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Préambule

La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) appartient au cadre vaste et complexe des
pneumopathies interstitielles diffuses. Cette famille d’affection pulmonaire se traduit
cliniquement par des symptomes non spécifiques, dominés par une dyspnée et une toux. Elle
est caractérisée radiologiquement par un infiltrat interstitiel diffus et une rigidification du
parenchyme pulmonaire (FUMEAUX et al. 2003; Cottin et al. 2017). Selon les hypothéses
actuelles, la détérioration de 1’architecture pulmonaire mais également sa rigidification par une
accumulation excessive de matrice extracellulaire, résulterait d’un défaut de réparation de
I’épithélium pulmonaire aprés des microtraumatismes répétés tels que 1’exposition a des
particules de silices, des virus, bactéries et bien d’autres (Richeldi et al. 2017). De fagon
intéressante, on observe chez certains patients présentant une FPI, une altération des variables
ventilatoires (Olukogbon et al. 2016), caractérisée par une faible valeur de capacité vitale forcée
associée a une augmentation de la fréquence respiratoire et une diminution du volume courant
(Javaheri and Sicilian 1992). 11 est également rapporté chez certains patients une altération des
réponses ventilatoires 1’hypoxie et a I’hypercapnie (Rhoads and Brody 1969; Roncoroni et al. 1975)
et notamment une diminution de la réponse ventilatoire a 1I’hypercapnie (Launois et al. 1991).

De nombreuses études montrent une trés forte prévalence d’apnées-hypopnées
obstructives du sommeil chez les patients atteints de FPI (Lancaster et al. 2009a; Gille et al. 2017).
Le syndrome d’apnées hypopnées obstructive du sommeil (SAHOS) est défini par I’obstruction
itérative des voies aériennes supérieures, due au moins en partie au relachement des muscles
dilatateurs du pharynx (Young et al. 2002b) conduisant a des micro-réveils durant le sommeil.
Cette succession de micro-réveils au cours de la nuit génére de brefs épisodes d’hypoxie-
réoxygénation de facon répétée et cyclique (King et al. 2011; Gille et al. 2018). De récentes études
montrent que ces épisodes d’hypoxie-réoxygénation a 1’origine d’une hypoxie intermittente
exacerberait la fibrose pulmonaire dans des modéles in vivo (Gille et al. 2018; Shi et al. 2020).

L’origine des anomalies respiratoires chez les patients FPI n’est pas clairement
identifiée. Ces anomalies pourraient étre liées a I’augmentation de la rigidité pulmonaire qui a
leur tour pourrait avoir des conséquences sur le fonctionnement du réseau neuronal générant la
commande centrale respiratoire. De plus, I’hypoxie intermittente chronique peut exacerber la
fibrose pulmonaire et de ce fait, avoir également des conséquences sur le fonctionnement des

neurones respiratoires.
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L’objectif de ma these est de mettre en évidence/identifier les conséquences d’une atteinte
pulmonaire sur la commande centrale respiratoire et I’impact de I’association avec un SAHOS
dans ce contexte. Pour cela, nous avons cherché a comprendre quels étaient les impacts d’une
fibrose pulmonaire sur les variables ventilatoires et comment ces modifications de rigidité du
poumon pourraient influencer le fonctionnement du réseau neuronal respiratoire.

Ainsi, nous proposons dans un premier temps de mettre en place et de caractériser un modele
murin de fibrose pulmonaire obtenu par instillations répétées de bléomycine. Par la suite, nous
avons utilisé¢ ce modele afin de mimer des exacerbations aigués de la fibrose pulmonaire telles
que retrouvées chez certains patients atteints de FPI. Ensuite, nous tenterons dans un second
temps de déterminer les relations entre la sévérité de ’atteinte pulmonaire et I’'impact de ces
atteintes sur le réseau neuronal respiratoire. Pour finir, nous étudierons I’influence des épisodes

d’hypoxie-réoxygénation associés au SAHOS dans ce contexte.
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Introduction

Partie I : La ventilation pulmonaire et son contrdle par le
réseau neuronal respiratoire

Chapitre I : La ventilation pulmonaire

I. La mécanique ventilatoire

Les échanges gazeux entre I’environnement et 1’intérieur de I’organisme sont assurés par
un mécanisme de ventilation. La ventilation pulmonaire concerne notre capacité a renouveler
I’air dans nos poumons, afin d’assurer 1’apport constant d’un air riche en dioxygene (O2) tout
en rejetant le dioxyde de carbone (CO:) en excés dans 1’organisme dans le but d’assurer
I’hématose sanguine. En 1983, Richter et Ballantyne mettent en avant I’existence d’une
coordination cyclique de la ventilation en trois phases successives initiée par une phase
inspiratoire (I), suivie d’une phase post-inspiration (ou expiration précoce, E1) et terminée par
une expiration tardive (E2) (Richter and Ballantyne 1983; Richter et al. 1992; Richter 2001; Richter
and Spyer 2001). Ce travail mécanique de la ventilation est assuré par la contraction rythmique
des muscles striés squelettiques de I’appareil thoraco-respiratoire (pompe respiratoire), les flux

d’air entrant et sortant du poumon étant régulés par les voies aériennes supérieures (VAS).
1) L’inspiration, Phase I

Au cours de I’inspiration, interviennent les muscles inspiratoires dont le diaphragme, les
muscles intercostaux externes et les muscles inspiratoires accessoires regroupant les Sterno-

Cléido-Occipito-Mastoidien (SCOM) et les scalénes (Figure 1).
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Figure 1: Schéma représentant les muscles recrutés pendant I’inspiration et I’expiration chez
I’Homme. Muscles respiratoires innervés par les motoneurones spinaux recrutés au cours de
I’inspiration et I’expiration active. Les flux d’air entrant et sortant des poumons sont régulés par les
mouvements de la cage thoracique. A. L’inspiration est une phase active due a la contraction des muscles
inspiratoires (diaphragme, scaléne, intercostaux externe). Des muscles accessoires sont également
recrutés lors de I’inspiration forcée (SCOM, dentelé antérieur, trapéze...). B. L’expiration est une phase
passive. Au cours de 1’expiration forcée, les mouvements thoraciques sont contrdlés par la contraction
des muscles abdominaux et intercostaux internes. Adaptée d’apres (Greer and Funk 2013).

