 

l’infection, les tumeurs ou un rejet chronique du greffon qui constitue la principale mortalité à 

long terme (Laporta Hernandez et al. 2018). 

Comme dans le SDRA, une thérapie potentielle à l’Epo pourrait être envisagée dans le 

cas de la FPI. En effet, des études ont montré que l’Epo exerce des effets protecteurs anti-

fibrosants dans divers organes tels que le cœur et le rein (Lu et al. 2012; Geng, Hu, et Lian 

2015). Ces effets potentiels de l’Epo ont fait l’objet d’une revue de littérature située en annexe. 
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II Le syndrome d’apnées obstructives du sommeil (SAOS) 

Différentes études ont rapporté la fréquence des perturbations du sommeil et la présence 

du SAOS chez les patients atteints de pneumopathies interstitielles (Pihtili et al. 2013; Lancaster 

et al. 2009; Troy et Corte 2014). Actuellement, le SAOS est reconnu comme une comorbidité 

importante associée à la FPI qui peut affecter la survie des patients (Ganesh Raghu et al. 2011; 

Schiza et al. 2015). En effet, plusieurs études cliniques, dont une de notre laboratoire, ont 

montré une forte prévalence du SAOS chez les patients FPI, par rapport à la population générale 

(Lancaster et al. 2009; Gille et al. 2017). Lancaster et ses collaborateurs ont montré que 88% 

des sujets déjà suivis pour une FPI présentent un SAOS dont 20% avec un SAOS léger et 68% 

avec un SAOS modéré à sévère. Cette étude a suggéré qu’un test de diagnostic du SAOS doit 

être envisagé chez les patients souffrant d’une FPI compte tenu de cette forte incidence 

(Lancaster et al. 2009). Dans l’étude réalisée dans notre laboratoire par Gille et al, une 

prévalence d’un SAOS modéré à sévère et d’un SAOS sévère chez 62% et 40% respectivement 

a été retrouvée chez les patients avec une FPI nouvellement diagnostiquée (incidente) (Gille et 

al. 2017). 

 

II.1 Définition et Epidémiologie 

Les apnées du sommeil sont la forme la plus répandue de troubles du sommeil et sont 

caractérisées par des pauses respiratoires récurrentes dues à un rétrécissement /collapsus des 

VAS et/ou à un arrêt périodique du réseau respiratoire ponto-bulbaire au cours du sommeil 

(Fung 2014). Les apnées obstructives sont les plus communes des apnées du sommeil (Franklin 

et Lindberg 2015). Le SAOS est défini par l’obstruction itérative des VAS pendant le sommeil, 

due au moins en partie au relâchement des muscles dilatateurs du pharynx (Terry Young, 

Peppard, et Gottlieb 2002), responsable d’une obstruction fréquemment associée à la 

fragmentation du sommeil et à des micro-réveils (Guilleminault et al. 1993; T. Young et al. 

1993), conduisant à leur tour à la contraction de ces muscles dilatateurs des VAS. Cette 

succession d’événements au cours de la nuit conduit à de brefs épisodes d’hypoxie-

réoxygénation de façon répétée et cyclique (Eckert et Malhotra 2008). 

Des études sur la prévalence du SAOS ont montré que ce syndrome touche généralement 

des personnes adultes avec une prévalence qui peut varier de 6% à 17% de la population 

générale, atteignant 49% dans les âges avancés (Senaratna et al. 2017).  
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Il est également plus fréquent chez les hommes (24% des hommes d’âge moyen versus 

9%  des femmes dans la même fourchette d’âge) (T. Young et al. 1993; Block et al. 1979). Chez 

les hommes, une corrélation positive entre l'âge avancé et l'obésité avec l'incidence de la 

désaturation nocturne en oxygène et de la respiration anormale a été rapportée (Block et al. 

1979, 19).  

Parmi les symptômes les plus fréquents chez les patients SAOS pendant leur sommeil, 

on trouve les ronflements, étouffement nocturne, dyspnée, bouche sèche, RGO. En dehors de 

la période de sommeil ces patients souffrent généralement d’une hypersomnolence diurne et 

d’une fatigue,  maux de tête, baisse de la concentration, agressivité et anxiété …etc 

(Guilleminault, Tilkian, et Dement 1976; Guilleminault et al. 1993; Qureshi, Ballard, et Nelson 

2003). En outre, le SAOS est un facteur de risque indépendant de nombreuses pathologies telles 

que les pathologies cardiovasculaires (Bradley et Floras 2009) Bradley & Floras, 2009 et 

métaboliques  (FUSETTI et al. 2012). 

 

II.2 Diagnostic du SAOS  

La présence et le degré de sévérité du SAOS sont évalués par le calcul de l’index 

d’apnées hypopnées (IAH), qui se définie par le nombre d’apnées et/ou d’hypopnées qui se 

produisent par heure pendant le sommeil. Le SAOS est défini avec un IAH ≥ 5 

évènements/heure et peut-être classé en trois types : léger (5 ≤ IAH < 15 évènements/heure), 

modéré (15 ≤ IAH ≤ 30) ou sévère (IAH > 30) (« Sleep-Related Breathing Disorders in Adults: 

Recommendations for Syndrome Definition and Measurement Techniques in Clinical 

Research » 1999)  (Gottlieb et Punjabi 2020). 

Le SAOS est détecté généralement en utilisant des tests d’apnées du sommeil à domicile 

ou en laboratoire. En laboratoire, la polysomnographie (PSG) est majoritairement utilisée pour 

le diagnostic standard du SAOS chez les patients au moment du sommeil (Gjevre et al. 2011; 

Gottlieb et Punjabi 2020). Au cours de ce test, différents paramètres sont évalués : une 

exploration cérébrale avec une électroencéphalographie ; une mesure de la saturation de 

l'hémoglobine en oxygène par oxymétrie de pouls ; l’effort respiratoire en mesurant les 

mouvements thoraciques et abdominaux à l’aide de bandes d’inductance, le flux d’air à travers 

le nez ou à travers le nez et la bouche (Figure 8). D’autres paramètres peuvent également être 

évalués tels que les ronflements, les mouvements de jambes et la position du corps (Gottlieb et 

Punjabi 2020). L’accès à la PSG nocturne est limité en raison du coût élevé et de la disponibilité 

tardive. Les tests de diagnostic du SAOS à domicile sont de plus en plus utilisés permettant de 
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réduire le coût (5 fois moins cher) et également d’avoir un accès plus précoce au diagnostic. Ce 

test est efficace et utile pour détecter des troubles respiratoires du sommeil à condition de son 

utilisation correcte (Gjevre et al. 2011; Gottlieb et Punjabi 2020). Ces tests permettent de 

mesurer l’effort respiratoire, le flux d’air et la saturation de l’hémoglobine en oxygène. 

Cependant, ils ne permettent pas d’évaluer le stade du sommeil et les mouvements de jambes. 

Les résultats des tests à domicile nécessitent parfois une vérification avec la PSG en laboratoire 

en raison de la possibilité de résultats faux négatifs (Gottlieb et Punjabi 2020). 

 

 

Figure 8 : Un exemple de tracé polysomnographique de 5 minutes des événements du SAOS.  

À chaque apnée obstructive, l'absence de flux d'air s'accompagne de mouvement déphasé du thorax et 

de l’abdomen (flèche pleine), connu sous le nom de respiration paradoxale, et par une diminution de la 

saturation en oxygène. Comme la saturation en oxygène est mesurée par oxymétrie de pouls au doigt, 

la saturation en oxygène du nadir est retardée par rapport à l'apnée en raison de temps de circulation 

du poumon aux doigts. L’Électroencéphalogramme permet d’enregistrer les périodes d’éveil qui permet 

de mettre fin aux événements obstructifs, avec une reprise de la respiration normale (flèche en pointillé) 

et une restauration de saturation en oxygène à des niveaux normaux. Le retour au sommeil après chaque 

excitation est associé à l'effondrement de VAS et aux apnées obstructives récurrentes. D’après (Gottlieb 

et Punjabi 2020). 
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II.3 Mécanismes physiopathologiques du SAOS  

La structure du pharynx est caractérisée par une susceptibilité à la déformation et à un 

affaissement notamment lors du sommeil à cause de l’absence d’un support rigide ou osseux 

(Eckert et Malhotra 2008). La contraction de muscles dilatateurs liés au pharynx est très 

importante pour le maintien de la perméabilité des VAS. Chez les patients SAOS, la  disposition 

des tissus mous est modifiée et les VAS apnéiques semble être plus petites et rétrécies 

latéralement comparativement aux sujets sains (R. J. Schwab et al. 1995; Richard J Schwab et 

al. 2003). Ceci augmentet leur risque d’effondrement et d’obstruction chez ces patients pendant 

le sommeil (R. J. Schwab et al. 1995; Eckert et Malhotra 2008; Gottlieb et Punjabi 2020). 

Associé à cette vulnérabilité pharyngée, l’activité des muscles dilatateurs est réduite pendant la 

période du sommeil (Mezzanotte, Tangel, et White 1992). D’autres facteurs de risque du 

développement du SAOS sont également décrits tels que l’âge, le sexe masculin (Martin et al. 

1997), l'obésité (P. E. Peppard et al. 2000), la consommation d’alcool (Taveira et al. 2018) ainsi 

qu’une prédisposition génétique (Mathur et Douglas 1995; Redline et al. 1995).  

Les obstructions des VAS entrainent un arrêt complet (apnée) ou une réduction 

considérable (hypopnée) du débit d'air pendant au moins 10 secondes (Guilleminault, Tilkian, 

et Dement 1976), malgré la présence d’un effort respiratoire continu (Dp 1985; Qureshi, 

Ballard, et Nelson 2003). Ceci est aussi accompagné par des désaturations répétées en oxygène 

(≥3%) (« Sleep-Related Breathing Disorders in Adults: Recommendations for Syndrome 

Definition and Measurement Techniques in Clinical Research » 1999) ; (Whyte et Gibson 

2018). Des travaux de recherche clinique ont montré que les hypopnées sont cliniquement 

importantes et que le SAOS peut survenir en l'absence d'apnées récurrentes (Gould et al. 1988). 

La survenue fréquente et répétitive d’apnées et/ou hypopnées entraine des épisodes récurrents 

d’hypoxie-réoxygénation ou « Hypoxie Intermittente ; HI ». Ceci induit des troubles 

intermittents des gaz sanguins chez ces patients avec une hypoxémie (diminution de la pression 

partielle en oxygène, PaO2) et une hypercapnie (augmentation de la PaCO2) pendant la période 

du sommeil (Gould et al. 1988; Whyte et Gibson 2018; « Sleep-Related Breathing Disorders in 

Adults: Recommendations for Syndrome Definition and Measurement Techniques in Clinical 

Research » 1999). L’augmentation de l’effort respiratoire ainsi que l’hypoxémie et 

l’hypercapnie provoquent le réveil. Cette réponse permet la restauration de l’activité des 

muscles dilatateurs et la perméabilité pharyngée. Une hyperventilation donc se met en place 

afin de corriger le taux des gaz sanguins (O2, CO2) à la normale (Figure 9).  
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Cette réponse répétée d’une manière chronique et l’HI qui en résulte, constituent une 

composante majeure du SAOS responsable de l’augmentation de toutes les causes de mortalité 

des patients SAOS par rapport aux patients non apnéiques (Whyte et Gibson 2018; Marshall 

Nathaniel S. et al., s. d.; Dewan, Nieto, et Somers 2015b). 

 

 

Figure 9: Représentation schématique de la physiopathologie du SAOS. 

Les séquences physiopathologiques du SAOS sont représentées en bleu et les processus physiologiques 

associés qui se produisent tout au long du cycle sont représentés en dehors du cycle. Adapté d’après 

(Eckert et Malhotra 2008).   

 

II.4 Traitement du SAOS 

Le SAOS est une affection courante associée à une mauvaise qualité de vie du patient 

et consiste un facteur d’aggravation d’autres maladies telles que les pathologies 

cardiovasculaires (Tietjens Jeremy R. et al. 2019). Son traitement est donc nécessaire. 

Actuellement, il existe différentes approches thérapeutiques efficaces conçues pour améliorer 

le sommeil et la qualité de vie du patient. On distingue différents types de traitements : des 

modifications comportementales, l’utilisation d’appareils médicaux ou encore de la chirurgie. 

Le choix du traitement du SAOS dépend de l’état de santé général du patient, de la gravité, de 

la durée et de la cause des symptômes (Jyothi et al. 2019; Gottlieb et Punjabi 2020). 
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Les mesures comportementales sont des méthodes moins invasives et parfois suffisantes 

pour traiter le SAOS. Le patient est amené à modifier certaines habitudes quotidiennes telles 

que la pratique d’exercices physiques (Paul E. Peppard et Young 2004; Iftikhar et al. 2017) , la 

perte de poids (Hudgel et al. 2018), l’arrêt de la consommation d’alcool (Gottlieb et Punjabi 

2020). Ceci inclut également la thérapie positionnelle à l’aide des appareils qui aident les 

personnes à dormir sur le côté en évitant la position sur le dos (position couchée) (Srijithesh et 

al. 2019). 

Pour les patients avec un SAOS, l’utilisation des dispositifs d'avancement mandibulaire 

est recommandée notamment pour ceux qui souffrent d’un SAOS modéré à sévère ou ayant des 

effets indésirables associés au traitement à la pression positive des voies respiratoires  (PAP) 

(Qaseem et al. 2013).  La PAP est la principale thérapie utilisée chez les patients souffrant d’un 

SAOS symptomatique à tous les degrés de sévérité. Le patient à l’aide d’un masque porté sur 

nez ou sur nez et la bouche, est branché à un appareil qui délivre une pression empêchant ainsi 

l’effondrement des voies respiratoires lors de l’inspiration pendant le sommeil. L’utilisation de 

cet appareil permet une amélioration de l’IAH chez 90% des patients (Patil et al. 2019; Gottlieb 

et Punjabi 2020). Pour certains patients notamment ceux avec des symptômes et une intolérance 

au traitement à la PAP, des modifications chirurgicales des VAS sont recommandées. Ces 

interventions consistent à modifier les tissus mous des VAS, tels que le palais, la base de la 

langue et les parois pharyngées latérales. La trachéotomie a été également appliquée et a montré 

une efficacité dans le cas du SAOS sévère avant la disponibilité de la PAP. Cependant, cette 

méthode est invasive et rarement utilisée actuellement (Aurora et al. 2010; Gottlieb et Punjabi 

2020). 

 

II.5 Utilisation des traitements du SAOS dans la FPI 

La relation entre la FPI et le SAOS est complexe et le lien n’est pas clair. En effet, une 

association entre le SAOS et la FPI pourrait être expliquée par une instabilité des VAS 

secondaire à la perte de volume pulmonaire, due au trouble ventilatoire restrictif qui se 

développe au cours de la FPI (Heinzer et al. 2005; Gille et al. 2017). Néanmoins, à l’inverse, le 

SAOS pourrait lui-même avoir des effets pro-fibrosants induits par le RGO nocturne (Green, 

Broughton, et O’Connor 2003; Ganesh Raghu 2003) ou encore par les épisodes répétés 

d’hypoxie-réoxygénation générant ainsi un stress oxydant au niveau pulmonaire (Pialoux et al. 

2009). Ceci suggère que le traitement du SAOS chez les patients FPI pourrait limiter l’impact 
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délétère de ces évènements pathogéniques du SAOS. Des études concernant l’utilisation du 

traitement du SAOS chez les patients FPI sont rares et son efficacité nécessite plus de preuves. 

Néanmoins, une étude monocentrique en 2015 a montré que le traitement du SAOS modéré à 

sévère par ventilation en pression positive continue (PPC ou C-PAP) chez les patients atteints 

de FPI semble améliorer la qualité de vie des patients et diminuer la mortalité (Mermigkis et al. 

2015) sans que les mécanismes impliqués ne soient clairement identifiés. 

 

III Hypoxie intermittente chronique   

III.1 Hypoxie intermittente composante majeure du SAOS 

Les épisodes récurrents d’hypoxie-réoxygénation nocturnes liés aux apnées obstructives 

du sommeil constituent un stress d’HI chronique. Elle est considérée comme un événement 

majeur contribuant à la pathogenèse des comorbidités liées au SAOS. L’HI favorise la 

production des espèces réactives de l’oxygène (ROS) et une inflammation systémique et 

vasculaire avec un dysfonctionnement endothélial. Ces évènements sont principalement les 

causes de morbidité et de mortalité de plusieurs pathologies cardiovasculaires, des 

dysfonctionnements métaboliques, des problèmes cognitifs mais également la progression des 

cancers (Dewan, Nieto, et Somers 2015b). 

L’HI est largement utilisée en recherche afin de mimer les effets délétères de l'apnée du 

sommeil. Différents modèles animaux ont été développés dans le but de comprendre les 

mécanismes mis en place par l’HI lors du SAOS. Les protocoles expérimentaux d’HI 

impliquent généralement plusieurs variables : la durée d’exposition qui peut s’étendre sur 

plusieurs jours voire plusieurs semaines, la fréquence des cycles ainsi que le pourcentage d’O2 

(nadir FiO2) choisi pour les conditions d’hypoxie (Farré et al. 2018; Almendros, Wang, et Gozal 

2014).  

Cependant, il faut noter que selon le protocole d’exposition utilisé, les effets de l’HI 

semblent être controversés d’une étude à l’autre. En effet, l’HI peut avoir des effets bénéfiques 

et protecteurs ou bien des effets délétères selon la configuration des paramètres cités ci-dessus 

(Dale, Ben Mabrouk, et Mitchell 2014). Ceci semble également dépendre de la capacité de 

l'organisme à répondre et à activer les mécanismes adaptatifs à l'IH (Almendros, Wang, et Gozal 

2014). 
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III.2 Les effets moléculaires et cellulaires de l’hypoxie intermittente   

Selon son degré et sa sévérité, l’HI peut induire des effets cellulaires et moléculaires qui 

sont souvent délétères. D’une part, par le biais du stress oxydant (Lavie 2003; Lavie, 

Vishnevsky, et Lavie 2004; Jordan et al. 2006) et de l’inflammation (Unnikrishnan, Jun, et 

Polotsky 2015) qu’elle génère. D’autre part, l’HI est une forme d’hypoxie qui stabilise le facteur 

de transcription HIF-1α (hypoxia inducible factor), impliqué dans différents mécanismes 

pathologiques (Moulin et al. 2018; Semenza 2011). D’autres stress semble être induits en 

réponse à l’HI tels que le stress du réticulum endoplasmique (RE) qui a été rapporté par 

plusieurs études dans divers organes (Belaidi et al. 2016; L.-H. Xu et al. 2015; Hou et al. 2017; 

Shi et al. 2020). L’activation de ces différents stress moléculaires conduirait à des évènements 

cellulaires tels que l’apoptose (Redza-Dutordoir et Averill-Bates 2016; Delbrel et al. 2018), la 

TEM (Delbrel et al. 2019), la sénescence cellulaire (J. He et al. 2019; Davalli et al. 2016; H. S. 

Kim et al. 2019) et l’autophagie (P. Wang et al. 2017; Akhter et al. 2020; Ornatowski et al. 

2020). L’activation de ces facteurs de stress ainsi que les évènements cellulaires qu’ils 

induisent, jouent un rôle important dans divers processus pathologiques tels que la fibrogénèse 

pulmonaire.  

 

III.2.1 Hypoxie intermittente et le facteur de transcription HIF 

L’HI a pour conséquence moléculaire de stabiliser le facteur de transcription HIF-1 

(Yuan et al. 2008; Prabhakar, Kumar, et Nanduri 2010; Moulin et al. 2018) impliqué dans la 

régulation de l’expression de divers gènes cibles en conditions hypoxiques (Semenza 2011). 

HIF-1 est un hétérodimère composé d’une sous-unité α (HIF-1α) cytoplasmique, dont 

l’expression est régulée par l’oxygène, et d’une sous-unité β (HIF-1β) nucléaire, 

constitutivement exprimée (Figure 10); (Semenza 2011). 

HIF-1α est constitutivement exprimé par la cellule et immédiatement dégradé dans le 

protéasome en condition normoxique. Sa dégradation est effectuée après hydroxylation de deux 

résidus prolines (P402 et P564) par les protéines prolyl-hydroxylases (PHD), qui existe sous 

trois isoformes PHD2, PHD2 et PHD3 (Watts et Walmsley 2019). Cette hydroxylation  permet 

ainsi l’ubiquitination de HIF-1α par la protéine de Von Hippel Lindau (pVHL). VHL est une 

sous-unité d'une ubiquitine ligase E3 qui ajoute une chaine poly-ubiquitine au facteur HIF-1α 

permettant sa dégradation dans le protéasome. En outre, l'hydroxylation dépendante de l'O2 du 

résidu asparagine 803 (N803) du HIF-1α par le facteur inhibiteur de HIF-1 (FIH-1) supprime 

l'interaction de HIF-1α avec les coactivateurs p300 et CBP (CREB binding protein). 
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Figure 10: La régulation de HIF-1α par l’oxygène. 

En normoxie, HIF-1α est hydroxylé par la PHD et FIH et immédiatement dégradé dans le protéasome.  

En condition d’hypoxie, HIF-1α est stabilisé, se transloque dans le noyau où il se dimérise avec HIF-

1β et ses coactivateurs pour induire la transcription des gènes cibles. (Z. Liu, Semenza, et Zhang 2015). 

 

En condition hypoxique, la PHD dont le fonctionnement dépend de la concentration en 

O2 est inhibée. Le facteur HIF-1α est donc stabilisé et accumulé, se transloque dans le noyau de 

la cellule où il se dimérise avec HIF-1β et ses coactivateurs. Le complexe formé induit 

l’expression de gènes spécifiques via une séquence consensus située dans leur région 

promotrice appelée « hypoxia response élément » (HRE). Parmi les gènes cibles on trouve 

l’Epo, le VEGF (Z. Liu, Semenza, et Zhang 2015; Semenza 2011). La réponse hypoxique peut 

être également médiée par le facteur de transcription HIF-2 qui est un hétérodimère composé 

de HIF-1β et HIF-2α régulé également par l’oxygène (un paralogue de HIF-1α). Le complexe 

HIF-2α/HIF-1β peut également activer la transcription génique sur la séquence HRE. 

Cependant, des études suggèrent que les complexes HIF-1α/ HIF-1β  et HIF-2α/HIF-1β  

peuvent avoir des cibles transcriptionnelles distinctes, lié à leur domaine de transactivation qui 

est différents (Ratcliffe 2007; Hu et al. 2003). 