Lors de la ventilation au repos, la contraction des muscles intercostaux externes projette
les cotes vers le haut et vers I’avant conduisant a une augmentation des diamétres transversaux
et antéropostérieurs du thorax. La contraction du diaphragme conduit & son abaissement et son
aplatissement. Tout ceci, génére une expansion du volume de la cage thoracique mais également
des poumons, en effet, ces derniers étant intimement liés a la cage thoracique par I’intermédiaire
de la plevre, ils vont suivre leur mouvement. La plévre est composée de deux feuillets, un
feuillet viscéral a la surface du poumon et un feuillet pariétal situé¢ contre la cavité thoracique.
Ces deux feuillets sont séparés par un film liquidien permettant ainsi de créer une pression
négative nécessaire au maintient des poumons contre la cage thoracique ou ils sont logés mais
¢galement de réduire les forces de frottements rencontrées durant la ventilation. En effet, les

mouvements de la cage thoracique ont pour conséquences une augmentation du volume intra-

pulmonaire et une diminution de la pression intra-pulmonaire (elle avoisinera alors -1mmHg).

La relation entre le volume et la pression d’un gaz est régie par la loi de Boyle-Mariotte,

cette loi stipule qu’a température constante et pour une quantité¢ de gaz donnée, le volume qu’il
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occupe est inversement proportionnel a sa pression. De ce fait, une entrée d’air dans les
poumons est observée jusqu’a égaliser cette pression avec la pression atmosphérique, on parle

alors de ventilation en pression négative (Figure 1).

Lors d’une inspiration a l’effort ou en cas de détresse respiratoire, les muscles
inspiratoires accessoires tels que les SCOM et les scalénes interviennent et permettent une
augmentation supplémentaire du volume de la cage thoracique ainsi que sa stabilisation. Il est
important de noter qu’au cours de I’inspiration, les muscles des voies aériennes supérieures
(VAS) se dilatent afin que la lumiére pharyngolaryngée soit a son diamétre maximum pour
faciliter I’écoulement de I’air. Le maintien des VAS ouvertes se fait par la protrusion de la
langue, 1’abduction du pharynx et 1’ouverture de la glotte. Cette commande d’ouverture des
VAS est cruciale, son altération peut-étre nuisible et conduire a des syndromes d’apnée

hypopnée obstructive du sommeil (Chan et al. 2010).
2) La post-inspiration ou expiration précoce, Phase E1l

La post-inspiration est la principale phase d’expression des comportements moteurs
nécessitant un ajustement respiratoire comme la vocalisation, la déglutition, la toux ou encore
le vomissement (Aybar et al. 2020). Cette phase E1 prend place entre la phase I et la phase E2
dans le but de contrdler la transition entre 1’inspiration et 1’expiration en diminuant le débit
expiratoire. Cette phase est caractérisée par un relachement des muscles inspiratoires. En effet,
il a ét¢ montré une diminution de 1’activité des muscles inspiratoires au cours de cette phase.
Cependant, il est observé une activit¢ résiduelle post-inspiratoire sur le nerf phrénique
conduisant a une contraction du diaphragme, ceci permet d’éviter un retour brutal a 1’état de
repos du diaphragme (Del Negro et al. 2018). De plus, au cours de cette phase, un controle de la
fermeture des voies aériennes respiratoires est assuré. On observe une adduction du larynx ainsi
qu’une adduction partielle des cordes vocales afin d’éviter un collapsus alvéolaire tout en
maximisant le temps d’échange gazeux entre l’air inspiré¢ et le sang mais également un
relachement des muscles abducteurs du pharynx (Del Negro et al. 2018). Cette étape de post-
inspiration est une phase importante du cycle respiratoire au repos. Cette phase disparait lorsque
la demande respiratoire augmente rapidement conduisant a une expiration plus rapide (Petit et
al. 1960). Une étude réalisée en 2018 par I’équipe de Park, montre une diminution de
I’expansion pulmonaire lors de I’inspiration chez les patients présentant une pneumopathie

interstitielle diffuse (Park et al. 2018).
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3) L’expiration tardive, Phase E2

Au cours d’une ventilation au repos, 1’expiration tardive est une phase passive, le
relachement du diaphragme et des muscles intercostaux externes entrainent un retour a leur
position initiale. Cette action diminue le volume de la cage thoracique et comprime les
poumons. La pression intra-pulmonaire augmente jusqu’a devenir positive et expulser I’air
contenu dans les poumons (Figure 1). Au cours de cette phase, il est observé un relachement
des muscles adducteurs du pharynx, ceci participe a la réduction du diamétre interne des voies
aériennes supérieures (Figure 1). Néanmoins, a I’effort, en cas de forte demande métabolique
il y a une nécessité¢ d’augmenter les échanges gazeux. Ainsi, les muscles abdominaux et les
muscles intercostaux internes interviennent et permettent une expiration active. La contraction
des muscles abdominaux repousse le diaphragme vers le haut. Alors que la contraction des
muscles intercostaux internes abaisse les cotes conduisant a la diminution du diamétre latéral
du thorax. L’ensemble renforce ainsi la surpression pulmonaire afin de faciliter 1’expulsion de
I’air emmagasiné dans les poumons. Il est a noter que I’expiration au repos est active chez le

rongeur tout en nécessitant une contraction des muscles expiratoires.