Il a été montré que l’HI pourrait stabiliser le facteur HIF-1α (Yuan et al. 2008) 

contrairement au facteur HIF-2α qui est diminué (Nanduri et al. 2009; Prabhakar, Kumar, et 

Nanduri 2009). De plus, HIF-1α après sa stabilisation et son activation, serait impliqué dans 

divers mécanismes qui sont souvent délétères. Parmi ces effets, on trouve l’induction de 
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l’inflammation (Peyssonnaux et al. 2007) et du stress oxydant (Prabhakar, Kumar, et Nanduri 

2009). De plus, l’implication de HIF-1α dans l’induction du stress du RE a été également 

montrée (Delbrel et al. 2018).    

 

III.2.2 Hypoxie intermittente et le stress oxydant 

Le stress oxydant est l’un des facteurs majeurs impliqués dans les effets délétères de 

l’HI dans différents contextes pathologiques.  

 

III.2.2.1 Le stress oxydant : définition et rôle  

Le stress oxydant est défini par un déséquilibre entre la production des ROS et la défense 

antioxydante (Redza-Dutordoir et Averill-Bates 2016). Dans le métabolisme aérobie cellulaire, 

plus de 90% de molécules d’O2 sont consommées et réduites directement en H2O dans la chaine 

respiratoire de la mitochondrie pendant la respiration cellulaire. Cependant, environ 2% à 3% 

sont convertis en molécules et radicaux libres dérivés de l’O2 appelés ROS (Otoupalova et al. 

2020). La génération des ROS tels que •O2-, HO•, H2O2, peut avoir une origine exogène 

(comme le tabagisme, la pollution de l'air) ou endogène comme les mitochondries, les 

catécholamines, les NADPH oxydases (NOX) (Figure 11).  

 

 

Figure 11: Schéma représentatif des principales voies de génération et d'élimination des ROS. 

D’après (Z.-Z. Xie, Liu, et Bian 2016). 
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La réaction de Haber-Weiss en présence de fers ferriques entre l’ •O2– et l’H2O2, génère 

le radical HO•. L’excès du radical •O2 est éliminé par la SOD (superoxide dismutase) en 

catalysant sa dismutation en H2O2 et O2. L’H2O2 peut être éliminé et transformé en H2O par les 

enzymes antioxydantes catalase et GPx (glutathione peroxidase). Cette dernière nécessite la 

GSH (glutathione) comme co-substrat qui est oxydé en GSSG (glutathione disulfide).  Celui-ci 

peut à nouveau être réduit en GSH par la GR (glutathione reductase) utilisant la NAPDH 

(nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate). La GSH peut aussi interagir avec le radical 

libre d’oxygène pour former le GS• (radical thiyle) et puis GSSG tardivement. Les vitamines E 

et C agissent comme anti-oxydants, peuvent réagir avec les radicaux libres d'oxygène et former 

des radicaux moins réactifs (Figure 11) ; (Z.-Z. Xie, Liu, et Bian 2016). 

 

Les ROS, en faibles quantités, exercent des rôles essentiels pour le fonctionnement de 

l’organisme. En effet, ils participent à la défense immunitaire, à la signalisation cellulaire et au 

maintien de la balance oxydant/anti-oxydant (Figure 12);  (Covarrubias et al. 2008; Otoupalova 

et al. 2020; Redza-Dutordoir et Averill-Bates 2016). 

 

 

Figure 12: Schéma représentatif du rôle physiologique et physiopathologique des ROS et du 

stress oxydant.  

Adapté d’après (Münzel et al. 2017; Redza-Dutordoir et Averill-Bates 2016) 
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Cependant, une production excessive des ROS ainsi qu’une défaillance de la capacité 

protectrice antioxydante conduisent à un déséquilibre du statut « redox » et à un stress oxydatif 

induisant des dommages aux constituants cellulaires (protéines, lipides, ADN) (Figure 12) 

(Münzel et al. 2017; Redza-Dutordoir et Averill-Bates 2016). Le stress oxydant, conséquence 

directe de l’HI associée au SAOS (Lavie 2015)est par ailleurs considéré comme l’un des 

évènements moléculaires importants de la pathogenèse du SAOS (Lavie 2003) .  

 

III.2.2.2 Induction du stress oxydant par l’hypoxie intermittente 

Le stress oxydant est considéré comme l’un des mécanismes les plus délétères associés 

à la comorbidité du SAOS (Lavie 2003). En effet, l’HI associée aux cycles récurrents 

d’hypoxie-réoxygénation serait le principal facteur conduisant à l’induction du stress oxydant 

chez les patients présentant un SAOS en favorisant la production de ROS  (Lavie 2015).  

 Par ailleurs, en condition d’exposition à l’HI, les ROS induisent la stabilisation de HIF-

1α (Jung et al. 2008; Yuan et al. 2008), qui a son tour pourrait favoriser une augmentation 

persistante des ROS (Prabhakar, Kumar, et Nanduri 2009), générant une boucle d’auto-

régulation.  

Chez les patients présentant un SAOS, des analyses au niveau sérique ont montré que 

les neutrophiles et les monocytes circulants présentaient une libération in vitro de ROS de 

manière importante (Schulz et al. 2000; Dyugovskaya, Lavie, et Lavie 2002). De plus, des 

études ont également montré une augmentation de la peroxydation lipidique (Barceló et al. 

2000; Hopps et al. 2014) et l’oxydation de protéines (AOPP;  advanced oxidation protein 

products) au niveau plasmatique chez les patients SAOS (Ozben et al. 2014; Hopps et al. 2014). 

Des dommages au niveau de l’ADN ont été également observés dans les lymphocytes de ces 

patients (J. Xie et al. 2014) avec une augmentation de l’excrétion urinaire du 8-OHdG (8-

hydroxy-2′-deoxyguanosine) dans le cas d’un SAOS sévère (Yamauchi et al. 2005). Ceci a été 

aussi associé une diminution de la défense antioxydante chez ces patients par rapport aux 

individus ne présentant pas de SAOS (Barceló et al. 2006; Wysocka et al. 2008). 

Les effets de l’HI dans l’induction du stress oxydant et son implication dans différents 

mécanismes pathologiques ont été rapportés en utilisant des modèles animaux. Au niveau 

pulmonaire, une exposition à l’HI (4 semaines) induisait des lésions pulmonaires suite à une 

augmentation du stress oxydant et de l’inflammation chez la souris (Tuleta et al. 2016). De la 

même manière, une augmentation de l’apoptose des cellules pulmonaires, un stress du RE et 

une génération de ROS ont été rapportés chez des rats exposés pendant 12 semaines à des cycles 

d’HI (Ding et al. 2020). Des effets similaires de l’HI ont été observés dans d’autres tissus tels 
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que le cœur (L. Chen et al. 2005) et le cerveau (Row et al. 2003). Les ROS générés semblent 

être la cause principale de leur dysfonctionnement. 

 

III.2.3 Hypoxie intermittente et le stress du réticulum endoplasmique 

Parmi les événements moléculaires induits en réponse à l’HI, on trouve également le 

stress du RE. En effet, plusieurs études ont montré qu’une exposition à l’HI est capable 

d’induire les marqueurs de stress du RE dans différents tissus et que ce stress était lié à différents 

processus pathologiques en fonction des tissus (Belaidi et al. 2016; Shi et al. 2020; L.-H. Xu et 

al. 2015; Hou et al. 2017). 

 

III.2.3.1 Le réticulum endoplasmique : définition et rôle   

Le RE est un organite cellulaire visualisé pour la première fois grâce à la microscopie 

électronique sur des fibroblastes de poulet (Chicken Fibroblast-Like Cells) (Porter, Claude, et 

Fullam 1945; G. E. Palade et Porter 1954). Le RE occupe une grande partie du cytoplasme 

cellulaire et constitue un réseau très large de tubules allongés et de disques aplatis (G. E. Palade 

et Porter 1954). On distingue 2 types de RE selon leur structure et leur fonction: le RE rugueux 

(RER) ou granuleux (REG) qui est recouvert de ribosomes et qui joue un rôle dans la synthèse 

de protéines et le RE lisse (REL) qui n'est pas associé aux ribosomes et est impliqué plutôt dans 

le métabolisme lipidique (Cooper 2000). 

La structure du RE est dynamique et assure plusieurs rôles importants au 

fonctionnement de la cellule. En effet, il intervient dans le maintien de l’homéostasie du calcium 

(Ca2+) (Berridge 2002), dans la synthèse et le stockage des lipides (Cooper 2000) mais joue 

également un rôle très important dans la synthèse, le repliement, la maturation et les 

modifications post-traductionnelles des protéines sécrétées et transmembranaires (Caro et 

Palade 1964; G. Palade 1975; Cooper 2000; Schwarz et Blower 2016). La perte de 

l’homéostasie du RE à cause de divers facteurs conduit à un stress du RE.  

 

III.2.3.2 Le stress du réticulum endoplasmique : la réponse UPR  

Plusieurs facteurs extrinsèques et intrinsèques peuvent induire une perturbation des 

fonctions du RE et une perte de son homéostasie. Ce déséquilibre dans ces fonctions va conduire 

à une accumulation des protéines mal-repliées au niveau de la lumière du RE ; cette condition 

est appelée « stress du RE ». Les protéines mal repliées accumulées sont toxiques pour la 



45 
 

cellule. Une réponse adaptative appelée la réponse UPR (Unfolded Protein Response) est donc 

mise en place par la cellule pour se protéger des effets délétères du stress du RE (Schröder et 

Kaufman 2005; Szegezdi et al. 2006). La réponse UPR est initiée par l’activation de trois 

effecteurs transmembranaires au niveau de la lumière du RE: PERK (pancreatic ER kinase 

(PKR)-like ER kinase), ATF6 (activating transcription factor 6) et IRE-1 (inositol-requiring 

enzyme 1) (Figure 13).  

 

 

Figure 13: Représentation schématique de l’activation des voies UPR. 

Adaptée d’après (Ribeiro et Lubamba 2017)   

 

En condition physiologique, ces récepteurs sont maintenus dans un état inactif, liés à la 

protéine chaperonne GRP78/Bip (Glucose-regulated protein 78). Lors d’un stress du RE, la 

protéine GRP78 se dissocie de ces trois effecteurs et se lie ainsi aux protéines mal repliées. Ceci 

induit l’activation de ces trois effecteurs conduisant à l’induction de différentes voies de 

signalisation qui ont pour but de soulager le RE d’une part par l’arrêt de la traduction de 

nouvelles protéines et d’autre part par la dégradation des protéines mal-repliées. Ceci permet la 

restauration du fonctionnement physiologique du RE (Figure13). Bien que cette réponse soit 

activée pour favoriser la survie cellulaire, si le stress du RE reste persistant et prolongé, elle 

peut se transformer en une réponse délétère pour la cellule, conduisant à l’apoptose des cellules 

(Schröder et Kaufman 2005; Szegezdi et al. 2006). 



46 
 

 

a) La voie de signalisation PERK  

Après sa dissociation de GRP78/Bip, la protéine kinase PERK se dimérise et s’auto-

phosphoryle conduisant à son activation (Figure13). L’activation de cette voie de signalisation 

a pour fonction d’inhiber la synthèse de nouvelles protéines par la cellule. En effet, PERK activé 

va phosphoryler le facteur eIF2α (eukaryotic initiation) qui, d’une part va bloquer la traduction 

de nouvelles protéines (Prostko, Brostrom, et Brostrom 1993; Brostrom et Brostrom 1997; 

Heather P. Harding, Zhang, et Ron 1999), et d’autre part activer le facteur de transcription 

ATF4 (Activating transcription factor 4) (H. P. Harding et al. 2000). ATF4 va être transloqué 

dans le noyau et induire la transcription des gènes cibles via son élément de réponse AARE 

(Amino Acid Responsive Elément). ATF4 stimule la transcription de gènes impliqués dans le 

métabolisme des acides aminés, et la réponse antioxydante favorisant la survie cellulaire, mais 

peut également favoriser l’apoptose cellulaire notamment via l’induction du facteur de 

transcription pro-apoptotique CHOP (C/EBP Homologous Protein) si l’homéostasie du RE 

n’est pas retrouvée (H. P. Harding et al. 2000; Schröder et Kaufman 2005; Szegezdi et al. 2006; 

Hasnain, Prins, et McGuckin 2016). 

PERK activé peut également induire la phosphorylation du facteur de transcription Nrf2 

(nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2). Dans les conditions normales, Nrf2 se trouve à 

l’état inactif dans le cytoplasme lié à l’ancre cytosquelettique Keap1 (Kelch-like ECH-

associated protein 1). Dans le cas de stress du RE, Nrf2 est phosphorylé par PERK entrainant 

sa dissociation de Keap1 et son activation. Nrf2 activé se transloque dans le noyau et induit la 

transcription de gènes à travers l’élément de réponse ARE (Antioxidant Responsive Element) 

(Nguyen, Sherratt, et Pickett 2003). Les gènes cibles de ce facteur codent notamment les gènes 

impliqués dans la réponse antioxydante tels que l’hème oxygénase 1 (HO-1), les sous-unités 

A1 et A2 de la glutathion S-transférase (Nguyen, Sherratt, et Pickett 2003; Schröder et Kaufman 

2005) ou encore ATF4 (Miyamoto et al. 2011).  

 

b) La voie de signalisation ATF6   

ATF6 inactif est une glycoprotéine transmembranaire de type II (90 kDa) constituée 

d’un motif bZIP (basic leucine zipper) du côté N-terminal cytosolique (Haze et al. 1999). Dans 

les conditions de stress du RE, ATF6 se déplace vers l’appareil de Golgi (X. Chen, Shen, et 

Prywes 2002) ou il subit une protéolyse par une sérine protéase (S1P ; Site-1 protease) (Figure 
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13). Celle-ci clive ATF6 dans le domaine luminal et puis par la métalloprotéase (S2P) dans la 

bicouche phospholipidique. Ce clivage permet la libération d’ATF6 clivé (ATF6N) qui 

correspond au domaine cytoplasmique d’ATF6 (le domaine bZIP, 50kDa). La forme clivée 

(ATF6N) correspond à la forme active d’ATF6 jouant un rôle de facteur de transcription (Haze 

et al. 1999; Ye et al. 2000; Schröder et Kaufman 2005). ATF6N se transloque dans le noyau et 

agit sur les éléments de réponse au stress du RE (ERSE-I et -II) en collaboration avec le facteur 

NF-Y (Schröder et Kaufman 2005). Les cibles d’ATF6N comprennent les protéines 

chaperonnes (GRP78, GRP94), CHOP (Okada et al. 2002; Szegezdi et al. 2006; Hasnain, Prins, 

et McGuckin 2016), les protéines contribuant à la dégradation associée au RE appelées aussi le 

complexe de dégradation ERAD (endoplasmic-reticulum-associated protein degradation) 

(Hasnain, Prins, et McGuckin 2016; T. Zhang et al. 2020), et XBP1 (X-box binding protein 1) 

qui joue un rôle essentiel dans la signalisation IRE-1 (H. Yoshida et al. 2001). L’activation de 

cette voie permet le contrôle du repliement et la qualité des protéines ainsi que la clairance des 

protéines mal repliées via leur dégradation. ATF6N stimule également les gènes impliqués dans 

la biosynthèse des lipides (Ribeiro et Lubamba 2017). Les effets d’ATF6 sont plutôt « pro-

survie », il peut cependant également  induire les ARNm du facteur pro-apoptotique CHOP 

(Okada et al. 2002; Szegezdi et al. 2006). 

 

c) La voie de signalisation IRE-1  

IRE-1 est une sérine-thréonine kinase et endo-ribonucléase située sur la membrane du 

RE. Dans les conditions de stress du RE, après détachement de GRP78, IRE-1 est activé par 

dimérisation et autophosphorylation (Figure 13). IRE-1 activé induit un épissage non 

conventionnel de l’ARNm du facteur de transcription XBP1 par clivage au niveau d’un intron 

(de 26 nucléotides) de la région codante pour ce facteur (Calfon et al. 2002). Ceci conduit à un 

décalage du cadre de lecture codant de l’ARNm résultant de l’expression d’un facteur de 

transcription actif et plus stable (sXBP1; spliced XBP1) (Calfon et al. 2002; H. Yoshida et al. 

2001; Ni et al. 2018) ; Le facteur sXBP1 se transloque dans le noyau et induit la transcription 

de gènes cibles en se fixant sur l’élément de réponse ERSE en présence du facteur NF-Y (Ni et 

al. 2018; Schröder et Kaufman 2005). Comme la voie ATF6, les cibles transcriptionnelles de 

ce facteur sont les protéines chaperonnes (A.-H. Lee, Iwakoshi, et Glimcher 2003) ainsi que le 

complexe de dégradation (ERAD) dans le but de désengorger le RE (Hiderou Yoshida et al. 

2003). Dans le cas où le stress ne serait pas résolu, IRE1 peut induire l'apoptose en activant la 

voie de signalisation de la kinase JNK (c-Jun N-terminal kinase) (T. Zhang et al. 2020). 
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III.2.3.3 Induction du stress du RE par l’hypoxie intermittente  

Parmi les effets moléculaires de l’exposition à l’HI, l’induction des marqueurs de stress 

du RE décrits dans les voies UPR (tels que GRP78, sXBP1, ATF6…etc) a été rapportée dans 

plusieurs études sur divers organes en utilisant des modèles animaux exposés à l’HI. Ces effets 

sont souvent associés à des conséquences délétères au niveau des tissus et sont observables à 

des temps d’exposition plus au moins longs selon le type du tissu et le protocole d’hypoxie 

utilisé (Belaidi et al. 2016; L.-H. Xu et al. 2015; Hou et al. 2017; Shi et al. 2020). Au niveau 

cardiaque, dans un modèle murin de lésion d’ischémie-reperfusion, l’exposition à l’HI (pendant 

14 jours, 60 cycles/h, nadir 5% O2) a induit l’expression des marqueurs de stress du RE (GRP78, 

eIF2α phosporylé et sXBP1) dans les cardiomyocytes accompagnée par une augmentation 

importante de la taille de l’infarctus induit après ischémie-reperfusion (Belaidi et al. 2016). Des 

résultats similaires ont été retrouvés au niveau cérébral avec une augmentation de GRP78, 

CHOP et de la caspase 12 dans les neurones CA1 de l'hippocampe après 14 jours d’exposition 

à l’HI (40 cycles/h, nadir 10% O2). Cette étude a montré une implication du stress du RE dans 

les mécanismes sous-jacents des déficits de la mémoire (L.-H. Xu et al. 2015). Au niveau 

hépatique, 8 semaines d’exposition à l’HI (30 cycles/h, nadir 7% O2) ont induit une 

augmentation de l’expression des protéines GRP78, PERK, ATF6 clivé, IRE-1 phosphorylé, 

CHOP, eIF2α et caspase 12. Cet effet était accompagné de lésions hépatiques avec des 

hépatocytes gonflés et la présence d’infiltrats de cellules inflammatoires (Hou et al. 2017) . De 

plus, l’utilisation d’un inhibiteur de stress du RE (TUDCA; Tauroursodeoxycholic acid) 

permettait de limiter les lésions tissulaires (Belaidi et al. 2016; Hou et al. 2017; L.-H. Xu et al. 

2015). 

De manière intéressante, une étude récemment publiée chez le rat exposé à l’HI (30 

cycles/h, nadir 4-5% O2) pendant 12 semaines a montré au niveau pulmonaire une augmentation 

des marqueurs de stress du RE (CHOP, GRP78, caspase12 clivée…etc) accompagnée par une 

induction de ROS et de l’apoptose des cellules pulmonaires (Ding et al. 2020). De la même 

manière l’induction de stress du RE a été également rapportée dans les poumons de souris 

exposées à une HI chronique (40 cycles/h, nadir 5% O2) (Shi et al. 2020). Après quatre semaines 

d’exposition à l’HI, les auteurs rapportent une augmentation des dépôts de collagène et une 

apoptose cellulaire qui sembleraient être la résultante de l’activation du stress du RE et plus 

particulièrement de l’induction de GRP78, CHOP et PERK. De manière intéressante, cette 

étude a montré que le traitement des animaux par un inhibiteur du stress du RE (TUDCA) 
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limitait les effets de l’HI sur l’apoptose et la fibrose dans le poumon (Shi et al. 2020). 

L’ensemble de ces différentes études laisse suggérer que le stress du RE pourrait être un élément 

central des évènements cellulaires induits en réponse à l’HI. 

 

III.2.4 Conséquences cellulaires de l’HI– lien avec la fibrogénèse. 

Au niveau moléculaire, les conséquences délétères de l’exposition à l’HI pourraient être 

impliquées dans le processus de fibrogénèse. En effet, l’induction du facteur HIF par l’HI 

entrainerait entre autres l’induction d’un stress oxydant, d’un stress du RE et de l’inflammation, 

trois évènements communs à l’induction d’une TEM ou d’une apoptose, décrits comme 

éléments pathogéniques majeurs dans la fibrogènése (Figure 14). 

 

 

Figure 14: Résumé schématique des effets délétères de l’HI au niveau moléculaire et cellulaire et 

leur potentielle implication dans le processus de fibrogènése. 

 

Un rôle important de l’hypoxie dans la pathogénèse de la FPI est actuellement bien 

admis. En effet, l’expression de HIF-1α a été rapportée dans les CEA de patients FPI 

(Tzouvelekis et al. 2007), et son implication dans l’induction de la TEM et de l’apoptose a été 

mise en évidence au laboratoire (Uzunhan et al. 2015; Bernard et al. 2018). De manière 

intéressante, l’induction d’un stress du RE semble être commune aux deux évènements 

cellulaires (Delbrel et al. 2018; 2019).  
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De plus, l’exposition à l’HI peut induire l’apoptose des neurones via l’induction d’un 

stress oxydant majeur (W. Xu et al. 2004), et l’apoptose des cellules pulmonaires via l’induction 

d’un stress du RE (Shi et al. 2020). 

Enfin, l’HI peut contribuer à la TEM en induisant une augmentation des marqueurs 

mésenchymateux et une diminution des marqueurs épithéliaux dans les cellules du 

médulloblastome (Gupta et al. 2011). Au laboratoire nous avons montré que l’hypoxie 

chronique via l’induction d’un stress du RE et des ROS induisait également la TEM (Uzunhan 

et al. 2015; Delbrel et al. 2019). 
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HYPOTHESE ET OBJECTIF DU TRAVAIL DE THESE 

 

Le SAOS est un facteur de risque indépendant de nombreuses pathologies 

cardiovasculaires et métaboliques et des études, dont une du laboratoire (Gille et al. 2017), ont 

montré une forte prévalence du SAOS chez les patients atteints de FPI (Lancaster et al. 2009; 

Gille et al. 2017). Cependant, au début de mon doctorat, le lien entre SAOS et la FPI était peu 

décrit. Le SAOS est caractérisé par des épisodes d’hypoxie-réoxygénation nocturnes. Ces 

épisodes répétés et cycliques sont délétères du fait du stress cellulaire qu’ils engendrent suite à 

l’induction d’une réponse inflammatoire, un déséquilibre de la réponse au stress oxydant et/ou 

à un déséquilibre de l’homéostasie du RE.  