II. Les capacités ventilatoires pulmonaire et la respiration

1) Les volumes et capacités pulmonaires

La fonction pulmonaire est évaluée par la spirométrie, un test qui est fréquemment réalisé
lors d’explorations fonctionnelles respiratoires (EFR). Ce test permet de mesurer les volumes
d’air et les débits ventilatoires mobilisés lors de I’inspiration et de I’expiration et permettent de
diagnostiquer certaines pathologies respiratoires obstructives (bronchopneumopathie
chronique obstructive (BPCO), asthme, emphyséme,...) ou restrictives (fibrose pulmonaire
idiopathique (FPI), silicose, ...) et d’en suivre I’évolution. Les résultats sont visualisés sous
forme de spirograme représentant les variations de volume en fonction du temps (courbe
volume/temps ; Figure 2) ou représentant le débit d’air en fonction du volume (boucle
débit/volume). Au cours de ce test, on obtient donc le volume courant (volume d’air immobilisé
dans les poumons au cours d’un cycle respiratoire, Vr ou Tidal volume en anglais (Tv)), les
volumes de réserve inspiratoire (VRI) et expiratoire (VRE), la capacité vitale forcée (CVF)
ainsi que la fréquence respiratoire (Rf). La capacité vitale totale est obtenue par la somme de la
capacité vitale (CVF) et du volume résiduel (VR), (CPT=CVF+VR). Le volume d’air mobilisé

dans le poumon durant une minute correspond a la ventilation minute (également appelé débit
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ventilatoire, noté VE), ceci est obtenu par le produit du volume courant et de la fréquence
respiratoire (nombre de cycle réalisé par minute, Rf). Lors des troubles ventilatoires restrictifs
tels que rencontrés dans la FPI (voir la Partie II de l'introduction du manuscrit), on observe

une baisse de la capacité pulmonaire totale en dessous des valeurs normales.
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Figure 2: Volumes et capacités pulmonaires. Visualisation des volumes et des débits respiratoires
sous formes de graphiques. Les débits et volumes respiratoires peuvent &tre mesurés par la technique de
spirométrie. On obtient une courbe temps volume exprimée en ml. Adaptée d’apres (Lutfi 2017).

2) Compliance et ¢lastance thoraco-pulmonaire

a. Généralités

La distensiblit¢ du poumon se traduit par la compliance pulmonaire, elle refléte la
capacité du poumon a se distendre. La compliance pulmonaire résulte du rapport de la variation
de volume d’air (AV) et de sa variation de pression (AP), et est exprimée en ml/cmH,O! (ou
L/cmH,0™). Ainsi, une diminution de la compliance pulmonaire refléte la nécessité d’un grand
changement de pression pour mobiliser un petit volume d’air. L’¢lastance refléte la capacité
thoraco-pulmonaire a revenir a sa position initiale aprés une déformation. L’¢lastance est

I’inverse de la compliance, soit, 1/C et s’exprime en ml.cmH>O (ou L /cmH>0).
b. Altération de la compliance et I’¢lastance thoraco-pulmonaire

Une diminution de la compliance pulmonaire peut étre observée dans certaines

pathologies affectant le poumon. Les patients présentant une rigidit¢ pulmonaire comme celle
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rencontrée dans la fibrose pulmonaire idiopathique peut conduire a une diminution de la
compliance pulmonaire (Partie Il de [’introduction). En effet, ces patients présentent un
épaississement de leur matrice extracellulaire suite a une accumulation excessive de collagene
mais également une altération de la composition du surfactant (Giinther et al. 1999; Schmidt et al.
2002). Ces altérations conduisent a une rigidité pulmonaire ayant un impact sur la compliance
pulmonaire (Plantier et al. 2018). Ainsi, il est observé une diminution de la compliance

pulmonaire et une augmentation de 1’¢élastance pulmonaire (Raghu 2011).
3) De la zone de conduction...

L’air provenant du milieu extérieur est filtré, humidifié, réchauffé, puis acheminé
jusqu’aux sacs alvéolaires. L’air est d’abord emmené depuis le milieu extérieur vers I’ intérieur
de I’organisme en suivant une premiére zone qui va assurer sa conduction. Ceci est assurée par
les voies aériennes supérieures (VAS) (Figure 3), composées du nez, du pharynx et du larynx,
de la trachée et des premicres générations de bronches (Strohl et al. 2012; Patwa and Shah 2015)

(Figure 3).
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Figure 3: Schéma représentant les voies aériennes supérieures et inferieurs de l'appareil
respiratoire. Les voies aériennes supérieures (VAS) sont composées de la cavité orale, la cavité nasale,
le pharynx, le larynx, de la trachée, des bronches et des premicres générations d’alvéoles. Les voies
acriennes inférieures (VAI) sont composées des bronchioles et des alvéoles. Adaptée d’apres (lonescu
2013).
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Les cavités nasales sont des chambres situées au niveau du nez interne. L'air tourbillonne
dans les cornets nasaux (paires de lames osseuses enroulées) afin d’étre humidifié, réchauffé et
filtré avant de pénétrer dans les poumons. Les grosses particules en suspension dans 1’air sont
filtrées par les cils de 1'épithélium (également appelés poils ou vibrisses) d’une part et, par du
mucus (contenant des lysozymes et des anti-protéases) produit par les glandes séro-muqueuses
d’autre part (Baraniuk and Merck 2009). Par la suite, 1’air passe de l'arriere des cavités nasales

vers la partie supérieure du pharynx (Figure 3).

Le pharynx est un conduit musculo-membraneux comprenant trois segments : le
nasopharynx (a l'arriere de la cavité nasale, il poursuit la propulsion du mucus), I'oropharynx
(en arriére de la cavité buccale) et le laryngopharynx, ces deux derniers aménent le mucus vers
I’cesophage (Bruss and Sajjad 2021). Le pharynx est un carrefour aéro-digestif, richement innervé
par les nerfs sensori-moteurs trijumeau (V), glossopharyngien (IX), vague (X) et hypoglosse
(XII). Lorsque nous respirons, 1'épiglotte demeure relevée et l'air passe librement entre le

laryngopharynx (Figure 4) et le larynx.
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Figure 4: Schéma représentant les voies aériennes supérieures. Vue latérale de la cavité orale et du
pharynx composé du nasopharynx, de I’oropharynx et du laryngopharynx. Adaptée d’aprés (Matsuo et
al., 2008).