Dans ce contexte, nous avons émis l’hypothèse que l’hypoxie intermittente liée aux 

épisodes d’hypoxie–réoxygénation du SAOS pourrait être un facteur aggravant de la 

fibrose pulmonaire.   

Nous avons proposé de tester expérimentalement cette hypothèse physiopathologique 

dans un modèle murin de fibrose pulmonaire exposé à l’HI chronique. Dans ce contexte, les 

objectifs étaient :  

I)  D’étudier l’effet d’une telle exposition sur la sévérité de la fibrose pulmonaire 

expérimentale; 

II) De déterminer les mécanismes moléculaires impliqués.  
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RESULTATS 

 

Comme indiqué en amont dans l’introduction, un SAOS modéré à sévère a été observé 

avec une forte prévalence chez les patients présentant une FPI incidente (Lancaster et al. 2009; 

Gille et al. 2017). Néanmoins, des études ayant pour but de comprendre la relation entre ces 

deux pathologies sont rares et ce lien reste ainsi mal connu. Dans le but de comprendre cette 

association, nous avons réalisé une première étude in vivo (chapitre 1) démontrant que 

l’exposition à l’HI entrainait une augmentation de la mortalité, associée à une fibrose 

pulmonaire plus sévère. Une augmentation du stress oxydant, de l’inflammation et de 

l’apoptose a également été observée. Cependant, les mécanismes moléculaires impliqués dans 

cette exacerbation de la fibrose par l’HI n’ont pas été caractérisés. 

Plusieurs travaux de recherche ont montré l’induction d’un stress du RE par l’HI dans 

le cœur (Belaidi et al. 2016), le cerveau (L.-H. Xu et al. 2015), le foie  (Hou et al. 2017) , mais 

également dans le poumon  (Shi et al. 2020). D’autre part, les marqueurs de stress du RE ont 

été retrouvés dans les CEA de patients atteints de FPI (Korfei et al. 2008). De plus, plusieurs 

études suggèrent un rôle clé de ce stress dans les processus de fibrogénèse (Delbrel et al. 2018; 

2019; Kropski et Blackwell 2018; Burman, Tanjore, et Blackwell 2018). Dans ce contexte, nous 

avons émis l’hypothèse que l’aggravation observée dans la première étude pourrait être due au 

moins en partie à l’induction d’un stress du RE. Dans cette seconde étude (chapitre 2) nous 

avons montré que l’exposition à l’HI augmentait l’expression des marqueurs du stress du RE et 

des facteurs pro-fibrosants. 

 

Les résultats de ces études seront présentés en deux grands chapitres:  

Chapitre I: Impact de l’exposition à l’HI sur la sévérité de la fibrose pulmonaire 

Chapitre II: Mécanismes moléculaires impliqués dans l’effet aggravant de l’HI sur la sévérité 

de la fibrose pulmonaire 
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Chapitre I 

 

I Impact de l’exposition à l’HI sur la sévérité de la fibrose pulmonaire  

 

  

 

 

 

I.1 Résumé de l’article 1  

Contexte : Le syndrome d’apnées obstructives du sommeil (SAOS) caractérisé par une hypoxie 

intermittente, est fréquemment observé chez les patients atteints de fibrose pulmonaire 

idiopathique (FPI). L’objectif de cette étude était d’évaluer l'impact de l'HI sur la fibrose 

pulmonaire induite par la bléomycine (BLM) chez la souris. 

Méthodes : Des souris C57BL/6J ont reçu une instillation intra-trachéale de BLM ou de 

solution physiologique (saline) puis ont été exposées à l'HI (40 cycles / heure;  nadir: 6% O2; 8 

heures / jour) ou à de l'air intermittent (AI). Quatre groupes expérimentaux ont été formés :  

Saline-AI: groupe instillé à la solution physiologique et exposé à l’AI ; 

Saline-HI: groupe instillé à la solution physiologique et exposé à l’HI ; 

BLM-AI: groupe instillé à la BLM et exposé à l’AI ; 

BLM-HI: groupe instillé à la BLM et exposé à l’HI.   

Dans ces groupes nous avons évalué (i) la survie; (ii) l’inflammation alvéolaire, l’œdème 

pulmonaire, le stress oxydatif pulmonaire et les enzymes antioxydantes; (iii) l'apoptose des 

cellules pulmonaires; et (iv) la fibrose pulmonaire. 

Résultats : La survie à 21 jours était plus faible dans le groupe BLM-HI. La fibrose pulmonaire 

était plus sévère à 21 jours chez les souris BLM-HI, comme indiqué par la teneur en collagène 

pulmonaire et l'histologie. Au jour 4, les souris BLM-HI ont développé une alvéolite à 

polynucléaires neutrophiles plus sévère. Un stress oxydatif pulmonaire a été observé et 

l'expression de la superoxyde dismutase et de la glutathion peroxydase a  été diminuée chez les 

Intermittent Hypoxia Increases the Severity of Bleomycin-Induced Lung Injury in Mice.  

Thomas Gille, Morgane Didier, Cécile Rotenberg,  Eva Delbrel,  Dominique Marchant,  Angela Sutton,  

Nicolas Dard,  Liasmine Haine,  Nicolas Voituron,  Jean-François Bernaudin,  Dominique Valeyre,  

Hilario Nunes,  Valérie Besnard,  Emilie Boncoeur and Carole Planès. Oxid Med Cell Longev. 2018; 

2018: 1240192.Published online 2018 Mar 14. doi:10.1155/2018/1240192 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gille%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29725493
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souris BLM-HI par rapport au groupe BLM-AI. Au jour 8, un œdème pulmonaire a été observé 

et l'apoptose des cellules pulmonaires a été augmentée dans le groupe BLM-HI. 

Conclusion : Ces résultats montrent que l'exposition à l'HI chronique augmente la mortalité, 

l'inflammation pulmonaire et la fibrose pulmonaire chez les souris traitées par la BLM. Cette 

étude pose la question de l'impact du SAOS sévère sur l'aggravation de la fibrose pulmonaire.  
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I.2 Conclusion de l’article 1 

Les résultats obtenus dans un modèle murin de fibrose pulmonaire induite par la BLM 

nous ont permis de mieux comprendre l’impact de l’HI dans un contexte de fibrose pulmonaire. 

Cette étude suggère que l’HI rencontrée dans le SAOS pourrait être un facteur aggravant de la 

FPI chez les patients en exacerbant l’inflammation pulmonaire et la fibrose pulmonaire mise en 

évidence par une augmentation du taux de collagène dans le poumon. 

Cependant, les mécanismes moléculaires sous-jacents restant encore mal connus, il est 

primordial d’identifier les médiateurs moléculaires impliqués. En effet, ceci permettrait de 

mieux comprendre le rôle du SAOS dans la survenue, la progression et/ou le maintien de la FPI 

et ainsi, à plus ou moins long terme, permettre une meilleure prise en charge de ces patients. 

Pour tenter de répondre à cette question, nous avons réalisé une seconde étude qui avait 

pour but d’identifier les stress moléculaires induits en réponse à l’HI et qui pourraient être 

responsables de cet effet aggravant. Compte tenu des éléments de la littérature présentés dans 

l’introduction, nos travaux se sont portés sur des acteurs clés communs tel que le stress du RE.  
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Chapitre II 

II Mécanismes moléculaires impliqués dans l’effet aggravant de l’HI sur la sévérité de 

la fibrose pulmonaire 

Le but de ce travail était d’étudier et d’identifier les facteurs moléculaires communs à 

l’HI et la fibrose pulmonaire et pouvant être responsables de cet effet aggravant de l’HI. Pour 

cela, dans cette seconde partie nous avons réalisé : 

1) Une analyse de l’expression de marqueurs de stress du RE dans les prélèvements pulmonaires 

de souris issues de la première étude (J4, J8 et J21) ; 

2) Une analyse de l’expression de marqueurs de stress du RE et des facteurs pro-fibrosants dans 

les prélèvements pulmonaires d’une nouvelle série sacrifiée à un temps intermédiaire (J14);  

3) Une évaluation de l’impact d’un pré-conditionnement à l’HI sur l’expression des marqueurs 

de stress du RE et les facteurs pro-fibrosants ; 

4) Une recherche d’autres marqueurs de stress qui pourraient jouer un rôle clé dans les effets 

aggravants de l’HI. 

 

II.1 Effets de l’HI et/ou de la BLM sur l’expression de marqueurs du stress du RE à J4, 

J8 et J21 

Les échantillons analysés sont issus de la première étude (Gille et al. 2018) qui a montré 

une aggravation de la fibrose pulmonaire par l’HI. Les souris ont été instillées à la BLM 

(3.5UI/g) ou au saline à J0, puis exposées à de l’HI (40 cycles/h, 8h/jour, nadir: 6% O2) ou à de 

l’AI à J1. Les souris ont été sacrifiées à J4, J8 et J21. L’analyse de l’expression des marqueurs 

de stress du RE a été effectuée par western blot (WB) sur des lysats de poumon total à différents 

temps d’exposition  (J4, J8, J21). 

Nos résultats (figure 15) montrent que l’instillation de BLM induit une augmentation 

significative de l’expression d’ATF6 et une tendance à l’augmentation de l’expression de 

CHOP et de XBP1s à J8 comparativement au groupe contrôle (Saline-AI). Cependant, aucun 

effet de la BLM à J4 et J21 n’a été observé par rapport au groupe contrôle (Saline-AI). 
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Figure 15: Analyse de l’expression protéique des marqueurs de stress du RE (CHOP, ATF6 et 

XBP1 épissé) par WB à J4, J8 et J21.  

Les souris ont reçu une instillation intra-trachéale de BLM à 3.5UI/g ou de saline à J0 puis exposées à 

de l’HI (40 cycles/heure; 8h/jour ; nadir : 6% O2) ou à de l’AI à J1. Les prélèvements de poumons ont 

été ensuite effectués à J4, J8 et J21. Analyse par WB de l’expression des marqueurs de stress du RE 

(CHOP, ATF6 et XBP1s) à J4, J8 et J21, effectuée sur des lysats de protéines totales du lobe inférieur 

du poumon droit. Pour chaque marqueur un blot représentatif ainsi qu’une quantification 

(histogramme) de l’expression des protéines, rapportée à l’actine ont été représentés. Dans chaque 

groupe, n = 4 à 7 souris. Les données brutes ont été soumises au test non paramétrique « Kruskal-

Wallis ». XBP1s = XBP1 épissé ; * : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 ; ns : différence non significative. (D’après 

Juliette BRAVAIS- Master 2) 
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L’exposition à l’HI n’a pas d’effet sur l’expression des marqueurs de stress du RE 

(CHOP, ATF6 et XBP1s) comparativement au contrôle exposé à de l’AI (groupe Saline-AI 

versus groupe Saline-HI) à J4, J8 et J21. De plus, chez les souris ayant reçu de la BLM, il n’y 

a pas d’effet aggravant de l’exposition à l’HI sur l’expression de ces marqueurs (groupe BLM-

HI versus groupe BLM-AI) à différents temps J4, J8 et J21. D’autres marqueurs de stress du 

RE (ATF4, GRP78, GRP75) ont été également analysés et leur expression n’est pas été 

modifiée de façon significative entre les différentes conditions. 

 

Conclusion partie II-1 

Dans nos conditions expérimentales, nous avons observé un effet de la BLM sur 

l’induction de l’expression des marqueurs de stress du RE uniquement à J8 et cet effet n’est 

plus significatif à J21. Cependant, nous n’avons observé ni d’augmentation du stress du RE 

dans le groupe BLM-HI par rapport à BLM-AI, ni d’effet de l’HI seule dans ces conditions 

expérimentales.  

Le fait de ne plus observer de variation de l’expression des marqueurs du stress du RE 

à J21 nous laisse suggérer que le stress du RE est induit en fin de phase inflammatoire et en 

début de la phase fibrosante. En effet, selon la cinétique du développement de la fibrose 

pulmonaire dans le modèle de BLM, l’installation de la fibrose débuterait à partir de J8 vers 

une fibrose bien installée au bout de 14 jours puis vers une phase terminale de la fibrose à 21 

jours ; au-delà de cette phase la fibrose serait résorbée. Par conséquent, les acteurs moléculaires 

impliqués dans le processus pro-fibrosant pourraient être activés dans la période entre J8 et J14. 

Nous avons donc supposé que J21 pourrait être un temps relativement tardif pour l’analyse de 

ces marqueurs moléculaires.  

De plus, les effets de l’HI sur l’expression des marqueurs de stress du RE ont été 

observés dans le cœur au bout de 14 jours d’exposition (Belaidi et al. 2016). En se basant sur 

ces différentes hypothèses et les données de littérature, nous avons décidé d’expertiser ces 

marqueurs à un temps intermédiaire (J14). Ce temps n’ayant pas été réalisé dans la première 

étude, une nouvelle série expérimentale a été initiée.  
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II.2 Impact de l’exposition à l’HI pendant 14 jours sur la sévérité de la fibrose 

pulmonaire et l’expression des marqueurs de stress du RE  

Les souris ont été instillées à la BLM (3.5UI/g) ou de saline à J0, puis exposées à de 

l’HI (30 cycles/h, 8h/jour, nadir: 7% O2) ou à de l’AI à J1. Les souris ont été sacrifiées à J14. 

  

II.2.1 Effet de l’HI et/ou de la BLM sur la survie des animaux 

La BLM a induit d’une manière significative une mortalité des souris par rapport au 

groupe contrôle (taux de mortalité est de 43% dans le groupe BLM-AI versus 0% dans le groupe 

Saline-AI). L’exposition à l’HI n’a pas induit une mortalité des souris dans le groupe Saline-

HI. Dans le cas de double agression (groupe BLM-HI) nous n’avons pas un effet aggravant de 

l’HI sur la mortalité induite par la BLM (groupe BLM-AI). Par ailleurs, le groupe de souris 

exposées à de l’HI présente une mortalité plus précoce (Figure 16).  

 

 

Figure 16: Courbe de survie estimée selon la méthode de Kaplan Meier. 

Les souris ont reçu une instillation intra-trachéale de BLM à 3.5UI/g ou de saline à J0 puis exposées à 

de l’HI (30 cycles/heure; 8h/jour ;  nadir : 7% O2) ou à de l’AI à J1. Le statut vital des animaux a été 

relevé quotidiennement. Dans chaque groupe, n = 4 à 9 souris.  * : p < 0,05 selon le test de Logrank. 

(D’après le Master 2 de Juliette BRAVAIS)    
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II.2.2 Effet de l’HI et/ou de la BLM sur les dépôts de collagène et  l’expression de 

marqueurs pro-fibrosants 

L’analyse de l’expression des ARNm des marqueurs pro-fibrosants (Collagène 1a1, 

Collagène 3a1, Fibronectine, Pdgf-β, Cxcl12 et Serpine 1) dans le lysat de poumon total, 

montre une augmentation significative de tous ces marqueurs en réponse à la BLM (groupe 

BLM-AI versus groupe Saline-AI) (Figure 17). Cependant, l’exposition à l’HI seule  

n’augmente pas l’expression des marqueurs pro-fibrosants dans le groupe Saline-HI et elle 

n’exacerbe pas l’expression de ces marqueurs dans le groupe BLM-HI comparativement au 

groupe BLM-AI (Figure 17). 

 

 

Figure 17: Analyse de l’expression de l’ARNm des marqueurs pro-fibrosants par RT-qPCR à J14.  

Les souris ont reçu une instillation intra-trachéale de BLM à 3.5UI/g ou de saline à J0 puis exposées à 

de l’HI (30cycles/heure; 8h/jour ; nadir : 7% O2) ou à de l’AI à J1. Les prélèvements des poumons ont 

été effectués à J14 et la quantification de l’expression des ARNm par RT-qPCR a été réalisée sur des 

extraits d’ARN totaux du lobe supérieur du poumon droit. Les histogrammes correspondent à la 

quantification de l’expression des ARNm des facteurs pro-fibrosants, avec dans chaque groupe, n = 4 

à 7 souris. Les données brutes ont été soumises au test non paramétrique « Kruskal-Wallis » ; * : p < 

0,05 ; ** : p < 0,01. (D’après Juliette BRAVAIS ANNEE, Master 2) 
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Au niveau histologique, nous avons observé que l’instillation de BLM a induit une 

fibrose caractérisée par des dépôts de collagène au niveau pulmonaire, avec une répartition 

hétérogène au sein de la même coupe ainsi d’une coupe à l’autre. De plus, sur ces petits effectifs 

(n=4), la fibrose pulmonaire ne semble pas plus sévère dans le groupe ayant été exposé à l’HI 

(BLM-HI) versus le groupe BLM-AI (Figure 18). 

 

 

Figure 18: Cartographies de coupes de poumons gauches entiers de souris avec une coloration de 

fibres de collagène au rouge Sirius à J14. 

Les souris ont reçu une instillation intra-trachéale de BLM à 3.5UI/g ou de saline à J0 puis exposées à 

de l’HI (30 cycles/heure; 8h/jour ; nadir : 7% O2) ou à de l’AI à J1. Les prélèvements des poumons ont 

été effectués à J14. Des coupes de 5µm d’épaisseur ont été réalisées au microtome à partir du poumon 

gauche préalablement fixé au PFA 4% et inclus dans des blocs de paraffine. Après déparaffinage et 

réhydratation des tissus, une coloration des fibres de collagène au rouge Sirius a été effectuée. Les 

cartographies du poumon gauche entier ont été réalisées avec le logiciel «HistoLab Image Analysis 

Software ». La première ligne représente les poumons du groupe BLM-AI (n=4) et la deuxième ligne 

ceux du groupe BLM-HI (n=4). (D’après Juliette BRAVAIS ANNEE, master 2)    

 

II.2.3 Effet de l’HI et/ou de la BLM sur l’expression de marqueurs de stress du RE : 

L’analyse de l’expression de marqueurs de stress du RE dans le lysat de poumon montre 

une tendance à l’augmentation de l’expression de XBP1s et une augmentation significative de 

l’expression de CHOP et d’ATF6 chez le groupe de souris BLM-AI comparativement au groupe 

contrôle Saline-AI (Figure 19). 
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L’exposition à de l’HI seule ne semble pas modifier l’expression des marqueurs de stress 

du RE par rapport au groupe contrôle (groupe Saline-HI versus Saline-AI). Ainsi, l’HI 

n’exacerbe pas l’expression des marqueurs de stress du RE induits par la BLM (groupe BLM-

HI versus groupe BLM-AI) (Figure 19). D’autres marqueurs (ATF4, GRP78, GRP75) ont été 

également étudiés et ne sont pas modifiés de façon significative entre les différentes conditions 

 

Figure 19: Analyse de l’expression protéique des marqueurs de stress du RE (CHOP, ATF6 et 

XBP1 épissé) par WB à J14. 

Les souris ont reçu une instillation intra-trachéale de BLM à 3.5UI/g ou de saline à J0 puis exposées à 

de l’HI (30 cycles/heure; 8h/jour ;  nadir : 7% O2) ou à de l’AI à J1. Les prélèvements de poumons ont 

été ensuite effectués à J14. Analyse par WB de l’expression des marqueurs de stress du RE (CHOP, 

ATF6 et XBP1s) à J14, effectuée sur des lysats de protéines totales du lobe inférieur du poumon droit. 

Pour chaque marqueur un blot représentatif (à gauche) ainsi qu’une quantification (à droite) de 

l’expression des protéines, rapportée à l’actine ont été représentés. Dans chaque groupe, n = 4 à 9 

souris. Les données brutes ont été soumises au test non paramétrique « Kruskal-Wallis »; * : p < 0,05; 

ns : différence non significative. (D’après le Master 2 de Juliette BRAVAIS)     
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Conclusion Partie II-2 

 L’analyse histologique et moléculaire des facteurs pro-fibrosants n’a pas révélé de 

différence en terme de sévérité de la fibrose pulmonaire entre le groupe de souris exposé à l’HI 

(BLM-HI) et le groupe exposé à l’AI (BLM-AI). L’analyse de l’expression des marqueurs du 

stress du RE a montré une augmentation par la BLM à J14 (similaire à l’effet observé à J8). 

Cependant, dans ces conditions expérimentales, l’exposition à l’HI seule n’a pas induit d’effets 

sur l’expression des marqueurs de stress du RE et ne semble pas induire d’effet supplémentaire 

dans le groupe ayant subi une double agression (BLM-HI) comparativement au groupe BLM-

AI.  

L’absence d’effet de l’HI seule ou de son effet aggravant sur l’expression des marqueurs 

de stress du RE nous a conduit à émettre différentes hypothèses pour tenter de trouver une 

explication de l’ensemble des résultats obtenus. Ces hypothèses sont les suivantes :  

1) Les temps d’exposition à l’HI analysés dans notre étude (J4, J8, J14 et J21) ne seraient 

pas suffisants pour une induction d’un stress du RE au niveau pulmonaire ; 

2) L’effet potentiellement aggravant de l’HI pourrait être masqué par une instillation 

simultanée de BLM  avec l’exposition à l’HI ; 

3) Un effet majeur de BLM, dû à la forte dose de BLM utilisée qui pourrait masquer un 

éventuel effet aggravant de l’HI au niveau moléculaire ; 

4) Le stress du RE n’est pas majoritairement impliqué et l’effet aggravant de l’HI est la 

conséquence de l’activation d’autres voies de signalisations.. 

Afin de vérifier ces hypothèses, nous avons modifié notre protocole expérimental avec : 

1) Un temps d’exposition à l’HI plus long (28 jours) ; 

2) Un préconditionement à l’HI pendant 14 jours avant l’instillation de la BLM ; 

3) Dans ce protocole de préconditionnement, nous avons testé deux doses différentes de 

BLM : une dose forte à 3.5UI/g  et une dose faible à 2UI/g. 
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II.3 Impact de l’exposition à l’HI sur les mécanismes moléculaires de la fibrogénèse 

induite par la BLM 

L’ensemble des résultats obtenus dans ce contexte sont à soumettre prochainement 

 

 

II.3.1 Résumé de l’article 2 

Introduction: La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) est une pathologie sans traitement 

curatif caractérisée par l’accumulation de tissu conjonctif pulmonaire cicatriciel conduisant à 

une insuffisance respiratoire. Un stress du réticulum endoplasmique (RE) pourrait contribuer 

au dysfonctionnement des cellules épithéliales alvéolaires et à la fibrogénèse. En outre, une 

forte prévalence du syndrome d’apnées obstructives du sommeil (SAOS) a été rapportée chez 

les patients notamment dans les formes incidentes de FPI. Le SAOS est défini par l’obstruction 

répétée des voies aériennes supérieures pendant le sommeil induisant des épisodes d’hypoxie-

réoxygénation ou « Hypoxie Intermittente » (HI). Nous avons montré dans un modèle murin de 

fibrose pulmonaire induite par la bléomycine (BLM) que l’exposition à l’HI conduisait à une 

surmortalité et une aggravation de la fibrose via un mécanisme moléculaire encore inconnu. 

L’objectif est ici de déterminer si cette aggravation est secondaire à une induction du stress du 

RE par l’HI.  

 

Méthodes: Des souris mâles C57BL6 ont reçu une instillation intratrachéale de BLM ou de 

sérum physiologique (saline) et ont été exposées soit à de l’HI (30 cycles/h ; 8h/jour ; nadir : 

7% O2) soit à de l’air intermittent (AI) selon deux protocoles différents :1) Une instillation de 

3.5 UI/g de BLM ou de saline a été effectuée à J0 avec une exposition simultanée à l’HI ou à 

l’AI à J1. Les poumons ont été prélevés à J14. 2) Une instillation de 3.5 UI/g ou de 2UI/g de 

BLM ou de saline a été effectuée après une préexposition à l’HI ou à l’AI pendant 14 jours. Les 

animaux ont été ensuite réexposés à l’HI ou à l’AI pendant 14 jours. Le poids des souris ainsi 

que leur survie ont été relevés quotidiennement. À J28, les animaux ont été sacrifiés et les 

poumons ont été prélevés. Les marqueurs de stress du RE ont été étudiés par western blot, 

l’expression des collagènes 1 & 3 par coloration au Trichrome de Masson et RT-qPCR, 

l’expression des facteurs pro-fibrosants par RT-qPCR. 

Sleep Apnea in Idiopathic Pulmonary Fibrosis: a molecular role for intermittent hypoxia. 

L. Haine, J. Bravais, C-Y. Yegen, JF. Bernaudin, D. Marchant, C. Planès, N. Voituron and E. 

Boncoeur 
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Résultats: Pour les deux doses utilisées, la BLM induit une fibrose pulmonaire associée à une 

augmentation des marqueurs de stress du RE et des facteurs pro-fibrosants, mais seule la forte 

dose conduit à une perte significative du poids des animaux et une augmentation de la mortalité. 

Seule, l’exposition à l’HI conduit à un dépôt de collagène dans le parenchyme pulmonaire et à 

une augmentation significative de l’expression des facteurs pro-fibrosants et des marqueurs de 

stress du RE. Pour les deux doses de BLM utilisées, le pré-conditionnement à l’HI engendre 

une aggravation de la fibrose pulmonaire. Cependant, alors qu’aucun effet moléculaire 

expliquant cette aggravation n’est identifiable pour la forte dose de BLM, on observe une 

exacerbation de l’expression des marqueurs de stress du RE et des facteurs pro-fibrosants 

lorsqu’une dose faible de BLM a été utilisée.  

Conclusion : L’exposition préalable à l’HI augmente la sévérité de la fibrose pulmonaire. Ce 

phénomène pourrait résulter au moins en partie d’une exacerbation du stress du RE et de 

l’expression des facteurs pro-fibrosants. 
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 Abstract 

 

Background: High prevalence of obstructive sleep apnea syndrome (OSA) is reported in incident forms 
of idiopathic pulmonary fibrosis. Chronic intermittent hypoxia (HI), the major pathogenic element of 
OSA, worsens experimental lung fibrosis. Here we investigate in bleomycin (BLM- induced lung injury, 
the molecular mechanisms implicated in the pathogenic impact of IH on pulmonary fibrosis. 
 
Methods: Two experimental protocols were conducted in C57BL/6J mice: 1) Animals received 
intratracheal BLM or saline and were exposed to IH (30 cycles/hour; FiO2 nadir: 6%; 8 hours/day) or 
intermittent air (IA) for 14 days or 2) two distinct doses of BLM were administered on day 14 following 
IH or IA exposure, and subsequently, the mice were exposed to IH or IA for an additional 2 weeks. 
Weight loss and survival were monitored daily, and lungs were extracted at the end of the 
experimental protocol. 

Results: 28 days IH exposition alone induced collagen deposition, and increased expression of pro-
fibrosis and ER stress markers in whole lung extract. IH worsening effect of BLM-induced fibrosis is 
observed when low dose of BLM is administered following 14 days IH exposure. In the low dose BLM-
treated group, IH induced more collagen deposition in lung tissues than BLM/IA, and significantly 
increased pro-fibrotic and ER-stress markers. Indeed, col1a, col3a, CXCL12 and Serpin1 mRNA 
expression were significantly increased following IH with 2UI/kg BLM treatment. Whereas IH induced 
significantly the expression of ATF6, ATF4, GRP75 and CHOP ER stress markers, only the expression of 
XBP-1 and ATF6 (induced by BLM treatment) were significantly modulated by the pre-exposition to IH.   

Conclusion:  These results show that IH worsens mice lung fibrosis induced by bleomycin, through a 
mechanism implicated at least in part the induction of ER stress markers. 
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Introduction 

 Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is the most common form of interstitial lung disease in 

adults’ (Barratt et al., 2018; Cottin, 2017; Selman et al., 2001). It is now well accepted that the 

pathogenesis of the disease would be related to the recurrent micro-aggressions of the alveolar 

epithelium by various endogenous and exogenous factors (viruses, cigarette smoke, gastroesophageal 

reflux, pollutants, etc.). These aggressions lead to the deregulation of epithelial-mesenchymal 

interaction and to an aberrant repair of the injured epithelium (Dempsey, 2006; Selman et al., 2001). 

Alveolar epithelial cells (AEC) phenotype and function is disrupted and fibroblasts proliferation is 

enhanced. AEC undergo apoptosis (Mermigkis et al., 2001; Plataki et al., 2005) and/or epithelio-

mesenchymal transition (EMT) (Goldmann et al., 2018; Salton et al., 2019; Willis et al., 2005), and 

fibroblasts are activated into myofibroblasts. A characteristic micro-environment is formed, principally 

made of pro-fibrotic mediators (TGFβ, PDGF, CTGF …etc) (Allen and Spiteri, 2002). Accumulation of 

extracellular matrix (ECM) is then observed, which lead to parenchymal rigidity and contribute to 

alteration of lung function (Selman et al., 2001) .  

Recently, several studies reported the prevalence of obstructive sleep apnea syndrome (OSA) 

in IPF patient (Gille et al., 2017; Lancaster et al., 2009), and the use of OSA therapy by continuous 

positive airway pressure (CPAP) is effective and improved the daily living activities and quality of sleep 

in patients with IPF (C et al., 2015; Mermigkis et al., 2013). OSA consists of repeated upper airway 

obstructions leading transient reduction in inspiratory air flow caused by increased resistance in the 

upper airways (Guilleminault et al., 1993; Young et al., 1993) These obstructions induce hypercapnia 

and hypoxemia / haemoglobin desaturation (Badran et al., 2014). The activation of peripheral/central 

chemoreflexe arc during these episodes leads to micro-arousals, sleep fragmentation and increase in 

ventilation (Andrade et al., 2018). Thus, OSA is characterized by cyclic episodes of hypoxia-

reoxygenation named “intermittent hypoxia, (IH)” which is particularly deleterious due to the 

generation of oxidative stress and inflammation response and considered as a key factor responsible 

in related-comorbidities (Dewan et al., 2015; Sforza and Roche, 2016).  However, little is known about 

the time sequence of OSA’ onset as compared to IPF (Gille et al., 2017). 

Interestingly, IH exposure, as the pathogenic element of OSA, negatively impact LPS-induced 

ALI (Kim et al., 2020) and we and other showed that IH worsens the severity of lung fibrosis on rodent 

model of Bleomycin (BLM)-induced lung fibrosis (Braun et al., 2018; Gille et al., 2018). However, the 

impact of OSA in IPF development or evolution is unclear (Lancaster et al., 2009), and the molecular 

mechanisms involved in these effects are poorly understood.  

Among the molecular mechanism that may be involved both in the pathogenesis of IPF and 

intermittent hypoxia (a major element of OSA), endoplasmic reticulum (ER) stress seems to play a 
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major role. ER stress markers have been found overexpressed in IPF biopsies (Korfei et al., 2008) as 

well as in mouse models of Bleomycin-induced lung fibrosis (Delbrel et al., 2018; Hsu et al., 2017), but 

also in the heart and lung of mice exposed to intermittent hypoxia (Belaidi et al., 2016; Shi et al., 2020) 

. ER is involved in calcium homeostasis and in the synthesis, maturation and folding of proteins. When 

the homeostasis is disturbed, following an accumulation of Ca2+ or improperly folded proteins, a 

specific signalling pathway called the Unfolded Protein Reponse (UPR) is activated monitoring the ER 

stress. Three essential branches of the UPR (IRE1- XBP1), (PERK-eI2F-α) and ATF6 are initiated by the 

release and the shifting of the chaperone proteins GRP78 on unfolded proteins(Tanjore et al., 2013) , 

to moderate the overall proteins synthesis, promote their degradation, or induce apoptosis or change 

in cells phenotype by EMT (Delbrel et al., 2019, 2018; Szegezdi et al., 2006; Tanjore et al., 2011). 

Interestingly, ER stress-induced lung apoptosis and fibrosis has recently been pointed out in lung of 

mice exposed to IH (Shi et al., 2020). 

In this study, we investigate the molecular mechanism implicated in the worsening effect of IH 

on the lung fibrosis. We show that IH increases ECM deposition, increase the expression of pro-fibrotic 

factors, and we show that IH preconditioning, before the instauration of lung fibrosis, worsens the 

expression of ER stress markers.  

 

Materials & methods 

Ethical approval 

Experimental protocol was approved by the Ethics committee Charles Darwin, done in accordance with 

European community’s council directive 2010/63/EU for animal care, and conducted in accordance 

with French laws for animal care (APAFIS #18309-2019010316127879 v16). 

   

Animals 

Experiments were performed in ninety-one C57BL/6J male mice (Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, 

France), aged around 8 weeks old. All Animals were housed in standard conditions in a 12h/12h 

light/dark cycles, at an ambient temperature of 20-22°C, and had ad libitum access water and food.  

 

Lung fibrosis induction  
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As previously described (Gille et al., 2018), lung fibrosis was induced by a single intra-tracheal 

instillation of Blemomycin (BLM, bellon – Sanofi laboratory) at 3.5 IU/g or 2 IU/g in 100 µl of saline. 

Control group was instilled with 100 µl of saline. The same qualified experimenter always performed 

instillations. Weight and survival were controlled daily. As weight loss was an indicator of intra-tracheal 

BLM instillation success, mice without weight loss were excluded from the study.  

 

Experimental design  

After BLM or saline instillation, mice were exposed to intermittent hypoxia (IH) or intermittent air (IA) 

depending on two protocols (Figure1).   

Protocol I: BLM (3.5 IU/g) or saline instillation was performed at day 0 (d0). Then, mice were exposed 

to IH or IA at d1 and were sacrificed 2 weeks latter (d15). Four experimental groups were formed: 

Saline/IA; Saline/IH 14d; BLM (3.5 IU/g) /IA and BLM (3.5 IU/g) /IH 14d. 

Protocol II: mice were exposed to IH or IA during 14 days, and then instilled with BLM (3.5 IU/g or 2 

IU/g) or saline. Mice were sacrificed 2 weeks later (d28). Six experimental groups were formed: 

Saline/IA, Saline/IH 28d, BLM (3.5 IU/g)/IA and BLM (3.5 IU/g) /IH 28d, BLM (2 IU/g) /IA and BLM (2 

IU/g) /IH 28d.  

 

Intermittent hypoxia exposure  

As previously described (Gille et al., 2018), mice were placed in a customized plexiglas chamber 

(Ruskinn) associated with an automated nitrogen/air delivery system (Iconic, Ruskin). Oxygen level was 

permanently monitored and IH was achieved by adding nitrogen or oxygen in the chamber. The 

fraction of inspired oxygen (FiO2) varies from 21 % to 7%. In order to be as close as possible to the 

kinetics observed in OSA (Pun, 2020), the nadir was reached by adding nitrogen slowly (around 58 sec) 

and the resaturation was rapid through oxygen flushing (around 26 sec). Mice were exposed for 30 

cycles/hour, 8 hours/day (during their sleep period) for 14 (protocol 1) or 28 (protocol II) days. Control 

animals were exposed to IA in an identical chamber flushed with the same alternating period with air.  

 

Lung extraction 

Mice were deeply anesthetized with intra-peritoneal ketamine/xylazine injection (100 mg/kg and 20 

mg/kg respectively) and were sacrificed by section of the abdominal aorta. In order to access to the 
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lung, trachea was canulated and then, a thoracotomy was performed. Lung was rinsed by an injection 

of physiological saline through the pulmonary artery. After that, right pulmonary lobes (superior, 

middle, inferior and post-caval lobes) were isolated through a ligation to the hilium to prevent the 

passage of the instilled products. The left lobe was inflated and fixed with 4% paraformaldehyde at a 

pressure of 20 cm H2O through the cannula. Heart and lungs were removed en bloc. The right lung 

lobes were separated, frozen in liquid nitrogen and stored at -80 ° C for RNA and Proteins assays. The 

left lobes was placed in 20ml 4% paraformaldehyde for 24 hours and then embedded in paraffin. 

Sections were cut at 5µm tickness for histological staining. 

 

Histological staining 

 Left pulmonary lobe sections were deparaffinised with xylen, rehydrated and rinsed before 

Hematoxylin – eosin (HE) or Masson’s trichrome (MT) staining. For HE staining, lung sections were 

stained with Hematoxylin (REF du produit, 10 min), embedded in 80% ethanol (5min) and then 

incubated with alcoholic eosin (REF du produit, 2 min). For MT staining, lung sections were incubated 

with phosphomolybdic/phosphotungstic acid solution (5 min), stained with aniline blue solution 

(5min), and then rinsed with acetic acid solution (2 min). After HE or MT staining process, sections 

were washed, mounted, dehydrated with Ethanol, cleared with xylene and coverslipped using 

histological mounting medium for microscopic analysis. 

 

Quantitative real-time reverse transcription-polymerase chain reaction 

Total RNA was isolated from right lung tissues (superior lobe) using TRIzol reagent protocol 

(Thermoscientific). 1µg of mRNA was used to synthesize cDNA using Maxima first strand cDNA 

synthesis kit for RT-qPCR (Thermoscientific) according to the manufacturer’s instructions.  

Resulting cDNA samples were diluted to 1/10e and amplified by quantitative real-time polymerase 

chain reaction (qPCR) using SYBR Green (Absolute SYBR Green Rox Mix; Thermo Scientific) with 

specifics genes primers designed to have a 25–30 cycle threshold values (Table 1).  

As an internal control, 18s was used to verify the equality of cDNA quantity in each condition. Relative 

quantification of gene expression was performed using the 2-ΔΔCt method reported to basal condition. 

 

Lung protein extraction and immunoblotting analysis 
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Total proteins were isolated from right lung tissues (inferior lobe). Lung was homogenized on ice using 

an Ultra-Turrax homogenizer in RIPA protein extraction buffer (50 mM TRIS-HCl, 150 mM NaCl, 1% 

NP40, 0.1% SDS, 0.5% sodium deoxycholate with adjusted pH 3.7) supplemented with Complete 

Protease Inhibitor Cocktail (Thermoscientific). Proteins concentration was determined using BCA kit 

(Thermoscientific) according to the manufacturer’s instructions.  

Forty micrograms (40 µg) of proteins were used for western blotting according to standard procedures. 

Briefly, proteins were electrophoresed in denaturised conditions (SDS-PAGE), transferred to a 

nitrocellulose membrane and blocked 1 h at room temperature in 0.1% TBS-Tween solution 

supplemented with 5% fat free milk. Membranes were then blotted at 4 ̊C overnight with specific 

primary antibodies (Table 2). Protein ratios or expression levels were normalized to β-actin protein 

expression level, used as an equal loading control. 

 

Evaluation of caspase 3/7 activity  

Apoptosis induction was quantified by the measurement of caspase 3/7 relative activity using Caspase-

Glo 3/7® assay (Promega) according to the manufacturer’s instruction. 20µl of reagent containing a 

proluminescent caspase substrate was added to 5 µg of cell lysates. The cleavage of the substrate by 

the caspase 3 present within the samples liberates free aminoluciferin, which is consumed by the 

luciferase, generating a “glow-type” luminescent signal that is proportional to caspase 3 activity. 

 

Data and statistical analysis 

In our study, all data and statistical analysis were realized using GraphPad Prism® software. Results are 

presented as mean ± standard deviations (SD). D’Agostino-Pearson omnibus normality test was 

realised to assess the distribution of the data. Survival rate was estimated by the method of Kaplan-

Meier and compared by the log-rank test.  

Repeated measures ANOVA with Greenhouse-Greisser correction followed by Bonferroni’s multiple 

comparisons test were performed or Friedman test followed by Dunn's multiple comparisons test was 

performed to estimate the difference in mice weight as compared to initial weight. These tests were 

performed only on mice which survived throughout the study. Unpaired t-test with Welch's correction 

and Kruskal-Wallis test followed by a Dunn’s multiple comparison tests were applied to compare the 

difference in mice weight between two different groups and more than two groups respectively. These 

tests were performed on all mice including those died during the study. 



86 
 

To analyse the effect of Bleomycin treatment or intermittent hypoxia exposure versus saline or 

intermittent air exposure on ER stress markers and pro-fibrotic markers expression and quantification, 

we compared each time the difference between two groups and row data were submitted to a Mann-

Whitney test. Differences were considered significant when P < 0.05. 

  



87 
 

Results 

Bleomycin induced mice mortality, weight loss, lung fibrosis and expression of molecular stress 

markers.  

BLM (3.5 IU/g) instillation induced progressive mice weight loss, significant from day 6 (Figure 2B), and 

an increase in mortality, significant after day 11 (Figure 2A). At day 15, at the end of the experiment, 

76% of mice treated with BLM were alive. At the lung level, BLM instillation induced alveolar epithelium 

damages and fibrogenesis. Haematoxylin-eosin (H&E) and Masson’s trichrome (MT) staining (Figure 

2C) revealed lung architectural changes and collagen deposition. In addition, collagen proportion 

(Figure 2D) was significantly higher compared to saline control. Moreover, BLM instillation significantly 

increased the expression of ER stress markers: spliced XBP1 (sXBP1), cleaved ATF6 (ATF6N) and CHOP, 

with an increasing trend for chaperone proteins GRP78 and GRP75 (Figure 2E and 2F). Interestingly, 

ATF4 expression was significantly decreased with BLM treatment. In parallel, a significant induction of 

extracellular matrix proteins mRNA: Collagen1a1, Collagen3a1, and Fibronectin1 (figure 2G) and pro-

fibrotic markers: Cxcl12, Pdgf-β and Serpin1 (Figure 2H) was observed.  

 

Intermittent hypoxia preconditioning is necessary to strengthen lung fibrosis induced by Bleomycin.  

To document the impact of OSA on the severity of the pulmonary fibrosis, mice were double challenged 

with bleomycin instillation to develop lung fibrosis on one hand, and exposed to intermittent hypoxia 

on the other hand. Our results showed that intermittent hypoxia exposure did not increase mortality 

after 14 or 28 days in saline groups (Figure 3A, saline/IH 14d, saline/IH 28d). Double challenge of BLM 

instillation and IH exposure leads to a more important, but not significant weight loss, advanced the 

beginning of mortality and increased mortality rate from 23,5% to 43% (figure 3B). When mice were 

instilled with BLM and then exposed to HI (BLM (3,5 UI/g)/IH 14d groups vs BLM 3,5IU/g) IA), no 

difference was observed in lung histology (Figure 3C) and collagen deposition and quantification 

(Figure 3D). On the contrary, when mice were pre-exposed to IH, we observed a compact lung 

structure with alveolar collapse (H&E staining, Figure 3C), a reduction of alveolar space (Figure 3C) and 

an excessive extracellular matrix synthesis and collagen deposition (Figure 3C and 3D).  

 

Intermittent hypoxia exposure extended to 28 days is necessary to induce molecular stress markers 

in lung  

In order to understand the mechanisms involved in the worsening effect of intermittent hypoxia on 

lung fibrosis, we were interested in the effect of intermittent hypoxia exposure alone in the lung 
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(Figure 4). No difference of the alveolar epithelium histology was observed between 14 days or 28 days 

of IH exposure (Figure 4A, H&E staining). However, 28 days of IH exposure led to an  increase trend of 

collagen proportion in alveolar epithelium (Figure 4A, MT staining and 4B). 28 days of IH induced 

increase expression of ER stress markers ATF4, GRP75 and CHOP (Figure 4C and 4D) and no modulation 

of sXBP1 and GRP78 (Figure 4D). The expression of ATF6N was in contrary significantly decrease (Figure 

4D). IH exposure during 14 days leads to a significant increase in Collagen 1a1 mRNA expression (Figure 

4E). However, 28 days of IH exposure were necessary to improve this result and to show a significant 

increase in Collagen 1a1 and Collagen 3a1 expression (Figure 4E) and pro-fibrotic factors Cxcl12 and 

Pdgf-β expression (Figure 4F). However, no modulation was shown for Fibronectin 1 and Serpin1 mRNA 

expression (Figure 4E and 4F).         

 

No impact of IH preconditioning on Bleomycin-induced molecular markers in lung 

To document the molecular impact of IH preconditioning on the severity of BLM-induced lung fibrosis, 

classical molecular markers of lung fibrosis were studied (Figure 5). IH preconditioning doesn’t modify 

the expression of BLM-induced stress markers XBP1, ATF6N, ATF4, GRP78, GRP75, and CHOP (Figure 

5A and 5B). Similarly, no modulation on the expression of lung extracellular matrix components 

Collagen 1a1, Collagen 3a1 and Fibronectin 1 (Figure 5C) and pro-fibrotic markers Cxcl12, Pdgf-β and 

Serpin 1 (Figure 5D) were observed.  