Le larynx, est un conduit ostéo-cartilagineux rigide comprenant I’os hyoide et les
cartilages thyroide, cricoide, aryténoides et 1’épiglotte. L’ensemble est reli¢ entre eux par des
ligaments et des muscles. Ce conduit fournit un passage a 1’air en ’aiguillant vers les voies

aériennes inférieures (VAI).
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En plus du réle de conduction, les voies aériennes supérieures (VAS) assurent également
le conditionnement de l'air. Ce conditionnement est principalement sous la responsabilité de
I’épithélium bronchique et des glandes séro-muqueuses. Elles permettent ainsi de réchauffer
l'air jusqu'a la température de 37°C (température corporelle) et d'en assurer la saturation en eau.
De plus l'air est filtré, en effet, tout le long des voies respiratoires sont disposées des cellules
sécrétant du mucus, des glandes et des cellules ciliées. Ceci permet de créer une couche de
mucus tapissant les voies, et ainsi de fixer les particules (poussiéres, bactéries, ...) traversant
lesdites voies. Le mouvement des cils (des cellules ciliées) déplace ce mucus en direction du
pharynx permettant son ¢limination dans le tube digestif (on parle d'escalateur mucociliaire).
Ceci constitue un mécanisme important de défense des poumons contre les agressions
extérieures. De plus, on retrouve des macrophages, qui, par leur action de phagocytose,
completent ce systeme de défense (Baraniuk and Merck 2009). Les voies aériennes inférieures
(VAI) comprennent respectivement, la trachée (22 a 15 mm de diameétre), les bronches souches
(15 a 10 mm de diameétre), les bronches lobaires (7 mm de diamétre), les bronchioles (1 a 0,6
mm de diamétre) et des bronchioles terminales (0,6 mm de diameétre) jusqu’aux alvéoles
pulmonaire, seul lieu d’échange gazeux (Weibel 2009) (Figure 5). La trachée est un conduit qui
se divise en 2 bronches souches aériennes, elle est formée d’une armature cartilagineuse
I’empéchant de s’affaisser sur elle-méme pour prévenir tout collapsus en réponse aux
différentes variations de pressions rencontrées durant la ventilation. Ce conduit élastique fibro-
cartilagineux permet le passage de I’air depuis le larynx jusqu’aux alvéoles (Weibel et al. 2005;
Patwa and Shah 2015). Les alvéoles pulmonaires sont en contact avec les capillaires sanguins et

assurent les échanges gazeux (Knudsen and Ochs 2018).
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Figure 5: Schéma représentant ’arbre bronchique. Les voies aériennes inférieures (VAI) sont
séparées en une zone de conduction initiée depuis les voies aériennes supérieures (VAS) jusqu’aux
bronchioles terminales puis la zone d’échanges composée des bronchioles respiratoires jusqu’aux sacs

alvéolaires. Adaptée d’apres (Weibel 2009).

La structure de la zone de conduction évolue au fur et a mesure que I’on se rapproche de

la zone respiratoire. Progressivement, les anneaux cartilagineux disparaissent, 1’épithélium

s’amincit et la portion de muscle lisse dans la paroi augmente, ceci afin de faciliter I’écoulement

de lair jusqu’a la zone respiratoire. En effet, les voies aériennes inférieures s’ouvrent sur les

alvéoles pulmonaires qui sont en contact avec les capillaires sanguins et assurent les échanges

gazeux.

4) ... ala zone respiratoire : L’¢épithélium alvéolaire

a. Composition cellulaire de I’épithélium alvéolaire

L'épithélium alvéolaire est une muqueuse composée de multiples types cellulaires. Cet

¢pithélium compose la surface d’échange gazeux, il est principalement composé de deux types

de cellules épithéliales alvéolaires (CEA), les pneumocytes de type I (PI ou CEA 1) et les

pneumocytes de types II (PII ou CEA II) (Schneider et al. 2019) (Figure 6).
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Figure 6: L’épithélium alvéolaire. Dans chaque alvéole on distingue la lumiére alvéolaire bordée par
un épithélium alvéolaire et le "mur" ou cloison inter alvéolaire (interstitium) ou circule un réseau
capillaire abondant. L.’épithélium alvéolaire se compose de 2 types cellulaires : les pneumocytes de type
I (fleche bleu) et les pneumocytes de type II (fleche rouge). Disposition des capillaires simples dans le
poumon avec c, capillaires sanguins ; e, érythrocytes ; a, alvéoles. (Barre d'échelle, 10 um). D’apres
(Maina 2002).

Les pneumocytes de type I (PI) représentent un-tiers des cellules épithéliales alvéolaires
(CEA) et couvrent 90% de la surface de 1’épithélium alvéolaire en raison de leur phénotype
aplati et dont la fonction principale est I'échange de gaz. Les pneumocytes de type II (PII) sont
en quantité plus abondante (deux-tiers des CEA), et leur fonction est de maintenir l'espace
alvéolaire par la sécrétion de constituants du surfactant et d'autres composants de la matrice
extracellulaire (Camelo et al. 2014; Hsia et al. 2016). Dans la suite de ce manuscrit, nous utiliserons
uniquement les termes de CEA 1 et CEA II. La production de surfactant prévient le collapsus
alvéolaire pouvant survenir a la fin de I’expiration en réduisant la tension superficielle dans les
alvéoles (Buckingham and Avery 1962). Les CEA II sont responsables de la régénération de
1'épithélium alvéolaire, en tant que précurseurs des CEA I (Renzoni et al. 2014) (Figure 7). Ces
cellules multipotentes ayant la capacité de se diviser, de s’auto-renouveler et de se trans-
différencier en CEA I jouent rdle crucial dans le maintien de I’intégrité de I’épithélium (Guillot
etal. 2013).

Nota Bene : Nous reviendrons sur le mécanisme de réparation de [’épithélium alvéolaire

dans le second chapitre de la Partie I de I’introduction.
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Figure 7: Schéma d'un échange gazeux au niveau d'une alvéole. Schéma représentant une alvéole
pulmonaire bordée d’un épithélium alvéolaire composé de cellule épithéliale alvéolaire de type I (CEA)
et de type II (CEA II). L’alvéole est entouré d’un capillaire sanguin composé de cellules endothéliales.
Il permet la circulation des globules rouges afin d’assurer la respiration cellulaire. Adaptée d’apres
(Dimbath et al. 2021).