 

Intermittent hypoxia preconditioning worsened the effect of low dose BLM on lung fibrosis and 

molecular markers expression 

In order to overcome the major effect of BLM on the molecular impact of IH on lung fibrosis, mice 

where instilled with low dose of BLM. No mortality was observed in the three groups BLM (2UI/g)/IA, 

BLM (2UI/g)/IH 28 days, or IH 28 days (data not shown). Mice body weight was not affected by low 

dose BLM instillation (Figure 6A). Interestingly, in double challenged BLM (2UI/g)/IH 28 days group, we 

observed significant mice weight decrease as compared to BLM (2UI/g)/IA groups. In addition, we 

observed that IH preconditioning significantly increase the severity of lung fibrosis induced by low dose 

of BLM (Figure 6B). Indeed, a severe thickening in lung structure and a more accentuated alveolar 

collapse with a total loss of alveolar space was observed (H&E staining, Figure 6B). Furthermore, IH 

preconditioning induced an excessive extracellular matrix synthesis with an important proportion of 

collagen deposition (MT staining, figure 6B and 6C). 
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As compared to saline/IA groups, low dose of BLM also induced significantly ER stress markers (sXBP1, 

ATF6N and GRP78) protein levels (figure 6D, 6E), Collagens (Collagen1a1, Collagen 3a1) and profibrotic 

factors (Cxcl12, Pdgf-β and Serpin 1) mRNA expression (Figure 6 F, G). Interestingly, IH preconditioning 

significantly induced ATF6N protein level (Figure 6E) but has no impact on GRP78, CHOP and ATF4 

protein expression (Figure 6D, 6E) as compared to BLM (2IU/g)/IA groups. Increasing trend for sXBP1 

protein level was also showed. Moreover, a significant increase in Collagen1a1, Collagen 3a1, Cxcl12 

and Serpin1 mRNA expression was induced by IH preconditioning (BLM (2IU/g)/IH groups vs BLM 

(2IU/g)/IA, Figure 6F, 6G), but no modification was observed for Pdgf-β mRNA expression (Figure 6G).  
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Discussion 

 

Our study aims to progress in understanding the link between OSA and IPF (Gille et al., 2018) 

and to decipher the mechanism implicated in the worsening effect of intermittent hypoxia in the 

severity of lung fibrogenesis previously observed (Gille et al., 2018). Here, we have hypothesized that 

this effect would be secondary, at least in part, to increased cellular ER stress.  

In our experimental conditions, histological analysis of mice lungs exposed to both IH and BLM 

instillation didn’t show aggravating effect of IH on lung fibrosis severity at day 14. However, when mice 

were exposed to longer time of IH exposure (28 days) or to IH before induction of lung fibrosis by BLM 

instillation, we observed a significant weight loss, and an aggravated lung fibrosis characterized by a 

thicker lung structure with an excessive increasing in collagen deposition as compared to BLM alone.   

28 days of IH exposure alone significantly increased the induction of Collagen 1a1 and Collagen 

3a1 mRNA expression in whole lung extract and protein deposition in lung parenchyma, two 

fundamentals events in fibrosis development (Hansen et al., 2016). Furthermore, and in agreement 

with the study of Shi et al (Shi et al., 2020) IH significantly increased the expression of pro-fibrotic 

markers PDGF-β and CXCL12mRNA. CXCL12 and PDGF-β are well described in the pathogenesis of IPF 

(Xu et al., 2020) and well known to induce the proliferation, and migration of fibroblasts (Nishioka et 

al., 2013), and chemoattract circulating fibrocytes (Phillips et al., 2004). 28 days exposure of IH 

exposure also induced an increase expression of ER stress markers ATF4, ATF6, GRP75 and CHOP. 

These finding were in agreement with a recent study that shows an induction of ER stress ATF4 marker 

in lung after four weeks of IH exposure (Shi et al., 2020). 

The major impact of IH on lung fibrosis was observed when IH was started 14 days before 

induction of lung fibrosis by intratracheal instillation of  a 2UI/kg dose of BLM. In our model, BLM 

treatment at low (2UI/kg) or high (3,5UI/kg) dose increased expression of extracellular matrix 

component (Collagens) and pro-fibrotic mediator expression CXCL12, PDGFβ and serpin 1 and 

expression of ER stress markers XBP1, ATF6 and GRP78 as reported by other (Delbrel et al., 2018; Hsu 

et al., 2017). The origin of ER stress observed in IPF patients biopsies and mice lung developing 

experimental fibrosis is not completely understood and the implication of an hypoxic 

microenvironment of AEC cells has been proposed (Burman et al., 2018; Delbrel et al., 2018; 

Tzouvelekis et al., 2007). IH effects on ER stress markers induction are widely studied in several organs, 

particularly in cardiac tissue (Belaidi et al., 2016; Moulin et al., 2020, 2020). IH exposure induced 

different ER stress markers (GRP78, CHOP, XBP1 mRNA) in cardiomyocytes in mice model of ischemia-

reperfusion injury (Belaidi et al., 2016). In their study in the lung, Shi et al, suggested that the lung ER 
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stress induced by IH is mostly mediated by activation of the PERK/ATF4 pathway. The activation of 

PERK/ATF4 pathway could also amplify an anti-oxidative response via NRF2 transcription factors 

activation (Sarcinelli et al., 2020) and oxidative stress response is known as major deleterious 

consequence of IH in lung (Tuleta et al., 2016). This results was all the more interesting that the NF-

kB/NRF2 signaling pathway has been recently pointed to partly explain the deleterious impact of IH on 

lung fibrogenesis (Kang et al., 2020). PERK/ATF4 pathway was also implicated in cells apoptosis 

mediated notably via pro-apoptotic protein CHOP which was induced by prolonged intermittent 

hypoxia exposure in our model. Other study in cardiac tissue have suggest an existence of physical 

interaction of ATF4 with the hypoxia inducible factors (HIF-1α). Interestingly HIF-1 induction has been 

reported in cardiomyocytes exposed to IH, and proposed to participate in deleterious effect of IH in 

this organ (Moulin et al., 2020). We and other reported by immunohistochemistry induction of HIF-1 

specifically in alveolar cells of mice developing experimental pulmonary fibrosis (Delbrel et al., 2019; 

Goodwin et al., 2018). In our conditions HIF-1 induction was not detected by western blot in whole 

lung homogenates of mice exposed to IH (data not shown) but the experimental approach used cannot 

allow us to exclude its participation in the worsening effect of IH. In our study IH worsening effect on 

lung fibrosis seems principally mediated through ATF6 signaling pathway (perhaps also through IRE1-

XBP1), but the precise mechanism remains to be determined. 

We also observed an additive effect of IH exposure on the expression of Collagen 1a1, CXCL12 

and Serpin 1 mRNA expression as compared to mice treated with BLM alone. Interestingly, IH and BLM 

both induced the expression of Serpin 1 (PAI-1 in Human). PAI-1 is showed up-regulated in AEC II cells 

from IPF patient (Jiang et al., 2017), and could plays a critical role in the development of lung fibrosis 

(Rabieian et al., 2018) through induction of cell senescence (Rana et al., 2020). Interestingly, cellular 

senescence has also been proposed to explain the pathophysiology of IPF (Liu and Liu, 2020), and we 

cannot exclude its implication in the aggravating effect of IH. Futures studies aimed to decipher the 

implication of cell senescence and its relationship with ER stress in the worsening effect of IH in lung 

fibrosis would be essential to go further in the understanding of the molecular mechanisms implicated 

in the lung fibrogenesis.  

  In this study we showed that either 28 days exposure of IH or BLM treatment induced ER stress, 

but distinct UPR signalling pathway are activated. We showed an additive and worsening effect of IH 

pre-conditioning on lung fibrosis through the expression of ER stress and pro-fibrotic markers. In 

conclusion, we demonstrated that IH preconditioning exacerbate lung fibrosis in mice, and we 

established that this effect was partly mediated by the induction of ER stress, the activation of the UPR 

and the induction of pro-fibrotic factors expression in the lung.  
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Figure Legends 

Figure 1: Experimental designs of Bleomycin instillation and intermittent hypoxia exposure. 

Our study was based on two experimental designs. In the experimental design I, mice were instilled 

intratracheally with saline or Bleomycin (BLM) (3.5 IU/g) at day 0 and exposed to intermittent hypoxia 

(IH; 30 cycles/hour, 8 hours/day, Nadir 7% O2) or intermittent air (IA) at day 1. Mice were then 

sacrificed at day 14 of exposure (therefore day 15 of BLM instillation) and lung was extracted. In the 

experimental design II, mice were exposed to intermittent hypoxia (30 cycles/hour, 8 hours/day, Nadir 

7% O2) or intermittent air at day 0 and instilled intratracheally with saline or BLM (3.5 or 

 2 IU/g) at day 14 of exposure. Mice were then sacrificed at day 28 of exposure and lung was extracted.    

     

Figure 2: Characterisation of Bleomycin-induced lung fibrosis mice model. 

Saline or Bleomycin (BLM) (3.5 IU/g) was instilled intra-trachealy in mice at d0. Mice were then exposed 

to intermittent air (IA) at d1. Mice body weight variation and vital status were checked daily. Mice 

were sacrificed at d15 of BLM instillation. (A) Kaplan-Meier curve representing mice survival 

percentage after BLM (3.5 IU/g) or saline instillation and IA exposure (n=12 for saline/IA and n=17 for 

BLM/IA group) compared by the log-rank test (B) Variation of mice body weight each day after BLM 

(3.5 IU/g) or saline instillation and IA exposure. Weight loss or gain was calculated by the difference 

(Δ) between the daily mice weight (dx) and the mice initial weight at day 0 (Δ weight = dx-d0). Repeated 

measures ANOVA was performed to evaluate the difference in delta weight relative to initial weight (Δ 

weight (dx-d0) versus initial weight at d0, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001). Difference 

on delta weight between saline/IA and BLM/IA group was evaluated by unpaired t test (saline/IA versus 

BLM (3.5 IU/g)/IA, $p<0.05, $$p<0.01, $$$p<0.001, $$$$p<0.0001) with n=12 for saline/IA and n=17 for 

BLM/IA group. (C) Histological staining of lung sections. Hematoxylin-eosin (H&E) staining was used to 

assess lung histology and masson’s trichrome (MT) for visualization of lung collagen deposition. 

Sections of 5µm paraffin-embedded left lung were prepared form mice after 15 days of BLM (3.5 IU/g) 

or saline instillation and IA exposure. Pictures shown are representative of multiple experiments (n>10) 

(D) Quantification of Collagen deposition after MT staining. Area occupied by collagen (blue staining) 

was reported to the total area of the left lung and percentage of collagen present was quantified using 

HistoLab Image Analysis Software. Mann-Whitney test was applied to compare the two groups with 

n=3 for saline/IA and n=9 for BLM/IA group. (E) Western blot analysis of ER stress markers (sXBP1, 

ATF6N, ATF4, GRP78, GRP75 and CHOP) protein expression. Western blot was performed on right lung 

(inferior lobe) total lysates from mice after 15 days of BLM (3.5 IU/g) or saline instillation and IA 

exposure. Blot shown are representative of six experiments. (F) Quantification of BLM effect on ER 

stress markers protein expression using image Lab software. Protein expression was normalized to 

ctin and BLM effect on ER stress markers expression is presented as fold induction normalized to 
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the mean value of controls (saline/IA) and reported to 1. Raw data were submitted to Mann-Whitney 

test to compare the two groups with n=11 for saline/IA and n=9 for BLM/IA group (G) mRNA expression 

of Collagen 1a1, Collagen 3a1 and Fibronectin1 quantified by RT-qPCR. (H) mRNA expression of pro-

fibrotic markers (Cxcl12, Pdgf-β and Serpin1) quantified by RT-qPCR. RT-qPCR was performed on right 

lung total lysates (superior lobe) from mice after 15 days of BLM (3.5 IU/g) or saline instillation and IA 

exposure. Relative quantification of mRNA gene expression was realized using the 2-ΔΔCt method with 

18s as an internal control. BLM effect on Collagen1a1, Collagen 3a1 fibronectin1 and pro-fibrotic 

markers expression (Cxcl12, Pdgf-β and Serpin1) is presented as fold induction normalized to the mean 

value of controls (saline/IA) and reported to 1. Raw data were submitted to Mann-Whitney test to 

compare the two groups with n=12 for saline/IA and n=9 for BLM/IA group. Y axis is represented in 

two segments with both bottom and top at 50% length. (saline/IA versus BLM (3.5 IU/g)/IA  *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001). 

 

Figure 3: Impact of intermittent hypoxia exposure on Bleomycin-induced lung fibrosis in mice.  

Intermittent hypoxia (IH) exposure was performed according to two different protocols. In the first, 

mice were exposed to IH or IA at day 1 after BLM (3.5 IU/g) or saline instillation, and then sacrificed 

after 15 days. The second consisted in IH preconditioning: IH or IA exposure was performed at day 0 

and BLM or saline instillation was performed at day 14, then mice were sacrificed at day 28. Mice body 

weight variation and vital status were checked daily. (A) Kaplan-Meier curve representing mice survival 

percentage after BLM (3.5 IU/g) or saline instillation at d0 or d14 and IH or IA exposure during 14 days 

or 28 days. The log-rank test was performed with Saline/IA (n=12), BLM/IA (n=17), Saline/IH14d (n=9), 

Saline/IH 28d (n=8), BLM/IH 14d (n=7) and BLM/IH 28d (n=10). (B) Variation of mice body weight each 

day after BLM (3.5 IU/g) or saline instillation and IH or IA after 14 days or 28 days exposure. Weight 

loss or gain was calculated by the difference (Δ) between the daily mice weight (dx) and the mice initial 

weight at day 0 (Δ weight = dx-d0). Repeated measures ANOVA was applied for saline/IH 14d and 

BLM/IA (instillation days 0) and Friedman test was used for all others groups to evaluate the difference 

in delta weight relative to initial weight at days 0 both for the two protocols (Δ weight (dx-d0) versus 

weight at d0, *p<0.05, ***p<0.001, ****p<0.0001) or relative to mice weight at days 14 after BLM 

instillation in the second protocol (Δ weight (dx-d14) versus weight at d14, ¤¤p<0.01, ¤¤¤p<0.001, 

¤¤¤¤p<0.0001). Kruskal-Wallis test was used to compare the difference between different groups (the 

symbol $ was used if the difference was significant) (C) Histological staining of lung sections. 

Hematoxylin-eosin (H&E) staining was used to assess lung histology and masson’s trichrome (MT) for 

visualization of lung collagen deposition. Sections of 5µm paraffin-embedded left lung were prepared 

form mice after 15 days of BLM (3.5 IU/g) instillation (at d0 or d14) and 14 days or 28 days of IH or IA 
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exposure. Pictures shown are representative of multiple experiments (n=4 for BLM/IH 14d groups and 

n ≥ 7 for other groups). (D) Quantification of Collagen deposition after MT staining. Area occupied by 

collagen (blue staining) was reported to the total area of the left lung and percentage of collagen 

present was quantified using HistoLab Image Analysis Software. Kruskal-Wallis test was applied to 

compare the difference between all  groups (BLM/IA (n=9), BLM/IH 14d (n=4) and  BLM/IH 28d (n=7).  

 

 

Figure 4: Effect of short or middle term intermittent hypoxia exposure in lung.  

Mice were instilled with saline at day 0 or day 14 and exposed to intermittent hypoxia or intermittent 

air during 14 days or 28 days. (A) Histological staining of lung sections. Hematoxylin-eosin (H&E) 

staining was used to assess lung histology and masson’s trichrome (MT) for visualization of lung 

collagen deposition. Sections of 5µm paraffin-embedded left lung were prepared form mice after 

saline instillations and 14 days or 28 days of IH or IA exposure. Pictures shown are representative of 

multiple experiments (n ≥ 6).  (B) Quantification of Collagen deposition after MT staining. Area 

occupied by collagen (blue staining) was reported to the total area of the left lung and percentage of 

collagen present was quantified using HistoLab Image Analysis Software. Kruskal-Wallis  test was 

applied to compare the difference between all groups (Saline/IA (n=6), saline/IH 14d (n=7) and  

saline/IH 28d (n=8)). (C) Western blot analysis of ER stress markers (sXBP1, ATF6N, ATF4, GRP78, 

GRP75 and CHOP) protein expression. Western blot was performed on right lung total lysates (inferior 

lobe) from mice after saline instillation and exposed 14 days or 28 days to IH or IA. Blot shown are 

representative of four experiences. (D) Quantification of IH (14d or 28d) exposure effect on ER stress 

markers expression using image Lab software. Protein expression was normalized to β-Actin and IH 

effect on ER stress markers expression is presented as fold induction normalized to the mean value of 

controls (saline/IA) and reported to 1. (E) mRNA expression of Collagen 1a1, Collagen 3a1 and 

Fibronectin1 quantified by RT-qPCR. (H) mRNA expression of pro-fibrotic markers (Cxcl12, Pdgf-β and 

Serpin1) quantified by RT-qPCR. RT-qPCR was performed on right lung total lysates (superior lobe) from 

mice after saline instillation and 14 days or 28 days of IH or IA exposure. Relative quantification of 

mRNA gene expression was realized using the 2-ΔΔCt method with 18s as an internal control. IH (28d or 

14d) exposure effect on Collagen1a1, Collagen 3a1, Fibronectin1 and pro-fibrotic markers expression 

(Cxcl12, Pdgf-β and Serpin1) is presented as fold induction normalized to the mean value of controls 

(saline/IA) and reported to 1.Mann-Whitney test was applied to compare the two groups (Saline/IA 

(n=9) versus saline/IH 14d (n=9) and saline/IA (n=12) versus saline/IH 28d (n=8).*p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001.  
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Figure 5: Impact of intermittent hypoxia preconditioning on BLM-induced fibrosis molecular markers 

in lung. 

Mice were exposed to IH or IA at day 0 and BLM (3.5 IU/g) instillation was performed at day 14 of 

exposure, then mice were sacrificed at day 28. (A) Western blot analysis of ER stress markers (sXBP1, 

ATF6N, ATF4, GRP78, GRP75 and CHOP) protein expression. Western blot was performed on right lung 

total lysates (inferior lobe) from mice after 14 days BLM instillation next to 14 days of IH exposure or 

IH or IA exposure alone for 28d. Blot shown is representative of four experiences. (B) Quantification of 

IH pre-conditioning exposure effect on BLM induced ER stress markers expression using image Lab 

software. Protein expression was normalized to β-Actin and IH preconditioning effect on BLM induced 

ER stress markers expression is presented as fold induction normalized to the mean value of controls 

(BLM/IA) and reported to 1. (C) mRNA expression of Collagen 1a1, Collagen 3a1 and Fibronectin1 

quantified by RT-qPCR. (D) mRNA expression of pro-fibrotic markers (Cxcl12, Pdgf-β and Serpin1) 

quantified by RT-qPCR. RT-qPCR was performed on right lung total lysates (superior lobe) from mice 

after 14 days BLM instillation next to 14 days of HI exposure or IH or AI exposure alone for 28d. Relative 

quantification of mRNA gene expression was realized using the 2-ΔΔCt method with 18s as an internal 

control. IH preconditionning effect on BLM induced Collagen1a1, Collagen 3a1, Fibronectin1 and pro-

fibrotic markers expression (Cxcl12, Pdgf-β and Serpin1) is presented as fold induction normalized to 

the mean value of controls (BLM/IA) and reported to 1. Mann-Whitney test was applied to compare 

the two groups (BLM/IA (n=9) versus BLM/IH 28d (n=7).  

 

Figure 6: Impact of intermittent hypoxia preconditioning on low dose BLM-induced lung fibrosis.  

Mice were exposed to IH or IA at day 0 and low dose BLM (2 IU/g) or saline instillation was performed 

at day 14 of exposure, then mice were sacrificed at day 28. (A) Variation of mice body weight each day 

after IH or IA exposure during 28 days in mice instillation by low dose BLM (2 IU/g) or saline solution 

at day 14. Graph represent body weights of mice after BLM (2 IU/g) or saline instillation after 14 days 

HI preconditioning. Weight loss or gain was calculated by the difference (Δ) between the daily mice 

weight (dx) and the mice weight at day 14 (Δ weight = dx-d14). Repeated measures ANOVA was applied 

for saline/IA (n=12) and BLM/IH 28d (n=9) and Friedman test was used for BLM/IA (n=12) to evaluate 

the difference in delta weight relative to mice weight at days 14 after BLM instillation (Δ weight (dx-

d14) versus weight at d14, ¤p<0.05, ¤¤p<0.01). Kruskal-Wallis test was used to compare the difference 

between the three different groups (BLM/IA versus BLM/IH 28d: $$p<0.01, $$$p<0.001). (B) Histological 

staining of lung sections. Hematoxylin-eosin (H&E) staining was used to assess lung histology and 

masson’s trichrome (MT) for visualization of lung collagen deposition. Sections of 5µm paraffin-

embedded left lung were prepared form mice after IH (28d) or IA exposure and low dose BLM or saline 

instillation. Pictures shown are representative of multiple experiments (n ≥ 7). (C) Quantification of 
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Collagen deposition after MT staining. Area occupied by collagen (blue staining) was reported to the 

total area of the left lung and percentage of collagen present was quantified using HistoLab Image 

Analysis Software. Kruskal-Wallis test was applied to compare the difference between all groups 

(Saline/IA (n=6), BLM/IA (n=12) and BLM/IH 28d (n=9)). (D) Western blot analysis of ER stress markers 

(sXBP1, ATF6N, ATF4, GRP78, GRP75 and CHOP) protein expression. Western blot was performed on 

right lung total lysates (inferior lobe) from mice after 14 days low dose BLM instillation next to 14 days 

of HI exposure or IH or AI exposure alone for 28d. Blot shown is representative of four experiences. (E) 

Quantification of IH pre-conditionning exposure effect on low dose BLM (2UI / g) induced ER stress 

markers expression using image Lab software. Protein expression was normalized to β-Actin, low dose 

BLM (2 UI / g) effect alone or IH preconditioning effect on BLM induced ER stress markers expression 

is presented as fold induction normalized to the mean value of controls (Saline/IA) and reported to 

1.Black histogram represented the effect of for BLM alone and Black/white histogram represent the 

effect of IH pre-conditionning exposure on low dose BLM (2UI / g) instillation. (F) mRNA expression of 

Collagen 1a1 and Collagen 3a1 quantified by RT-qPCR. (G) mRNA expression of pro-fibrotic markers 

(Cxcl12, Pdgf-β and Serpin1) quantified by RT-qPCR. RT-qPCR was performed on right lung total lysates 

(superior lobe) from mice after 14 days BLM instillation next to 14 days of HI exposure or IH or AI 

exposure alone for 28d. Relative quantification of mRNA gene expression was realized using the 2-ΔΔCt 

method with 18S as an internal control. Low dose BLM (2 UI / g) alone or IH preconditioning effect on 

Collagen1a1, Collagen 3a1 and pro-fibrotic markers expression is presented as fold induction 

normalized to the mean value of controls (Saline/IA) and reported to 1.Black histogram represented 

the effect of for BLM alone and Black/white histogram represent the effect of IH pre-conditioning 

exposure on low dose BLM (2UI / g) instillation.  Mann-Whitney test was applied to compare each two 

groups: saline/IA (n=7) versus BLM/IA (n=12) with significant difference represented by *p<0.05, 

***p<0.001, ****p<0.0001 and BLM/IA (n=12) versus BLM/IH 28d (n=9) with significant difference 

represented by $p<0.05. 
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Table 1: Summary table of primers used for Real-Time Polymerase Chain Reaction. 

 

 

Table 2: Summary table of antibodies used for western blot analysis 

 

  

Gene Forward Primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) 

Fibronectin 1 TGGTGGCCACTAAATACGAA GGAGGGCTAACATTCTCCAG 

Collagen 1a1 GTGGTGACAAGGGTGAGACA GAGAACCAGGAGAACCAGGA 

Collagen 3a1 TACACCTGCTCCTGTGCTTC CATTCCTCCCACTCCAGACT 

Serpin 1 GCACAACCCGACAGAGACAA ATGAAGGCGTCTCTTCCCAC 

Cxcl 12 CCTTCAGATTGTTGCAAGGCTG TCCTTTGGGCTGTTGTGCTT 

Pdgf β TCGCCTGCAAGTGTGAGACA CCGAATGGTCACCCGAGCTT 

 

Antibodies (anti-) Type Host Dilution Reference Manufacturer 

β-ACTIN  

 

 

   Primary 

antibodies 

Mouse 1/5000 A5316 Sigma 

CHOP Rabbit 1/1000  NBP2 – 66856 Novus 

ATF6-N Mouse 1/1000  Clone 1-7 MAB 6762 Abnova 

ATF4  Rabbit 1/1000 SC-200 (C-20) Santa Cruz 

GRP 78 Rabbit 1/1000 ADI-SPA-7680050 Enzo 

GRP 75 Rabbit 1/1000 D 175 9661L Cell Signaling 

sXBP1  Mouse 1/1000 SC-8015 (F-4) Santa Cruz 

Anti-mouse IgG HRP Secondary 

antibodies 

Goat 1/3000 P0447 Dako 

Anti-rabbit IgG HRP Goat 1/3000 P0448 Dako 
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II.3.2 Conclusion de l’article 2 

Dans cette étude nous avons mis en évidence qu’une exposition prolongée (4 semaines) 

à l’HI induisait l’expression des marqueurs de stress du RE et des facteurs pro-fibrosants au 

niveau pulmonaire chez les animaux contrôles (groupe saline). De plus, nous avons observé 

une aggravation de la fibrose pulmonaire induite par la BLM lorsque les animaux étaient pré-

exposés à l’HI, notamment lorsqu’une dose faible de BLM était utilisée. De manière 

intéressante, cette aggravation de la fibrose par l’HI était accompagnée d’une exacerbation de 

l’expression des marqueurs de stress du RE et de l’expression des facteurs pro-fibrosants. Ces 

résultats suggèrent que l’aggravation de la fibrose pulmonaire par l’HI serait secondaire au 

moins en partie à l’induction d’un stress du RE et les facteurs pro-fibrosants. 

Dans ce contexte, l’implication d’autres mécanismes moléculaires n’est pas à exclure. 

En effet, dans le processus de fibrogénèse d’autres stress sont également impliqués tels que le 

stress oxydant, l’inflammation et l’apoptose qui pourraient jouer un rôle clé. Ces facteurs de 

stress sont également induits en réponse à l’HI. 

Dans la suite de l’étude, nous avons donc analysé l’expression des marqueurs de stress 

oxydant (GPx, catalase, NRF2 et ROS), de l’inflammation (IL1β, IL6, CXCL1, NFkB-p50 et 

la MPO), de l’apoptose (PARP clivée, activité des caspases3/7et BNIPL3) ainsi que d’autres 

marqueurs de stress du RE non présentés dans l’étude 2 (p-eIF2α et GRP94). 
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II.4 Impact d’un pré-conditionnement à l’HI sur l’induction du stress oxydant, de 

l’apoptose et de l’inflammation dans le modèle de souris instillées à la BLM 

Cette analyse a été effectuée sur les prélèvements pulmonaires issus de l’étude 2. Les 

souris ont été préexposées 14 jours à l’HI (30 cycles/h, 8h/jour, nadir 7% O2) ou à l’AI puis 

instillées à la BLM (3.5UI/g) ou au sérum saline et sacrifiées au 28éme jour d’expérimentation. 

 

II.4.1 Impact sur l’expression des marqueurs de stress oxydant  

Afin d’étudier le stress oxydatif, nous avons analysé l’expression des enzymes 

antioxydantes (catalase et GPx) ainsi que l’expression du facteur de transcription NRF2, 

majoritairement impliqué dans la transcription des gènes de la réponse antioxydante (Figure 

20A, 20B, 20C).  

Nos résultats montrent que la BLM tend à diminuer l’expression de la GPx (Figure 

20A). En outre, une diminution significative de l’expression de la catalase (Figure 20B) 

comparativement au groupe contrôle (AI-Saline) est observée.  

L’exposition à l’HI seule a induit une légère tendance à l’augmentation de l’expression 

de la catalase comparativement au groupe contrôle (groupe HI-Saline versus groupe AI-Saline) 

(Figure 20B). Nous n’observons pas d’effet de l’HI ni sur l’expression de la GPx (Figure 20A) 

ni sur l’expression de NRF2 (Figure 20C). 

Dans le groupe ayant reçu une double agression (groupe HI-BLM), on observe une 

tendance à la diminution de l’expression de la GPx par rapport au groupe contrôle AI-BLM 

(Figure 20A). Cependant, aucune différence de l’expression de la catalase ni de NRF2 n’est 

observée entre le groupe AI-BLM versus le groupe AI-Saline ni entre le groupe HI-BLM versus 

le groupe AI-BLM (Figure 20C). 

La génération des ROS a également été évaluée chez ces souris par une sonde CM-

H2DCFDA (diacétate de 2',7'-dichlorodihydrofluorescéine). Le principe est que la fluorescence 

émise par cette sonde est proportionnelle à la quantité de ROS. Nos résultats montrent une 

diminution significative de l’intensité de fluorescence en réponse à la BLM (Figure 20D, groupe 

AI-BLM versus AI-Saline). D’autre part, Il n’y a ni un effet de l’exposition à l’HI seule ni un 

effet aggravant de l’HI sur l’intensité de fluorescence de la sonde dans le groupe HI-BLM 

(Figure 20D).  
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Figure 20: Analyse de l’expression des marqueurs de stress oxydant. 

Les souris ont été exposées à l’HI ou à l’AI à J0 puis une instillation de BLM (3,5 UI/g) ou du saline a 

été réalisée à J14. Le sacrifice et les prélèvements des poumons ont été réalisés à J28. A, B, C) Analyse 

par WB des marqueurs anti-oxydants (GPx, catalase, NRF2) sur des lysats de protéines totales du lobe 

inférieur du poumon droit. Pour chaque marqueur un blot représentatif (à gauche) ainsi qu’une 

quantification (à droite) de l’expression des protéines, rapportée à l’actine ont été représentés. D) 

Analyse par une sonde H2DCFDA de la génération des ROS. La sonde a été préparée à une 

concentration de 50µM dans du tampon d’extraction de protéines (RIPA). Par la suite, 40µl de cette 

préparation ont été ajoutées à une quantité de 40µg de lysats de protéines totales du lobe inférieur du 

poumon droit. Une lecture de fluorescence a été ensuite réalisée. Dans chaque groupe, n = 7 à 11 souris. 

Les données brutes ont été soumises au test non paramétrique « Kruskal-Wallis »; * : p < 0,05.  



111 
 

II.4.2 Impact sur l’expression des marqueurs d’inflammation 

Nous avons par la suite analysé l’expression des marqueurs pro-inflammatoires chez les 

mêmes souris (Figure 21).  

 

 

Figure 21: Analyse de l’expression des marqueurs d’inflammation.  

Les souris ont été exposées à l’HI ou à l’AI à J0 puis une instillation de BLM (3,5 UI/g) ou du saline a 

été réalisée à J14. Le sacrifice et les prélèvements des poumons ont été réalisés à J28. A, B, C, D) 

Dosage par ELISA de la teneur en IL1β, CXCL1(KC), IL6 et en MPO (myéloperoxydase) dans des lysats 

de protéines totales du lobe inférieur du poumon droit. Les dosages ELISA ont été effectués sur 50µg 

de protéines totales pour IL1β, CXCL1(KC) et IL6 et 10µg de protéines totales pour la MPO. E) Analyse 

par WB de l’expression de la sous unité P50 de NFkB sur des lysats de protéines totales du lobe inférieur 

du poumon droit. Un blot représentatif (à gauche) ainsi qu’une quantification (à droite) de l’expression 

des protéines, rapportée à l’actine ont été représentés. Dans chaque groupe, n = 7 à 11 souris. Les 

données brutes ont été soumises au test non paramétrique « Kruskal-Wallis »; * : p < 0,05 ; ** : p < 

0,01. 

 

La comparaison entre le groupe AI-Saline et le groupe AI-BLM montre que le traitement 

à la BLM induit une augmentation significative de la concentration de deux médiateurs pro-

inflammatoires d’IL1β (Figure 21A) et KC(CXCL1) (Figure 21B) ainsi qu’une induction 

significative de l’expression de NFkB-P50 (Figure 21E). Nous n’avons pas observé d’effet 

significatif de BLM sur l’IL6 et la MPO (Figure 21C, 21D).   
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L’exposition à l’HI entraine une augmentation significative de la concentration d’IL1β 

(Figure 21A) comparativement au contrôle (groupe HI-Saline versus groupe AI-Saline). 

Cependant, nous n’avons pas observé d’effet significatif de L’HI sur les autres marqueurs pro-

inflammatoires dosés par ELISA (CXCL1, IL6, MPO) ni sur l’expression de NFkB-P50 

analysée par WB. 

Enfin, lors de la double agression, nous n’avons pas noté d’effet exacerbé dans le groupe 

HI-BLM comparativement au groupe contrôle AI-BLM sur tous les marqueurs analysés (Figure 

21).  

 

II.4.3 Impact sur l’expression des marqueurs d’apoptose  

L’apoptose des CEA est largement décrite comme élément majeur dans la fibrogénèse, 

et l’expression de différents marqueurs d’apoptose ont été retrouvée chez les patients FPI 

notamment au niveau des CEA (Maeyama et al. 2001; Plataki et al. 2005). Parmi ceux-ci, trois 

facteurs ont retenu notre attention dans cette étude : BNIP3L, les caspases 3/7 et PARP (Figure 

22). En effet , l’expression du facteur pro-apoptotique Bnip3L est induite en réponse à l’hypoxie 

et associée à une induction de l’activité des caspases 3/7 (Bernard et al. 2018; Gille et al. 2018). 

Par ailleurs, les caspases 3/7 sont des caspases effectrices responsables du clivage de la protéine 

PARP impliquée dans le signal pro-apototique et leur expression ainsi que celle de PARP clivée 

a été rapportée en réponse à l’hypoxie (Delbrel et al. 2018) ou à l’HI  (Gille et al. 2018) 

respectivement. 

L’analyse des résultats montre un effet significatif de la BLM sur l’expression de PARP 

clivée et de Bnip3L (Figure 22A, 22C) par rapport au contrôle (groupe AI-BLM versus groupe 

AI-Saline). Cependant, il n’y a pas d’effet significatif de la BLM sur l’activité des caspases 3/7 

(Figure 22B). 

L’exposition à l’HI n’a pas montré d’effet significatif sur ces marqueurs pro-

apoptotiques (PARP clivée, activité des caspases 3/7, Bnip3L) comparativement au contrôle 

(HI-Saline versus AI-Saline). De plus, un effet exacerbateur de l’HI n’a pas été observé dans 

HI-BLM par rapport au groupe AI-BLM (Figure22).    
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Figure 22: Analyse de l’expression des marqueurs d’apoptose dans le lysat de poumon total.  

Les souris ont été exposées à l’HI ou à l’AI à J0 puis une instillation de BLM (3,5 UI/g) ou du saline a 

été réalisée à J14. Le sacrifice et les prélèvements des poumons ont été réalisés à J28. A) Analyse par 

WB de l’expression du PARP clivée sur des lysats de protéines totales du lobe inférieur du poumon 

droit. Un blot représentatif (à gauche) ainsi qu’une quantification (à droite) de l’expression des 

protéines, rapportée à l’actine ont été représentés. B) Analyse de l’activité des caspases3/7 dans des 

lysats totaux du lobe inférieur du poumon droit. 20µl du substrat des caspases 3/7 proluminescent ont 

été ajoutées à 5 µg des extraits protéiques pulmonaires. Le clivage du substrat par les caspases3/7 

donne un produit luminescent. La    lecture de la luminescence a été effectuée et est proportionnelle à 

l’activité des caspases 3/7. C) Quantification de l’expression des ARNm par RT-qPCR de Bnip3L a été 

réalisée sur des extraits d’ARN totaux du lobe supérieur du poumon droit.  Dans chaque groupe, n = 7 

à 11 souris. Les données brutes ont été soumises au test non paramétrique « Kruskal-Wallis »; *** : p 

< 0,001. 
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II.4.4 Impact sur l’expression d’autres marqueurs de stress du RE  

Dans cette étude, nous avons également testé l’impact de l’HI sur différents acteurs des 

trois voies de l’UPR. Pour cela, en plus des différents marqueurs présentés dans l’article 2, nous 

avons étudié l’expression de la protéine phospho-eIF2α et de l’ARNm de la chaperonne 

Grp94  (Figure 23).  

 

 

Figure 23: Analyse de l’expression d’autres marqueurs du stress du RE.  

Les souris ont été exposées à l’HI ou à l’AI à J0 puis une instillation de BLM (3,5 UI/g) ou du saline a 

été réalisée à J14. Le sacrifice et les prélèvements des poumons ont été réalisés à J28. A) Analyse par 

WB de l’expression du phospho-eIF2α sur des lysats de protéines totales du lobe inférieur du poumon 

droit. Un blot représentatif (à gauche) ainsi qu’une quantification (à droite) de l’expression des 

protéines, rapportée à l’actine ont été représentés. C) Quantification de l’expression des ARNm par RT-

qPCR de Grp94 a été réalisée sur des extraits d’ARN totaux du lobe supérieur du poumon droit.  Dans 

chaque groupe, n = 7 à 11 souris. Les données brutes ont été soumises au test non paramétrique « 

Kruskal-Wallis »; ** : p < 0,01. 
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Nos résultats montrent que l’expression du facteur phospho-eIF2α n’est pas modulée 

quelle que soit la condition (Figure 23A). Par ailleurs, on note une augmentation significative 

de l’expression des ARNm de Grp94 en réponse à la BLM par rapport au contrôle (AI-BLM 

versus AI-Saline) (Figure 23B). 

L’exposition à l’HI n’a pas entrainé d’effet significatif sur l’expression de Grp94 

comparativement au contrôle (HI-Saline versus AI-Saline). De plus, un effet aggravant de l’HI 

n’a pas été observé dans le groupe HI-BLM par rapport au groupe AI-BLM (Figure23B). 

 

Conclusion Partie IV  

Ces résultats complémentaires montrent que la BLM (14 jours) a des effets pro-

oxydants, pro-inflammatoires, pro-apoptotiques et induit l’expression des marqueurs du stress 

du RE. L’exposition à l’HI pendant 28 jours aurait un effet pro-inflammatoire mis en évidence 

par l’induction significative d’IL1β. Cependant, il n’y a pas d’effet significatif de l’HI seule sur 

l’expression des autres marqueurs analysés. De plus, la double agression n’a pas montré d’effet 

exacerbant de l’HI sur les différents marqueurs induits par la BLM.  

L’absence de l’effet de l’HI seule ou combinée à la BLM sur l’expression des marqueurs 

de stress oxydant, de l’inflammation et de l’apoptose suggère que dans nos conditions, ils ne 

seraient pas impliqués dans l’effet aggravant de l’HI sur la fibrose pulmonaire. De ce fait, nous 

avons suggéré que la sénescence cellulaire, évènement également décrit dans la fibrogénèse, 

pourrait être majoritairement impliquée. La sénescence se définit comme un arrêt de la 

croissance cellulaire afin de limiter la prolifération anormale de cellules endommagées. Les 

cellules sénescentes, métaboliquement actives, se caractérisent par l’expression des protéines 

inhibitrices du cycle cellulaire p53, p27KIP1, p16Ink4a, suppresseurs de tumeurs (Dodig, Čepelak, 

et Pavić 2019) mais aussi par une augmentation de l’activité β-galactosidase lysosomiale (B. 

Y. Lee et al. 2006) et l’expression de l’histone H2A phosphorylée (γH2AX) en réponse au 

dommage à l’ADN (Z.-Y. He et al. 2016). La sénescence cellulaire pourrait être impliquée dans 

l’aggravation de la fibrose pulmonaire par l’HI. En effet, les marqueurs de sénescence ont été 

retrouvés exprimés dans les CEA de patients atteints de FPI (Disayabutr et al. 2016; Tian et al. 

2019). De plus, une étude récente a montré qu’une exposition à l’HI induisait une sénescence 

des préadipocytes humains en culture avec une augmentation du pourcentage de cellules 

positives à la β-galactosidase et la localisation nucléaire des marqueurs p16Ink4a et  γH2AX 

(Polonis et al. 2020). 
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Afin de tester une éventuelle implication de la sénescence dans l’effet aggravant de l’HI, 

nous avons analysé l’expression des marqueurs de sénescence cellulaire (p53, p27KIP1, p16Ink4a) 

dans nos conditions expérimentales.  

 

II.5 Etude de l’implication de la sénescence cellulaire dans l’effet aggravant de l’HI sur 

la fibrose pulmonaire 

Dans cette partie nous avons analysé les prélèvements pulmonaires issus des souris pré-

exposées à l’HI (30 cycles/h, 8h/jour, nadir : 7% O2) ou à l’AI et instillés à la BLM (2UI/g) ou 

au saline à J14. Les souris ont été par la suite réexposées pendant 14 jours supplémentaires et 

sacrifiées à J28. L’analyse de l’expression des marqueurs de sénescence (p53, p16ink4a et 

p27KIP1) a été effectuée par western blot sur des lysats de poumon total. 

Nos résultats montrent que l’instillation de BLM induit une tendance à l’augmentation 

de l’expression de p53 et p16ink4a (Figure 24A, 24B) mais pas d’effet sur l’expression de la 

protéine p27KIP1 (Figure 24C) par rapport au groupe contrôle (AI-BLM versus AI-Saline).   

L’exposition à l’HI seule n’a pas d’effet significatif sur l’expression de p53 et p16ink4a 

(Figure 24A, 24B) avec une tendance à l’augmentation pour la protéine p27KIP1 (Figure 24C) 

par rapport à la condition contrôle (AI-Saline).  

Cependant, une différence non significative a été observée entre le groupe HI-BLM 

versus le groupe AI-BLM. En effet, l’HI semble induire un effet exacerbant sur l’effet de la 

BLM concernant les protéines p53 et p16ink4a (Figure 24A, 24B).  
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Figure 24: Analyse de l’expression d’autres marqueurs de sénescence par WB. 

Les souris ont été exposées à l’HI ou à l’AI à J0 puis une instillation de BLM (2 UI/g) ou du saline a été 

réalisée à J14. Le sacrifice et les prélèvements des poumons ont été réalisés à J28. Analyse par WB de 

l’expression de la protéine A) P53, B) P16ink4a, C) P27KIP1 sur des lysats de protéines totales du lobe 

inférieur du poumon droit. Un blot représentatif (à gauche) ainsi qu’une quantification (à droite) de 

l’expression des protéines, rapportée à l’actine ont été représentés. Dans chaque groupe, n = 7 à 11 

souris. Les données brutes ont été soumises au test non paramétrique « Kruskal-Wallis ». 

 

Conclusion Partie V  

Les résultats préliminaires obtenus dans cette étude ont montré que l’expression des 

marqueurs de sénescence était modulée en réponse à la BLM et/ou à l’HI. Nous avons observé 

que la BLM seule modulerait l’expression des protéines p53 et p16ink4a et que l’HI seule aurait 

plutôt pour cible l’expression de la protéine p27KIP1. Cependant, la préexposition à l’HI semble 

exacerber l’expression des marqueurs modulés par la BLM (p53 et p16ink4a).   
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DISCUSSION GENERALE 

 

L’objectif de la thèse était de comprendre l’impact du SAOS chez les patients atteints 

de FPI sur le plan histologique qui reflète le degré de la gravité de la fibrose pulmonaire, mais 

également d’un point de vue moléculaire. Pour répondre à nos objectifs, nous avons utilisé un 

modèle murin de double agression avec une fibrose pulmonaire induite par instillation intra-

trachéale de BLM et une exposition à de l’HI élément pathogénique majeur du SAOS. Nous 

avons montré que l’exposition à l’HI exacerbe la fibrose pulmonaire et que cet effet serait 

secondaire au moins en partie à une induction d’un stress du RE. 

Les résultats présentés dans la partie précédente ont pour la plupart été discutés dans les 

publications associées à ce travail. Le but de cette discussion générale n’est pas de reprendre 

l’ensemble des points soulevés mais de mettre en avant les plus intéressants, de discuter les 

résultats non publiés et de mettre en perspective l’ensemble de ces données au regard de la 

littérature existante.  