En plus des CEA, d’autres cellules sont également retrouvées dans 1’espace alvéolaire
comme les macrophages alvéolaires résidants, qui sont présents de maniére constitutive dans le
poumon, et qui vont assurer un mécanisme de défense de I’immunité innée afin d’éliminer les
corps étrangers par un processus de phagocytose (Zhang et al. 2000; Bhattacharya and Westphalen
2017). Les cellules mésenchymateuses localisées au niveau de I’interstitium pulmonaire ou pres
d’un capillaire sont en communication avec le microenvironnement alvéolaire et jouent un rdle
crucial dans ’homéostasie pulmonaire. Elles assurent le maintient de 1'intégrité de la structure
alvéolaire en proliférant et en réparant les zones 1ésées. En effet, ces cellules activées, sécretent
des facteurs de croissances et des modulateurs nécessaires au remodelage de la matrice

extracellulaire (Burns et al. 2003; Mueller et al. 2007).
b. Le surfactant

L’épithélium alvéolaire est recouvert d’un film liquidien appelé le surfactant. Le role
premier de celui-ci est la réduction de la tension superficielle air-liquide dans le but d’éviter

tout collapsus alvéolaire lors de 1’expiration. Il consiste en un ensemble de protéines (10%) et
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de phospholipides (90%) principalement composé de di-palmitoylphosphatidylcholine (DPPC)
et de phosphatidylcholine, agissants comme agents tensioactifs permettant une tension de
surface quasi nulle (Veldhuizen et al. 1998). Les principales protéines du surfactant sont SP-A,
-B, -C et —D. Le surfactant a é¢galement un rdle dans la défense immunitaire contre les infections
microbiennes en assurant des fonctions d’opsonisation et d’inhibition de I’entrée d’agents
pathogéenes. Le surfactant est synthétisé par les cellules épithéliales alvéolaires de type II (CEA
II). Son ¢élimination est assurée par les macrophages alvéolaires et les CEA II (Garbi and

Lambrecht 2017).
c. Les échanges gazeux a travers la barri¢re alvéolo-capillaire

Les échanges gazeux dans le poumon s'effectuent a travers la barriére alvéolo-capillaire
dans les parois septales des alvéoles. La paroi séparant les alvéoles entres-elles contient trois
compartiments tissulaires qui constituent cette barriere : I'épithélium alvéolaire et I'endothélium
capillaire séparés par l'interstitium pulmonaire (Ochs et al. 2020). Cette barriere est perméable
aux gaz, ainsi, I’oxygeéne qui est amené dans la lumiére alvéolaire lors de I’inspiration passe a
travers la barriére dans la circulation capillaire et sera transporté dans tout 1’organisme par la
circulation vasculaire. A I’inverse, le COz, ramené aux poumons par la circulation capillaire,
passe a travers la barriere alvéolo-capillaire et est éliminé lors de I’expiration. La diffusion des
gaz se fait selon un gradient de pression de part et d’autre de cette membrane. La loi de Fick
stipule que la diffusion d’un gaz se fait toujours d’une zone de pression partielle élevée vers
une zone de pression partielle plus basse jusqu’a atteindre un équilibre. Lors d’un mélange
gazeux comme retrouvé dans 1’air, chaque gaz diffuse indépendamment les uns des autres
jusqu’a atteindre cet équilibre. Dans le poumon, I’apport et la consommation étant en continu,
cet équilibre n’est jamais atteint, ainsi, la diffusion a lieu en permanence (Niederschlags 1851;

Jaynes and Rogowski 1983; Agusti et al. 1991).

Chapitre IT : La commande centrale respiratoire

Le renouvellement de I’air alvéolaire est assuré par la contraction rythmique des muscles striés
squelettiques de I’appareil thoraco-abdominal. L. ouverture et la fermeture des VAS permettant
la régulation des flux d’air entrant et sortant des poumons sont régulés par les muscles des voies
aériennes supérieures La ventilation pulmonaire est un acte moteur qui se fait selon un cycle en
trois temps nécessitant une coordination parfaite entre les muscles de 1’appareil thoraco-

abdominale et les muscles des voies aériennes supérieures.
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Cette coordination est assurée par une innervation complexe a la fois spinale et cranienne
et est sous I’influence d’un réseau de neurones localisé dans le tronc cérébral (Richter and
Ballantyne 1983) élaborant la Commande Centrale Respiratoire (CCR). Cette CCR est ensuite
transmise aux muscles respiratoires par I’intermédiaire des motoneurones respiratoires dont les
corps cellulaires sont localisés au niveau de la moelle épiniére et du tronc cérébral
(motoneurones craniens). Ainsi, selon les hypothéses actuelles, cet ensemble peut étre divisé

en cinq constituants majeurs (Funk and Greer 2013) (Figure 8).

5. INTEGRATIVE ELEMENTS
(cortex [volu includes speech], limbic
system [el alamus

(temperature], exercise/ locomotion,
chewing, swallowing etc)

Brainstem

1. RHYTHM
GENERATOR

2. PATTERN GENERATOR

Premotor networks

Motoneurons
(brainstem & spinal cord)

3. RESPIRATORY MUSCLES

4. MECHANOSENSORY
FEEDBACK

4. CHEMOSENSORY
FEEDBACK

Figure 8 : Les 5 éléments majeurs du systéme respiratoire. 1. le générateur du rythme respiratoire ;
2. le générateur du patron respiratoire ; 3. les muscles respiratoires ; 4. les mécanismes chémosensibles
et mécanosensibles et 5. les composants d’intégration. D’apres (Funk and Greer 2013).

1. Le générateur du Rythme respiratoire ou RRG (Respiratory Rhythm Generator).
Souvent décrit comme un « métronome » ventilatoire, il produit une activité oscillante et
périodique de base de la ventilation.