 

I Considération méthodologique 

I.1 Intérêts et limites du modèle de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine   

La BLM  est un antibiotique chimiothérapeutique et identifié comme agent pro-fibrosant 

entrainant une toxicité et une fibrose pulmonaire chez les patients traités. L’instillation 

intratrachéale de BLM chez la souris est largement caractérisée et utilisée comme modèle 

d’étude de la fibrose pulmonaire (Moore et Hogaboam 2008). Dans ce modèle plusieurs aspects 

histologiques et moléculaires caractéristiques de la FPI ont été décrits tels que l’épaississement 

interstitiel et un collapsus alvéolaire accompagnés par une apoptose des CEA, la présence de 

CEA II hyperplasiques, le relargage des cytokines pro-fibrosantes,  la prolifération des 

fibroblastes synthétisant du collagène et la présence de foyers fibroblastiques (Moore et 

Hogaboam 2008; Williamson, Sadofsky, et Hart 2015). Néanmoins, ce modèle présente 

quelques limites. En effet, contrairement à la FPI chez l’homme, la fibrose induite par la BLM 

a été sévèrement critiquée en raison de la rapidité de son développement, le pic inflammatoire 

précédant la fibrose (J8) (Izbicki et al. 2002) ainsi que sa résorption généralement entre 21 et 

28 jours après l’instillation (Tashiro et al. 2017). De plus, la distribution de la fibrose induite 

par la BLM est différente de celle de la FPI. En effet, dans la FPI, la fibrose se développe avec 

une prédominance plutôt dans la région basale et sous pleurale contrairement à celle induite par 
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la BLM avec une distribution dominante dans la région bronchiolo-centrique (Williamson, 

Sadofsky, et Hart 2015). 

 

I.2 Intérêts et limites du modèle d’hypoxie intermittente   

L’HI est considérée comme l’élément pathogénique majeur du SAOS. Elle est 

largement utilisée dans la recherche expérimentale chez les modèles animaux pour simuler le 

stress d’hypoxie - réoxygénation qui se produit lors du SAOS (Chopra, Polotsky, et Jun 2016). 

Cependant, ce modèle ne reproduit pas l’intégralité des aspects physiopathologiques du SAOS. 

En effet en plus de l’HI, d’autres évènements sont également décrits tels que l’hypercapnie 

intermittente, la diminution répétée de la pression intra-thoracique lors de l’effort respiratoire 

pour restaurer la perméabilité des VAS et la fragmentation du sommeil due aux micro-réveils 

nocturnes (Eckert et Malhotra 2008). De plus, les évènements obstructifs lors du SAOS 

pourraient induire des forces de traction importantes à la périphérie du poumon par le biais des 

variations de la pression pleurale  (Lederer et al. 2009; J. S. Kim et al. 2017). Ce stress de 

traction a été rapporté comme une cause de micro-agressions alvéolaires conduisant à la FPI  

(Leslie 2012; J. S. Kim et al. 2017). 

Cependant, notre projet avait pour objectif de documenter les effets de l’HI sur 

l’évolution de la FPI. En effet, les effets délétères du SAOS ont été fortement attribués à l’HI 

nocturne et considéré comme un facteur de morbidité et de la mortalité du SAOS. En effet, une 

exposition à l’HI seule induisait un dysfonctionnement cardiovasculaire, métabolique et 

neurologique (Dewan, Nieto, et Somers 2015a). De fait et afin d’éviter les éléments 

confondants, nous sommes limités à ce seul paramètre. 

 

I.3 Impact du protocole : biais expérimental ? 

L’analyse des cartographies de poumons issus de la première et de la deuxième étude a 

montré une différence de sévérité de la fibrose chez les animaux BLM/AI (Article 1 versus 

article 2) et BLM/HI (article 1 versus article 2). En effet, les deux séries ont été réalisées par 

des expérimentateurs différents et avec des protocoles d’HI différents. On peut alors supposer 

la présence d’un biais expérimentateur et/ou protocole dépendant. Le protocole suivi dans la 

première l’étude était de 40 cycles/h, 8h/jour, nadir 6% O2 ; alors que dans la seconde étude il 

était de 30 cycles/h, 8h/jour, nadir 7% O2.  
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Les protocoles d’exposition des animaux à l’HI consistent à modifier différents 

paramètres (durée, fréquence et FiO2) définissant ainsi la sévérité de l’HI. Parmi ces 

paramètres, la fréquence des événements d’hypoxie –réoxygnéation, qui est un index de l'indice 

clinique d'apnée-hypopnée (IAH) chez les patients, semble jouer un rôle important (REF). En 

effet, le nombre de cycles d’hypoxie-réoxygénation pourrait entrainer des effets bénéfiques ou 

délétères en fonction de leurs fréquences (Dale, Ben Mabrouk, et Mitchell 2014; Navarrete-

Opazo et Mitchell 2014). Dans la littérature, différents protocoles allant de 2 cycles /h à 60 

cycles /h sont retrouvés (Farré et al. 2018).  

Un autre paramètre important dans la définition de la sévérité de l’HI est la fraction 

d'oxygène dans l’air inspiré (FiO2) pouvant aller de 4% d’O2 à 15 % d’O2. Des effets doses ont 

été retrouvés suggérant une corrélation négative entre la FiO2 et la sévérité de l’hypoxie  (Farré 

et al. 2018; Lim et al. 2016).  

De fait, les protocoles utilisés dans ce travail doctoral sont considérés comme sévères, 

avec un degré plus important dans le premier protocole, pouvant ainsi expliquer les différences 

observées.  

 

II Impact de l’Hypoxie intermittente sur les lésions pulmonaires induites par la BLM 

Le lien de causalité entre la FPI et le SAOS n’est pas clair et les études ayant pour but 

de comprendre la relation entre ces deux pathologies sont rares. Le SAOS pourrait apparaitre 

avant ou avec le développement de la FPI. Ceci a été suggéré dans une étude qui a montré une 

forte prévalence du SAOS modéré à sévère dans les FPI incidentes  (Gille et al. 2017). Durant 

ce travail doctoral, nous avons testé deux protocoles d’exposition à l’HI : une exposition 

concomitante à l’instillation de BLM (Article 1 et protocole I de l’article 2) et un pré-

conditionnement suivi d’une instillation de BLM (protocole II de la seconde étude).  

Dans notre première étude (Article 1, Gille et al. 2018), nous avons montré une 

augmentation de l’inflammation pulmonaire, une augmentation de l’apoptose de cellules 

pulmonaires, une surmortalité et une aggravation de la fibrose pulmonaire dans le groupe ayant 

subi une double agression par rapport aux autres groupes. Cette étude suggère que l’HI 

rencontrée dans le SAOS pourrait être un facteur aggravant de la FPI chez les patients en 

exacerbant l’inflammation pulmonaire et la fibrose pulmonaire. Ces résultats sont en accord 

avec ceux obtenus par (Braun et al. 2018). Cette équipe a réalisé une instillation intratrachéale 
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de la BLM chez le rat à J0, puis une exposition à de l’HI à J5 (30 cycles/h, 10h/jour, nadir : 

10% O2) puis l’analyse a été effectuée à J14 et à J35 post instillation de BLM. Dans cette étude, 

les auteurs ont montré une augmentation des quantités pulmonaires d’hydroxyproline, de la 

fibrose et  une surexpression des ARNm du collagène 1a1, du collagène 1a5 et du CTGF 

(CCN2) chez les rats de groupe BLM+HI à J35 (correspondant à 30 jours d’HI).  

Par ailleurs, notre étude (Gille et al. 2018) a montré que l’exposition concomitante à 

l’HI semble moduler des mécanismes distincts à différents temps de la lésion pulmonaire 

induite par la BLM. En effet dans la phase aigüe inflammatoire (J4, J8), les effets exacerbant 

de l’HI en histologie ont été observés sur l’étendue des infiltrats inflammatoires alvéolaires et 

interstitiels. Cependant dans la phase chronique fibrosante (J21), ces effets ont été observés sur 

l’étendue de la fibrose avec un remaniement tissulaire et un dépôt de la MEC de façon 

excessive. De manière contradictoire, dans la nouvelle série d’exposition concomitante à 14 

jours d’HI (période qui serait incluse dans la phase fibrosante),  nous n’avons pas observé 

d’effet aggravant de l’HI ni sur la fibrose pulmonaire ni sur  les infiltrats inflammatoires. Ceci 

pourrait s’expliquer soit par une différence de sévérité de l’HI entre nos deux études, soit par 

l’absence d’effets de l’HI à ce temps, comme observé dans l’étude de Braun et collaborateurs 

(Braun et al. 2018). 

Nos résultats montrent que la fibrose pulmonaire observée 14 jours après instillation de 

BLM est plus sévère lorsque les animaux sont pré-exposés à l’HI (protocole II, article 2). Ces 

résultats sont cohérents avec deux publications récentes montrant l’effet aggravant d’un pré-

conditionnement à l’HI sur la fibrose pulmonaire induite par la BLM (Kang et al. 2020) et sur 

la lésion pulmonaire aiguë induite par le lipopolysaccharide (LPS) (S. W. Kim et al. 2020).  

 

 Conclusion intermédiaire  

L’exposition à l’HI exacerbe les lésions pulmonaires (aiguë et chronique) induites par 

la BLM. Cependant, ces lésions semblent plus sévères lorsque les animaux sont pré-exposés à 

l’HI. Cet effet aggravant de l’HI peut être lié à la mise en jeu de plusieurs voies de signalisation 

conduisant aux événements cellulaires classiquement observés dans la FPI. Parmi les acteurs 

moléculaires impliqués, nous nous sommes intéressés aux marqueurs de l’Inflammation, de 

l’apoptose, du stress oxydant et du Stress du RE. 
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III Marqueurs moléculaires impliqués  

Afin de comprendre l’impact du SAOS dans l’initiation, le développement et le maintien 

de la FPI, nous avons entrepris d’identifier des mécanismes moléculaires impliqués dans 

l’exacerbation de la fibrose pulmonaire au travers d’acteurs clés communs.  

 

III.1 Inflammation, apoptose,  stress oxydant, Stress du RE 

Parmi les mécanismes moléculaires communs impliqués dans les effets de l’HI et dans 

la fibrogènése pulmonaire, nous nous sommes intéressés au stress du RE, le stress oxydant, 

l’inflammation et l’apoptose. Parmi les conséquences directes de l’HI nocturne, sont 

fréquemment rapportées la production de ROS, et la présence de marqueurs de l’inflammation 

(Lavie 2008). L’apoptose quant à elle serait particulièrement impliquée dans la 

physiopathologie de la FPI (M. Selman et al. 2001; King, Pardo, et Selman 2011). 

Dans notre première étude (Gille et al. 2018) , nous avons observé que durant la phase 

inflammatoire post instillation à la BLM (J4 et J8), l’HI exacerbe l’inflammation pulmonaire, 

le stress oxydant et de l’apoptose des CEA. L’hypothèse est que ces phénomènes pourraient 

être impliqués dans l’effet aggravant de l’HI sur la fibrose pulmonaire (Gille et al. 2018). 

Dans notre seconde étude (Article 2, Haine et al.- à soumettre) nous n’avons pas retrouvé 

d’exacerbation de l’expression des marqueurs du stress oxydant, de l’inflammation et de 

l’apoptose par l’HI à J14, lorsque la fibrose pulmonaire est installée (Figure 20, 21 et 22 des 

résultats supplémentaires). Une des hypothèses serait que ces différents événements 

interviendraient plus précocement. En effet une réponse inflammatoire et un stress oxydant plus 

marqués ont été observés lors d’une lésion pulmonaire aiguë induite par une instillation 

intratrachéale de LPS (Dong et Yuan 2018). Dans ce modèle, un effet exacerbateur d’une 

préexposition à l’HI a été également rapporté (S. W. Kim et al. 2020). En effet, cette équipe a 

montré des lésions pulmonaires plus sévères avec une inflammation, une fibrose, un stress 

oxydatif et une apoptose plus marqués (S. W. Kim et al. 2020). Nos résultats et l’ensemble de 

ces données suggèrent que les acteurs moléculaires impliqués dans l’effet aggravant de l’HI sur 

la fibrose pourraient être différents de ceux impliqués dans le cas d’une lésion pulmonaire aiguë 

inflammatoire telle que rencontrée dans le SDRA. 

La présence de marqueurs du stress du RE a été retrouvée dans les biopsies de patients 

FPI (Korfei et al. 2008) ainsi que dans des modèles animaux de fibrose pulmonaire induite par 
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la BLM (Hsu et al. 2017). De plus, un stress du RE est également induit en réponse à l’HI dans 

certains organes tels que le cœur (Belaidi et al. 2016). De fait, l’effet aggravant de l’HI sur la 

fibrose pulmonaire pourrait être un mécanisme secondaire à l’induction du stress du RE. Dans 

nos modèles, l’analyse de l’expression des marqueurs de stress du RE montre que l’exposition 

concomitante à l’HI ou le préconditionnement n’ont pas le même effet. De manière intéressante, 

nous n’avons pas mis en évidence d’augmentation de l’expression des acteurs moléculaires des 

voies de l’UPR dans le cas de l’exposition concomitante à l’HI alors qu’un rôle exacerbant avec 

une augmentation de l’expression des marqueurs de stress du RE induits en réponse à la BLM 

ont été retrouvés dans le cas d’un préconditionnement (protocole II et l’article 2).  

De même, nous avons montré que l’exposition à l’HI seule pendant 14 jours n’a pas 

d’effets significatifs sur l’expression des marqueurs du stress de RE, des facteurs pro-fibrosants 

(article 2), des marqueurs du stress oxydant, de l’inflammation et de l’apoptose (résultats non 

présentés). En revanche, il semble que lorsque la fibrose pulmonaire est initiée après 14 jours 

d’exposition à l’HI il y ait des modifications au niveau moléculaire de l’expression des 

marqueurs pro-fibrosants. Ainsi, nous supposons qu’après 14 jours d’exposition à l’HI, le 

poumon serait fragilisé par les micro-agressions répétées de l’épithélium exposé à l’HI, ce qui 

favoriserait le développement d’une fibrose plus sévère. Cette hypothèse est soutenue par une 

publication récente qui a confirmé un effet aggravant d’un préconditionnement à l’HI sur la 

fibrose pulmonaire induite par la BLM (Kang et al. 2020). En outre, comme nous l’avons 

montré dans la présente étude (article 2), les voies du stress du RE (UPR) pourraient être 

impliquées dans les effets de l’HI sur la fibrose. Néanmoins d’autres voies de signalisation 

peuvent être mises en jeu. En effet il a été montré que l’aggravation de la fibrose par l’HI 

pouvait également être due à l’induction de la voie de signalisation NFkB / Nrf2 (Kang et al. 

2020).  

Par ailleurs, l’analyse de l’expression des marqueurs de stress du RE dans les différentes 

conditions de notre étude a été effectuée dans des lysats pulmonaires totaux. En effet, les 

évènements de l’HI pourraient être spécifiques à un type cellulaire pulmonaire particulier. Dans 

ce cas-là, si ce type de cellule représente la minorité de celles constituant lysat total de poumon 

comme le cas des CEA (~15%), il serait très probable qu’un éventuel effet de l’HI sur le stress 

du RE ou autres soit masqué ou dilué dans les lysats des autres types cellulaires. Ceci est 

également probable dans le cas de macrophages ou de fibroblastes.     
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III.2 Importance du protocole d’HI et/ou de la dose de BLM  

Les effets de l’exposition à l’HI étaient discrets. En effet, l’analyse de l’expression des 

marqueurs de stress du RE n’a pas montré d’effet de l’exposition à l’HI seule pendant 4, 8, 14 

et 21 jours. Il fallait 28 jours d’exposition pour observer des modifications significatives de 

l’expression des marqueurs de stress du RE (ATF4, CHOP, GRP75), de l’expression des ARNm 

des facteurs pro-fibrosants ainsi que les dépôts de collagène au niveau du parenchyme 

pulmonaire. Ces résultats sont concordants avec l’étude de Shi et collaborateurs qui démontrent 

un effet de l’HI au niveau pulmonaire au bout de 4 semaines d’exposition (Shi et al. 2020). Ces 

résultats nous permettent de compléter les études portant sur l’impact de l’HI dans différents 

organes et de définir le temps nécessaire à l’apparition de l’expression des marqueurs de stress 

du RE dans le poumon. En effet, alors qu’il semble falloir 28 jours d’exposition à l’HI pour 

observer des effets moléculaires dans les poumons, 14 jours semblent suffisant dans le cœur 

(Belaidi et al. 2016). D’autre part, l’analyse de l’expression des marqueurs de l’inflammation, 

du stress oxydant et de l’apoptose après 28 jours d’exposition à l’HI n’a pas montré de 

variations significatives comparativement au contrôle au groupe exposé à l’AI, à l’exception 

pour l’IL1β. Ce résultat surprenant a également été rapporté récemment par Kim et al, pour des 

temps d’exposition de 4 semaines (S. W. Kim et al. 2020). Cependant, dans une étude plus 

longue, où les animaux ont été exposés 6 semaines à l’HI, on observe un effet sur les marqueurs 

pro-inflammatoires (Kang et al. 2020). Ces différents résultats suggèrent qu’un temps 

d’exposition supérieur à 4 semaines pourrait être nécessaire pour observer ces marqueurs.  

Concernant l’effet de la dose de BLM, nos résultats ont montré que l’utilisation d’une 

faible dose (2UI /g) entrainait des remaniements du parenchyme pulmonaire et un dépôt de 

collagène conduisant à une fibrose pulmonaire moins importante que celle observée avec une 

dose plus forte (3,5 UI/g). Ce résultat est cohérent avec la littérature qui montre un effet dose 

de la BLM (S. N. Kim et al. 2010). Sur le plan moléculaire, l’instillation des deux doses de 

BLM conduit à une induction de l’expression des marqueurs de stress du RE et des facteurs 

pro-fibrosants, tels que décrit dans la littérature (Hsu et al. 2017; Delbrel et al. 2018).  

Par ailleurs, en fonction de la dose de BLM et/ou de la durée de l’HI des réponses 

moléculaires différentes pourraient être mises en jeu. En effet, dans le cas du 

préconditionnement à l’HI, bien que l’on observe histologiquement un effet aggravant sur la 

sévérité de la fibrose aux deux doses de BLM utilisées, les effets moléculaires ne sont détectés 

que lorsque l’on utilise une faible de dose. Ces résultats laissent penser que les effets 
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moléculaires de l’HI, plus subtiles, pourraient être masqués par les effets induits par la forte 

dose de BLM.  

 

IV Autres évènements cellulaires dans la FPI: rôle de la sénescence et de l’autophagie 

La physiopathologie de la FPI est complexe et comporte plusieurs évènements 

moléculaires et cellulaires jouant un rôle clé dans le dysfonctionnement des CEA. Parmi ces 

mécanismes, la sénescence cellulaire est de plus en plus décrite. En effet, plusieurs études ont 

rapporté chez les patients FPI  une sénescence à la fois des CEA et des fibroblastes pulmonaires 

(Álvarez et al. 2017; R.-M. Liu et Liu 2020). La sénescence cellulaire est un processus régulé 

avec à la fois des effets physiologiques bénéfiques (suppression tumorale) et des effets 

pathologiques néfastes lorsque ce processus est perturbé. Nos résultats préliminaires 

représentés dans la figure 24, montrent une tendance à l’augmentation des marqueurs de 

sénescence induits par la BLM (p53 et p16Ink4a), chez les souris préexposées à l’HI (groupe 

HI/BLM) contrairement à celles pré-exposées à l’AI (groupe AI/BLM). Bien que ces résultats 

préliminaires restent à confirmer avec un plus grand nombre d’animaux, ils laissent suggérer 

l’implication de la sénescence dans l’effet aggravant de l’HI sur la fibrose pulmonaire. De 

manière intéressante, le phénomène de sénescence a été décrit très récemment comme élément 

moléculaire majeur impliqué dans la pathogénicité de l’HI chez les patients SAOS (Polonis et 

al. 2020). En effet, l’analyse du tissu adipeux abdominal sous-cutané des patients SAOS a 

montré qu’ils avaient un pourcentage significativement plus élevé de cellules avec une 

localisation nucléaire de γH2AX (un autre marqueur de sénescence) et de p16Ink4a 

comparativement aux individus non-SAOS. In vitro, l’exposition des préadipocytes humains à 

l’HI induit la sénescence avec une augmentation de l’expression de la protéine p16Ink4a ainsi 

que le nombre de cellules β-galactosidase positives (caractéristique de cellules sénescentes) 

(Polonis et al. 2020).  

Il semble que l’HI induise également des mécanismes d’autophagie. L'autophagie est un 

processus médié par le lysosome intracellulaire, qui joue un rôle important dans le maintien de 

l’homéostasie entre la synthèse, la dégradation et le recyclage des organites et des protéines. 

Elle constitue également un mécanisme de protection essentiel pendant le stress du RE  (Ogata 

et al. 2006; Bartolome, Guillen, et Benito 2012; Verfaillie et al. 2010). En effet, la stimulation 

de l’autophagie est parmi les mécanismes adaptatifs mis en place lors de l’activation des voies 

UPR, dans le but de restaurer l’homéostasie du RE. Comme le protéasome, l’autophagie 
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constitue une voie de dégradation des protéines mal repliées ou agrégées (Verfaillie et al. 2010). 

Ainsi, il a été montré que les trois voies UPR sont capables d’induire l’autophagie (Akhter et 

al. 2020). En effet, l’induction de l'autophagie via la voie de l’UPR PERK / eIF2α / ATF4 a été 

observée suite à une exposition à l’HI et constituerait une réponse protectrice à l'apoptose des 

cellules pancréatiques (Song et al. 2018). De même l’HI pourrait également augmenter 

l’autophagie au niveau des cellules cardiaque et prévenir ainsi du stress du RE et de l’apoptose 

(Chang et al. 2019). 

En parallèle, des données de la littérature ont rapporté une autophagie insuffisante chez 

les patients FPI (Patel et al. 2012; Araya et al. 2012). Cette diminution d’activité autophagique 

pourrait être une des conséquences de la sécrétion importante de TGF-β1 au niveau pulmonaire 

(Patel et al. 2012) et participerait à la mise en place d’une sénescence cellulaire accélérée des 

cellules épithéliales et à la différenciation des myofibroblastes  (Araya et al. 2012; Hill et al. 

2019). Ces résultats chez le patient ont été confortés par l’utilisation de modèles animaux. En 

effet, dans le modèle de fibrose pulmonaire induite par la BLM, l’expression du facteur 

suppresseur de tumeur lié à l’autophagie EI24 (Etoposide-induced protein 2.4) est diminuée et 

l'injection d’un plasmide surexprimant EI24 retarde la progression de la fibrose pulmonaire 

(Xiaohuan Zhang et al. 2020). De plus, une déficience en Atg4b (autophagy related gene) 

nécessaire à la formation de l’autophagosome conduit à une fibrose plus étendue et plus sévère 

avec une accumulation accrue de collagène chez la souris (Cabrera et al. 2015). Ces résultats 

observés chez les patients FPI et les modèles animaux de fibrose sont en  contradiction avec ce 

qui observé lors d’une exposition à l’HI. Cependant aucune donnée clinique concernant la 

présence d’un SAOS ou non n’a été montionée chez les patients des études d’Araya et al. 2012 

et Hill et al. 2019. D’autre part, du fait de l’absence de données à ce sujet, il est difficile de 

conclure sur l’impact de l’HI sur l’autophagie pulmonaire.  