2. Le générateur du patron respiratoire ou CPG (Central Pattern Generator),
habituellement décrit comme provenant d’une colonne bilatérale ponto-bulbaire

majoritairement ventrale, il traduit l'oscillation de base produite par le RRG en un motif
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coordonné d'activité qu’il transmet vers les différents groupes de motoneurones innervant les
muscles respiratoires. Ce CPG regoit en permanence un grand nombre d’afférences
périphériques et centrales modulant son activité afin d’ajuster le rythme ventilatoire a la
demande métabolique (gaz du sang, pH, ...), a la demande mécanique (posture, ...) ainsi qu’aux
comportements non-ventilatoires (parler, déglutir, ...).

3. Les muscles respiratoires, qui comprennent les muscles de la pompe respiratoire
(muscles striés de ’appareil thoraco-abdominal, essentiellement les muscles du diaphragme,
abdominaux et intercostaux internes et externes) et des muscles des voies aériennes supérieures
contribuant a la régulation des flux d’air entrant et sortant des poumons.

4. Les éléments chémosensibles et mécanosensibles d’origine centrale ou périphériques
qui régulent ’activité du générateur du patron respiratoire (CPG).

5. Les composants intégratifs qui coordonnent les mouvements respiratoires avec

d'autres mouvements tels que la locomotion, la parole, la mastication et la déglutition.

I. Organisation anatomique et fonctionnelle du réseau neuronal

respiratoire bulbo-pontique

De nombreuses expériences initiées depuis les observations de Galien décrivent une
origine supra-spinale de ’activité respiratoire. Ces observations ont conduit & de nombreuses
expériences durant plus de deux siécles notamment par Lorry (en 1750), Legalloi (en 1812),
Flourens (en 1851) Lumsden (en 1923) ou encore Stella (en 1938) afin d’élucider 1’origine
exacte de ce rythme respiratoire. Au cours des 50 dernicres années, des études menées chez le
chat et le rongeur ont permis d’identifier les principaux composants du réseau neuronal
respiratoire. Le réseau de neurones du tronc cérébral qui génere et contrdle 'activité motrice
respiratoire lors d'une respiration eupnéique normale in vivo sont distribués bilatéralement dans

le bulbe rachidien et le pont (Smith et al. 2013) (Figure 9).
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Figure 9: Distribution bilatérale des neurones respiratoires dans le pont et le bulbe rachidien.
Section dorsale (a, droite), coronale (a, gauche) et parasagitale (b) du tronc cérébral illustrant la
localisation des principales structures ponto-bulbaires impliquées dans I’¢laboration de la commande
centrale respiratoire. Abbreviations : AP : area postrema ; LRt : lateral reticular nucleus ; NAd : nucleus
ambiguus, dorsal division ; Pn : ventral pontine nucleus ; SO et 10, superior and inferior olivary
complexes ; SP5 : spinal trigeminal nucleus ; V : motor nucleus of the trigeminal nerve ; V4 : fourth
ventricle ; XII : hypoglossal motor nucleus. D’aprés (Smith et al. 2013).

Nota bene : Ce travail doctoral ne portant pas stricto sensu sur la rythmogenese respiratoire,
uniquement une vision simplifiée et actuelle des structures respiratoires ponto-bulbaire
impliquées dans [’élaboration de la commande centrale respiratoire seront présentées dans la
suite du manuscrit. Cette description n’est pas exhaustive mais a pour vocation de présenter

les structures principales qui ont été étudiées au cours de ma these.
1) Les structures bulbaires

Les neurones respiratoires bulbaires rencontrés sont localisés essentiellement dans le
noyau du tractus solitaire (NTS) et le groupe respiratoire ventral (VRG), terminologie anglo-
saxonne pour ventral respiratory group. A cela peut s’ajouter les complexes de Botzinger
(BotC) et Pré-Botzinger (préBotC), considéré aujourd’hui comme étant le générateur du rythme
inspiratoire (Smith et al. 1991) ; les structures de la surface ventrale du bulbe rachidien (la surface
ventrale du bulbe rachidien (noyau rétrotrapézoide (RTN) / groupe respiratoire parafacial
(pFRQ)), le RTN/pFRG (Pearce et al. 1989; Smith et al. 1989; Bodineau et al. 2000a) ; et les raphés
bulbaires (Alonso et al. 2013) (Figure 10).
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Figure 10: Représentation schématique du réseau neuronal respiratoire impliqué dans
I’élaboration de la commande centrale respiratoire. Le complexe préBotzinger (préBotC) et le
complexe de Botzinger (B6tC) sont les principaux composants du groupe respiratoire ventral (VRG).
Ces circuits, présentés sous une forme trés simplifiée, intégrent la population glutamatergique excitatrice
(rouge) pré-inspiratoire (pré-1/T) dans le préBotC et trois populations GABAergiques ou glycinergiques
inhibitrices (bleues) dans le pré-BotC-BotC qui s'inhibent mutuellement. Les neurones expiratoires du
BotC sont une source majeure d'inhibition synaptique des neurones inspiratoires pendant I'expiration.
Les neurones excitateurs pré-1/I du préBotC, qui constituent le noyau excitateur du réseau respiratoire,
se projettent via des circuits pré moteurs vers les motoneurones craniens du groupe respiratoire ventral
rostral (rVRG) avec des projections vers les motoneurones inspiratoires (phréniques) de la moelle
épiniere (marron). Les neurones expiratoires bulbospinaux excitateurs du groupe respiratoire ventral
caudal (cVRG) se projettent vers les motoneurones expiratoires spinaux thoraciques et abdominaux. Ces
neurones recoivent une commande excitatrice tonique, phasique ou rythmique des compartiments
pontiques, du groupe respiratoire dorsal (DRG), du noyau rétrotrapézoidal/groupe respiratoire para-
facial (RTN/pFRG) et du raphé. L’ensemble peut étre régulé par le taux de CO; sanguins ou cérébraux
(chémoréception). D’apres (Smith et al., 2013).

a. Le Noyau du tractus solitaire (NTS)

Le noyau du tractus solitaire (NTS) est une structure localisée dans la partie dorsomédiane
du bulbe rachidien (Smith et al. 2013) et est formée de groupes hétérogenes de neurones. Cette
structure s'étend de la partie caudale du noyau facial a la partie caudale de la décussation
pyramidale (Duffin 2004). De nombreuses équipes ont essayé de déterminer une architecture
régionale précise du NTS. Cependant, du fait des différentes caractéristiques cellulaires
rencontrées, un modele unique de nomenclature n’a pas pu étre mis en place (Loewy and Burton
1978; Kalia and Mesulam 1980a; Kalia and Sullivan 1982; Whitehead 1988; Altschuler et al. 1989; Jean

1991). Malgré tout, la nomenclature la plus simple est celle décrite par certains auteurs comme
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Norgen et son équipe (Norgren 1978; Contreras et al. 1982; Hamilton and Norgren 1984). Cette
premiére présente le NTS comme un noyau étant subdivisé en trois régions, la partie
commissurale (c-NTS), une région médiane (m-NTS) et une région ventrolatérale (vI-NTS)
(Jean 1991). Le c-NTS et m-NTS sont considérés comme le point d’entrée des afférences
périphériques provenant des mécanorécepteurs pulmonaires (Kalia and Mesulam 1980a, b), des
chémorécepteurs périphériques (Torrealba and Claps 1988; Finley and Katz 1992) ou d’autres
afférences sensorielles viscérales (Smith et al. 2013). Cet aspect sera détaillé plus loin dans la
Partie I. Chapitre 1.1 de l'introduction. La région ventrolatérale du NTS (vI-NTS) correspond
quant a elle au groupe respiratoire dorsal (Dorsal respiratory group, DRG, selon la terminologie
anglo-saxonne). Initialement décrite chez le chat, cette structure contient majoritairement des
neurones bulbo-spinaux inspiratoires projetant sur les motoneurones phréniques (Grélot et al.
1988; de Castro et al. 1994). Le DRG distribue également des projections vers les structures

pontiques et la colonne respiratoire ventrale (Alheid et al. 2011; Smith et al. 2013).
b. Le Groupe respiratoire ventral (VRGQG)

Le groupe respiratoire ventral a été décrit pour la premicre fois par Bianchi en 1971 chez
le chat (Bianchi 1971). Ce groupe bilatéral s’étend longitudinalement dans la région
ventrolatérale du bulbe rachidien (Lindsey et al. 2013). Ce groupe est divis¢ en deux régions,
caudale (c-VRG) et rostrale (r-VRG) (Alheid et al. 2002; McCrimmon et al. 2004; Feldman and Del
Negro 2006; Smith et al. 2013). Le ¢-VRG contient essentiellement des neurones expiratoires
bulbo-spinaux excitateurs (Smith et al. 2013). Ces neurones recoivent des afférences en
provenance du RTN/pFRG et du complexe de Botzinger (B6tC), ce qui met en forme I’activité
des motoneurones expiratoires thoraciques et lombaires spinaux (Bystrzycka 1980). Le r-VRG
contient le principal groupe de neurones inspiratoires prémoteurs bulbo-spinaux projetant vers
les motoneurones phréniques (Alheid and McCrimmon 2008; Smith et al. 2013). Ces neurones
recoivent des afférences excitatrices en provenance du complexe de pré-Botzinger (préBotC)

et inhibitrices en provenance des neurones expiratoires du BotC.

c. Le complexe de Botzinger (B6tC)

Le complexe de Botzinger est une structure bilatérale localisée dans la région ventrale du
bulbe rachidien. Cette structure contient principalement des neurones expiratoires (Smith et al.
2007, 2013; Alheid and McCrimmon 2008). Il a été suggéré que les neurones expiratoires de ce
complexe soient une source d’inhibition des neurones bulbospinaux (Bianchi and Barillot 1982)

et des motoneurones inspiratoires (Merrill et al. 1983). En effet, les neurones GABAergiques et
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glycinergiques du BoOtC (Ezure et al. 2003) inhiberaient les neurones inspiratoires et
participeraient ainsi a la phase de transition entre la phase d’inspiration et la phase d’expiration

durant I’eupnée.

d. Le complexe de pré-Botzinger (préBotC)

Dés 1991, Smith et ses collaborateurs mettent en avant une petite région bilatérale, en
position ventro-latérale essentielle dans 1’¢laboration du rythme respiratoire, nommée le
complexe de pré-Botzinger (Figure 11) (Smith et al. 1991). Cette structure a une composition
cellulaire hétérogene et inclus une population glutamatergiques exprimant les récepteurs a la
neurokinine-1 (NK1-R, récepteur a la neurokinine 1 ayant pour principal ligand la substance
P), la somatostatine (SST) (hormone inhibitrice des hormones de croissance) et le facteur de
transcription Dbx1 (developing brain homeobox 1 protein, facteur de transcription impliqué
dans la différenciation des interneurones) (Bouvier et al. 2010; Gray et al. 2010). Elle contient
¢galement des sous-populations de neurones inspiratoires glycinergiques et GABAergiques
assurant 'inhibition des neurones expiratoires pendant l'inspiration (Kuwana et al. 2006; Winter
et al. 2009; Morgado-Valle et al. 2010; Smith et al. 2013). Des neurones autorythmiques générant
leur propre rythme ont été identifiés au sein du préBotC (Johnson et al. 1994; Koshiya and Smith
1999; Thoby-Brisson and Ramirez 2001). Il a été¢ montré qu’environ 20% des neurones du préBotC
peuvent étre classés comme des pacemakers, définis par leur capacité a émettre des signaux en
l'absence d'entrée synaptique a une période et une durée de signaux similaires au cycle du
rythme respiratoire in vitro (Pefa et al. 2004; Del Negro et al. 2005; Feldman et al. 2013). Différentes
¢tudes ont montrées que cette structure était essentielle dans 1’¢laboration de la commande
centrale respiratoire (Rekling and Feldman 1998; Lieske et al. 2000; Gray et al. 2001; McKay et al.
2005; Bouvier et al. 2010) et qu’elle pouvait étre considérée comme étant le générateur du rythme
respiratoire. Les neurones glutamatergiques du préBotC projettent vers de multiples structures
du tronc cérébral impliquées dans le controle de la respiration incluant le préBotC controlatéral,
le complexe de Botzinger; la colonne respiratoire ventrale, caudale au pré BotC, le RTN/pFRG,
le NTS ainsi que d’autres structures pontiques (noyaux parabrachial/Kolliker-Fuse) et
mésencéphaliques (substance grise périaqueducal) (Tan et al. 2010). En outre, il a également été
suggéré des projections sur les neurones pré-moteurs et moteurs qui commandent les muscles
inspiratoires et les muscles des voies aériennes supérieures. Ainsi, il existe un réle du préBotC
dans la coordination des différentes phases de la respiration afin de contrdler I’activation