 

Conclusion intermédiaire : Le stress du RE et l’induction des voies de l’UPR semblent 

impliqués dans plusieurs éléments pathogéniques communs à la fibrose pulmonaire et à l’HI. 

De ce fait il pourrait constituer un élément central critique dans l’aggravation de la fibrose 

pulmonaire par l’HI. Cependant des interconnexions avec d’autres voies majoritairement 

impliquées ne sont pas à exclure.  
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CONCLUSION GENERALE 

 

Cette étude contribue à une meilleure prise en considération de l’impact du SAOS 

notamment sa forme sévère, et de l’HI qui le caractérise, dans la fibrogènese. L’ensemble des 

résultats obtenus durant ma thèse nous ont permis de documenter l’impact de l’HI sur la fibrose 

pulmonaire au niveau tissulaire et moléculaire. Dans la première partie de l’étude, nous avons 

montré que l’exposition à l’HI exacerbait l’inflammation et la fibrose pulmonaire induite par la 

BLM. Dans la seconde, nous avons approfondi notre recherche au niveau moléculaire et nous 

avons mis en évidence que l’exposition à l’HI exacerbait l’expression de plusieurs marqueurs 

du stress du RE déjà induits en réponse à la BLM.  

Ainsi notre étude propose que le stress du RE, élément majeur impliqué dans différents 

processus cellulaires décrits dans la fibrogénèse tels que la TEM (Delbrel et al. 2019) et 

l’apoptose (Delbrel et al. 2018), mais également dans l’activation de différents processus 

cellulaires conduisant à la dysfonction des CEA et à la perte du phénotype épithélial, tels que 

l’autophagie (Ogata et al. 2006) et la sénescence  (H. S. Kim et al. 2019) pourrait également 

jouer un rôle majeur dans l’effet exacerbateur de l’HI.  Cependant, durant mon doctorat, nous 

n’avons pas abordé d’une manière exhaustive tous les mécanismes possibles et nous n’excluons 

pas que d’autres évènements qu’il reste à définir pourraient être également impliqués dans les 

effets de l’HI sur l’aggravation de la fibrose.  

 

. 
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PERSPECTIVES 

 

L’objectif de la suite du travail sera de documenter le rôle du stress du RE dans les 

évènements cellulaires associés au développement de la fibrose et décrit dans la réponse à 

l’exposition à l’HI. Pour cela, nous avons prévu une étude à différentes échelles : in vivo en 

complémentarité avec ce travail réalisé mais aussi des approches in vitro et ex vivo permettant 

une étude plus en détail de la mécanistique des effets de l’HI à l’échelle cellulaire et 

moléculaire. Enfin nous pourrions également envisager une étude chez les patients.  

 

I Confirmation de l’implication du stress du RE et recherche d’autres mécanismes  

Afin de s’affranchir des différentes limites du modèle de fibrose pulmonaire induite par 

l’instillation intratrachéale d’une dose unique de BLM citées précédemment, nous proposons 

d’étudier l’effet de la double agression BLM/HI dans un modèle murin d’instillations répétées 

de BLM à des doses très faibles. Ce modèle décrit en littérature (Degryse et al. 2010) et 

développé dans le laboratoire par une doctorante de notre équipe (Céline-Hivda Yegen) serait 

plus pertinent que celui utilisé dans la présente étude. En effet, l’instillation répétée de la BLM 

mime les agressions répétées de l’épithélium alvéolaire avec un développement progressif de 

la fibrose pulmonaire sans phase inflammatoire importante (Degryse et al. 2010)  (Yegen et al., 

observations non publiées). De plus, la fibrose induite dans ce modèle est stable dans le temps 

avec une large distribution des lésions dans les différents lobes pulmonaires ainsi qu’une 

homogénéité interindividuelle entre les différents animaux (Yegen et al., observations non 

publiées). Ce modèle sera exposé à de l’HI (exposition concomitante et/ou préconditionnement) 

à des temps plus au moins longs. L’impact de l’HI sur la fibrogénèse sera étudié au niveau 

histologique, et moléculaire tel que présenté dans mon travail de thèse.  

Par ailleurs, nous pourrons étudier l’impact de l’HI sur les évènements cellulaires 

classiquement décrits dans la fibrogènese : l’apoptose, la TEM, la sénescence ou l’autophagie. 

L’implication du stress du RE dans ces différents évènements sera évaluée en prétraitant, ou 

cotraitant les animaux avec des inhibiteurs pharmacologiques du stress du RE. Parmi les 

molécules disponibles nous pourrons utiliser le 4-PBA ou le TUDCA dont l’efficacité sur le 

développement de la fibrose induite par la BLM (Hsu et al. 2017) ainsi que sur un modèle d’HI 

(Belaidi et al. 2016) a déjà été démontrée. 
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II Documenter au niveau cellulaire les effets de l’HI  

Il est très important de définir l’effet de l’HI sur les différents types cellulaires 

pulmonaires impliqués dans la pathogénèse de la FPI (CEA, macrophages et fibroblastes). Ceci 

nous permettrait de déterminer, au niveau de chaque type cellulaire, les mécanismes mis en 

place lors de l’exposition à l’HI et contribuant à l’effet aggravant sur la fibrogènése pulmonaire.  

Dans la physiopathologie de la FPI, les CEA, les fibroblastes et les macrophages sont 

impliqués dans les mécanismes de fibrogénéses via la production de facteurs pro-fibrosants 

aboutissants à la formation d’un tissu cicatriciel rigide : 

- Les CEA (notamment de type II) sont incapables de répondre de manière appropriée aux 

micro-agressions répétées, perdent ainsi leur capacité régénératrice et réparatrice et subissent 

un dysfonctionnement (TEM (Willis et al. 2005), leur sénescence (Disayabutr et al. 2016; Tian 

et al. 2019)) aboutissant à la production de médiateurs pro-fibrosants tels que le TGF-β et le 

PDGF (Antoniades et al. 1990; Khalil et al. 1996; M. Selman 2006) favorisant la migration, la 

prolifération et l’activation des fibroblastes (Khalil et al. 1996; M. Selman 2006; Moisés 

Selman et Pardo 2014). 

- Les fibroblastes pulmonaires qui développeraient une résistance à l’apoptose (B. D. Uhal 

2008) et pourraient subir une sénescence (Álvarez et al. 2017), induisent à leur tour des 

dommages supplémentaires de l’épithélium alvéolaire et de la membrane basale. Ils sécrètent 

d’une manière excessive des facteurs pro-fibrosants et de la MEC favorisant ainsi un 

remodelage du tissu pulmonaire et un déclin de la fonction respiratoire (M. Selman et al. 2001; 

Moisés Selman et Pardo 2014). 

- les macrophages et leur polarisation en type M2 sont également impliqués dans ce processus. 

Une infiltration dominante des macrophages M2 dans les zones de fibrose pulmonaire a été 

rapportée et agirait comme un régulateur vital de la fibrogénèse. En effet, les macrophages M2 

activés peuvent produire des médiateurs pro-fibrosants tels que le TGF-β et le PDGF conduisant 

à une activation continue des fibroblastes et la prolifération des myofibroblastes (L. Zhang et 

al. 2018). 

Afin de définir les effets de l’HI sur ces différents types cellulaires, une étude 

histologique par immunohistochimie sera nécessaire dans notre modèle in vivo. Ceci nous 

permettra de localiser les différents marqueurs induits par l’HI et d’identifier les types 

cellulaires concernés. Les résultats préliminaires d’analyse immunohistochimiques sur des 



130 
 

coupes de poumon issues de notre modèle ont révélé une expression des marqueurs de stress 

du RE à la fois dans les CEA et les macrophages (Master 2 de Juliette BRAVAIS, résultats non 

montrés).  

En parallèle de cette étude sur ce modèle animal, nous envisageons une étude ex vivo et 

in vitro afin de définir à l’échelle cellulaire l’impact d’une exposition à l’HI sur des lignées ou 

des cultures primaires de cellules pulmonaires (CEA, fibroblastes, macrophages).   

Ex vivo, nous proposons d’étudier les effets de l’HI sur ces différents types cellulaires 

dans leur microenvironnement. Ceci pourrait apporter des réponses sur les types de dialogues 

cellule-cellule et cellule-microenvironnement. Cette étude peut être réalisée par la technique de 

« Lung Slices » (G. Liu et al. 2019). Il s’agit d’une approche ex vivo qui consiste à mettre en 

culture des tranches de poumons issus de différents modèles animaux. Cette technique permet 

de maintenir l'architecture et la cellularité complexe des voies respiratoires et du parenchyme 

mais aussi les interactions complexes cellule-cellule dans le poumon. L’objectif sera alors de 

traiter nos souris avec le même protocole de  BLM pour développer une fibrose pulmonaire 

puis réaliser une extraction du poumon pour réaliser des « Lung Slices ». Ces tranches de 

poumon seront ensuite exposées à de l’HI en utilisant un système adapté pour les études de 

cultures biologiques in vitro. Brièvement, le principe de ce système consiste à réaliser les cycles 

d’HI avec des injections répétitives de gaz (O2, N2, CO2) dans des plaques de cultures 

perméables à ces différents gaz en conditions normobariques (Minoves et al. 2017). Sur ces 

tranches de poumon, nous proposons de définir l’effet de l’HI sur l’expression et la localisation 

des différents marqueurs étudiés durant ce doctorat (stress du RE, stress oxydant...). Nous 

pourrons par la suite les traiter avec des inhibiteurs du stress du RE pour confirmer son 

implication dans l’effet aggravant de l’HI. De plus, cette technique permettra d’obtenir le 

sécrétome de ce complexe cellulaire dans un microenvironnement hypoxique et dans les 

différentes conditions de traitement pharmacologiques pour l’analyser.  

Dans la partie in vitro, nous envisageons d’exposer des lignées ou des cultures primaires 

de ces différents types cellulaires à l’HI avec le même système. Ceci nous permettra de cibler 

un type cellulaire particulier indépendamment des autres cellules. Nous étudierons les effets de 

l’HI au niveau moléculaire et cellulaire avec les changements phénotypiques que l’HI pourrait 

induire. Nous analyserons l’expression des marqueurs de stress du RE, de TEM, de stress 

oxydant, de l’inflammation, de sénescence, d’apoptose et encore d’autophagie. Avec cette 

approche, nous avons également l’avantage de pouvoir cibler les acteurs moléculaires clés et 

de vérifier leur implication en traitant des cellules avec des molécules pharmacologiques 
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inhibitrices ou inductrices. On peut également utiliser la méthode de transfection pour inhiber 

(stratégie siRNA) ou surexprimer (plasmide) certains acteurs de manière précise. 

Les résultats de ces différentes approches (in vitro, in vivo, ex vivo) nous permettront de 

mieux documenter les effets de l’HI au niveau pulmonaire à diverses échelles : tissulaire, 

cellulaire  et moléculaire.  

 

III Validation des résultats sur des prélèvements de patients FPI et/ou SAOS 

Nous envisageons de réaliser des analyses sur les prélèvements (biopsies, sérums) de 

patients atteints de FPI avec ou sans SAOS (modéré à sévère) et leurs contrôles (patients SAOS 

sans FPI). 

Dans un premier temps, nous envisageons de faire une analyse protéomique ou 

transcriptomique sur des biopsies de ces patients. Ceci nous permettrait d’établir une signature 

moléculaire dans chaque groupe de patients et d’identifier les acteurs moléculaires communs.  

Par la suite, une analyse histologique sur des biopsies pulmonaires de ces patients serait 

également importante avec des marquages ciblant les différents facteurs identifiés dans les 

premières approches. Nous envisageons de faire cette analyse avec la technique « Hyperion » 

qui consiste à réaliser une analyse histologique à grande échelle d’une coupe tissulaire 

préalablement marquée par un panel d’anticorps ciblant plusieurs facteurs. 

Enfin, une recherche de biomarqueurs identifiables au niveau des sérums chez ces 

patients serait également importante. Il s’agira de rechercher, par exemple, les marqueurs de 

stress du RE au niveau sérique tel que la protéine GRP78 sécrétée, qui a été proposée comme 

un biomarqueur circulant dans le diagnostic précoce du cancer du poumon (F et al. 2018). 

En conclusion, ces différentes études nous permettraient de mieux comprendre l’impact 

du SAOS chez les patients FPI et d’identifier des cibles thérapeutiques potentielles pouvant 

permettre un ciblage spécifique pour des traitements futurs. 
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ANNEXES 

 

Utilisation potentielle de l’érythropoïétine au niveau pulmonaire 

L’érythropoïétine (Epo) est une hormone glycoprotéique produite majoritairement par 

le rein chez l’adulte et jouant un rôle important dans la synthèse de globules rouges (Bunn 

2013). Différents groupes cellulaires ont été identifiés comme produisant de l’Epo et/ou 

exprimant son récepteur (Epo-R) suggérant ainsi des fonctions physiologiques supplémentaires 

non érythropoïétiques à l’Epo. Parmi ces groupes on trouve la rétine, les testicules, le système 

nerveux central ou encore le poumon (Gassmann et al. 2003; Jelkmann 2007). En effet, outre 

sa fonction bien documentée dans l’érythropoïèse, l’Epo joue un rôle dans le contrôle 

ventilatoire (Soliz et al. 2005; Voituron et al. 2014), mais également un rôle cytoprotecteur dans 

de nombreux organes. Ainsi des effets cardioprotecteurs (Parsa et al. 2003), rénoprotecteurs (J. 

Zhang et al. 2018), et neuroprotecteurs (Rey et al. 2019) ont été attribués à l’Epo. Ce rôle 

cytoprotecteur proviendrait de propriétés anti-inflammatoires (Xiang Zhang, Li, et Xiao 2012) 

, anti-apoptotiques (Ghezzi et Brines 2004), anti-oxydatives (Bailey et al. 2014) et anti-

fibrosantes (Lu et al. 2012; Geng, Hu, et Lian 2015). Par ailleurs, il a été rapporté que l’Epo 

exerce ces différentes fonctions sur deux récepteurs membranaires distincts. En effet, ses 

fonctions érythropoïétiques seraient induites via sa liaison à son récepteur homodimère (EpoR). 

Cependant, les fonctions cytoprotectrices seraient médiées par sa liaison à son récepteur 

hétérodimère (Epo-R / β common receptor ou βcR)  (Brines et al. 2004; Chateauvieux et al. 

2011). Le potentiel thérapeutique de l’Epo a été décrit comme piste intéressante pour traiter 

divers troubles pathologiques notamment les affections liées au système nerveux (Sirén et al. 

2009; Rey et al. 2019), mais également dans le traitement de lésions pulmonaires aiguës 

(Kakavas et al. 2011). Son utilisation pourrait être intéressante dans le cas de fibrose 

pulmonaire, grâce à son effet anti-fibrosant rapporté au niveau cardiaque (Lu et al. 2012), rénal 

(Geng, Hu, et Lian 2015), et pulmonaire (Yoshimi et al. 2008). Cependant, du fait de son rôle 

dans l’érythropoïèse, son utilisation peut-être néfaste chez les patients et son utilisation en 

pneumologie nécessite de plus amples recherches. À ce titre, plusieurs dérivés de l’Epo tels que 

l’Epo carbamylée ont été développés pour limiter ces effets secondaires érythropoïétiques. En 

effet, ces molécules ont la spécificité d’assurer uniquement les fonctions cytoprotectrices sans 

augmenter la production de globule rouge en se liant uniquement sur le récepteur 

hétérodimèrique (Leist et al. 2004). L’utilisation de ces dérivés en thérapie serait alors moins 

délétère.  
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Durant mon doctorat, nous nous sommes intéressés aux effets protecteurs de l’Epo. Plus 

précisément,  nous nous sommes intéressés à l’impact d’une sous-expression de l’Epo dans un 

contexte d’agression pulmonaire, dans la réponse à l’exposition à HI, à l’induction d’un SDRA 

ou d’une fibrose pulmonaire.   

Cette partie du travail peut être divisée en trois grands chapitres :  

Chapitre I : Utilisation potentielle de l’Epo en thérapie dans le traitement du SAOS  

Chapitre II : Caractérisation de l’effet protecteur de l’Epo au niveau pulmonaire dans un 

modèle murin d’agression pulmonaire aiguë 

Chapitre III : Utilisation potentielle de l’Epo en thérapie dans le traitement des pathologies 

pulmonaires   
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I Utilisation potentielle de l’Epo en thérapie dans le traitement du SAOS  

Dans une première revue de littérature (Andrade et al. 2018), nous avons documenté les 

effets potentiellement protecteurs de l’Epo dans le cas du SAOS notamment via ces activités 

anti-inflammatoires et anti-oxydatives. 

 

 

 

 

 

I.1 Résumé de la revue 1  

Le syndrome d’apnées obstructives du sommeil (SAOS) est la forme la plus courante 

de troubles respiratoires du sommeil et est associé à un large éventail de morbidités 

cardiovasculaires. Il a été proposé que pendant le SAOS, la commande centrale respiratoire 

(CCR) soit affectée par des signaux afférents exagérés provenant de chémorécepteurs 

périphériques / centraux, ce qui entraîne une instabilité ventilatoire perpétuant la génération 

d'apnées. Les traitements axés sur la diminution de l'hyperactivité des chémorécepteurs 

périphériques / centraux peuvent être utiles pour améliorer l'instabilité ventilatoire chez les 

patients atteints de SAOS. Des études antérieures indiquent que le stress oxydatif et 

l'inflammation sont des acteurs clés de l'augmentation de l’activité chémoréflexe périphérique 

/ centrale associée au SAOS. Des données récentes suggèrent que l'érythropoïétine (Epo) 

pourrait également être impliquée dans la modulation de l'activité chémoréflexe puisque les 

récepteurs à l’Epo fonctionnels sont exprimés de manière constitutive dans les cellules de 

chémorécepteurs périphériques et centraux. De plus, il existe des preuves que l'Epo a des effets 

anti-oxydants / anti-inflammatoires. En conséquence, nous proposons que le traitement à l’Epo 

pendant le SAOS puisse réduire l’activité chémoréflexe périphérique / centrale accrue et 

normaliser l'activité de la CCR qui à son tour peut aider à abroger l'instabilité ventilatoire. Dans 

cet article de perspective, nous discutons des effets bénéfiques potentiels de l'administration de 

l’Epo sur la régulation ventilatoire dans le contexte du SAOS. 

 

 

Ventilatory and Autonomic Regulation in Sleep Apnea Syndrome: A Potential Protective Role 

for Erythropoietin? 

David C Andrade, Liasmine Haine, Camilo Toledo, Hugo S Diaz, Rodrigo A Quintanilla, Noah J 

Marcus, Rodrigo Iturriaga, Jean-Paul Richalet, Nicolas Voituron, Rodrigo Del Rio. Front Physiol. 

2018 Oct 16;9:1440. doi: 10.3389/fphys.2018.01440. eCollection 2018. 



135 
 



136 
 



137 
 



138 
 



139 
 



140 
 



141 
 



142 
 

  



143 
 

II Caractérisation de l’Effet protecteur de l’Epo au niveau pulmonaire dans un modèle 

murin d’agression pulmonaire aiguë.  

Les données de littérature concernant l’action protectrice de l’Epo dans le poumon nous 

ont conduit à réaliser une étude expérimentale dans le laboratoire. Ce travail avait pour but 

d’étudier les effets protecteurs de l’Epo au niveau pulmonaire en utilisant un modèle murin sous 

exprimant l’Epo (souris Epo-TAgh). 

 

 

 

 

II.1 Résumé de la revue 2 

Outre son rôle dans l’érythropoïèse, l’érythropoïétine (Epo) joue un rôle dans la 

protection tissulaire, notamment par des effets cardioprotecteurs, néphroprotecteurs et 

neuroprotecteurs. La présence de l’Epo et de son récepteur (Epo-R) dans le tissu pulmonaire 

suggère également un effet cytoprotecteur dans le poumon. Notre projet vise à documenter ce 

rôle en utilisant un modèle murin sous-exprimant l’Epo (Epo-TAgh). Les résultats obtenus 

permettront de mieux comprendre les effets cytoprotecteurs de l’Epo mais également 

d’apprécier ses effets bénéfiques dans le cas d’atteintes du poumon distal. 

Résumé de résultats préliminaires obtenus 

Les premiers résultats préliminaires issus de cette étude in vivo, ont montré que la 

déficience en Epo induisait un œdème pulmonaire important accompagné d’une augmentation 

de marqueurs du stress oxydatif et d’apoptose ainsi qu’une diminution de la compliance 

pulmonaire en condition physiologique chez les souris Epo-TAgh. Ceci suggère que ces souris 

seraient plus susceptibles à développer une pathologie pulmonaire.  

 

  

Caractérisation du rôle protecteur de l’érythropoïétine dans un modèle murin d’agression 

pulmonaire aiguë.  

C.H.Yegen, L.Haine, D.Marchant, E.Boncoeur, N.Voituron. Revue des Maladies 

Respiratoires.Volume 37, Issue 3, March 2020, Pages 193-196. 

https://doi.org/10.1016/j.rmr.2020.02.005 
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III Utilisation potentielle de l’Epo en thérapie dans le traitement des pathologies 

pulmonaires 

Dans ce travail, nous avons analysé dans la littérature les propriétés de l’Epo protectrices 

de l’Epo dans différents organes et nous avons porté un intérêt particulier aux effets bénéfiques 

de cette hormone et ces dérivés dans le poumon. 

 

 

 

 

III.1 Résumé de la revue 3  

L'érythropoïétine (Epo) est une cytokine pléiotropique, essentielle pour l'érythropoïèse. 

L'Epo et son récepteur (Epo-R) sont produits par plusieurs tissus et il est désormais admis que 

l'Epo présente d'autres fonctions physiologiques que la synthèse des globules rouges. En effet, 

l’Epo apporte des effets cytoprotecteurs, qui consistent à prévenir ou à lutter contre les 

processus pathologiques. Cet article de perspective passe en revue les différents effets 

protecteurs de l’Epo dans plusieurs organes et tente de donner une preuve de concept sur ses 

effets au niveau pulmonaire. Les effets protecteurs de l’Epo dans les tissus pourraient être une 

approche prometteuse pour limiter les symptômes des maladies aiguës et chroniques. 
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