spontanée des muscles intervenant dans les différentes phases respiratoires (Feldman and Del
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Negro 2006), suggérant que ce complexe serait nécessaire a la transition de phase entre
inspiration tardive et expiration (Dobbins and Feldman 1994; Sun et al. 1998; Guyenet and Wang
2001; Gaytan et al. 2002). 11 est a noter que la localisation du préBotC a été permise chez
I’Homme sur la base des caractéristiques phénotypiques identifiées chez 1’animal et

mentionnées ci-dessus (Schwarzacher et al. 2011).

Excitation 'i\

Afférences
périphériques

¥ P

Ouverture des
voies aériennes

RTN/pFRG

complexe de
Botzinger
+
[H ] complexe de
PréBotzinger

Figure 11: Schéma récapitulatif des principales interactions du réseau neuronal respiratoire. Les
afférences périphériques provenant des mécanorécepteurs et des chémorécepteurs parviennent au noyau
du tractus solitaire (NTS), Le noyau rétrotrapézoide / groupe respiratoire parafacial (RTN/pFRG) regoit
¢galement des afférences périphériques des chémorécepteurs sensibles au CO»/pH. Par la suite le NTS
projette des neurones vers le RTN/pFRG. Ce dernier va venir innerver par des neurones excitateurs les
neurones du groupe respiratoire ventral (VRG). In fine et dans un but d’établir une réponse ventilatoire
adaptée le VRG apres avoir regu ces différentes afférences vont projeter vers des motoneurones
innervant les muscles respiratoires adaptée expiratoires (exp) et inspiratoires (insp), afin d’apporter une
réponse respiratoire. Abréviations : KF: Kolliker-Fuse, NA : Noyau Ambigu, fr: Fréquence
respiratoire, Pn : Pont. Adapté d’apres (Guyenet et al. 2016).

e. La surface ventrale du bulbe rachidien (noyau rétrotrapézoide (RTN) / groupe

respiratoire parafacial (pFRG))

Bien que le RTN/pFRG joue un role important dans 1’élaboration du rythme respiratoire,
il existe de nombreuses controverses au sujet de cette région. Cette région contient des neurones
glutamatergiques exprimant le facteur de transcription Phox2B (Stornetta et al. 2006; Abbott et al.
2009; Dubreuil et al. 2009; Thoby-Brisson et al. 2009), le transporteur vésiculaire du glutamate de
type 2 (Vglut2) (Weston et al. 2004) et NK1-R (Gray et al. 2001).
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Le RTN et le pFRG sont deux structures souvent décrites comme étant deux groupes de
neurones distincts fonctionnellement, mais se chevauchant, et méme co-localisés
anatomiquement (Smith et al. 2009). Il est suggéré que le RTN et le pFRG soit une seule et méme
structure mais a deux étapes de développement différentes. Ainsi, des études réalisées chez les
rongeurs nouveau-nés décrivent le pFRG comme étant une structure bilatérale située en position
ventrale par rapport au noyau facial (Voituron et al. 2006) au niveau duquel on trouve de
nombreux neurones présentant une activité rythmique intrinséque pré-inspiratoire (Onimaru et
al. 1989, 1995; Onimaru and Homma 2003; Thoby-Brisson et al. 2009). Le pFRG, identifié a partir
d’études réalisées en période périnatale correspondrait chez I’adulte au RTN (Nattie and Li 2002;
Stornetta et al. 2006; Thoby-Brisson et al. 2009). En effet, chez la souris, une activité rythmique est
présente des le stade embryonnaire E14,5 au niveau de la forme embryonnaire du RTN/pFRG
(epF) (Thoby-Brisson et al. 2009). Ces neurones expriment le NK1-R, Vglut2 et Phox2b, ce qui
rappel la description du RTN chez I’adulte (Nattic and Li 2002; Stornetta et al. 2006) et du pFRG
chez le nouveau-né (Onimaru et al. 2008). L’ensemble de ces données refléte une transformation
de cette structure au cours du développement (Guyenet and Mulkey 2010). Chez I'adulte, ces
neurones sont toniquement actifs (Mulkey et al. 2004; Abbott et al. 2009) ou modulés par la
respiration (DePuy et al. 2011). La face latérale du pFRG (pFir) est considéré comme le
générateur de I’expiration active (Onimaru and Homma 2003). Le RTN serait essentiellement
impliqué dans la chémosensibilité a 'O, au CO; et/ou au pH (Mulkey et al. 2004; Voituron et al.
2006; Guyenet et al. 2010) et est considéré aujourd’hui comme étant le principal chémorécepteur
central (Guyenet et al. 2008, 2010). Les neurones du RTN recoivent en permanence des afférences
en provenance du NTS mais également des neurones sérotoninergiques bulbaires et pontiques
(Otake et al. 1993; Bodineau et al. 2000b; Takakura et al. 2006; Mulkey et al. 2007) et projettent vers
la plupart des noyaux respiratoires de la Colonne Ventrale Respiratoire (Figure 11). Il est
suggéré que les neurones localisés dans la partie ventro-latérale du RTN/pFRG contient des
neurones rythmogenes qui sont a 1’origine de la contraction des muscles abdominaux pendant
l'expiration active (Feldman and Del Negro 2006; Shi et al. 2019). Des études réalisées chez le rat
adulte montrent qu’un sous-ensemble de neurones du RTN/pFRG est rythmiquement actif en
fin d'expiration pendant 1'hypercapnie (Guyenet and Mulkey 2010) ou lorsqu'il est désinhibé
(Molkov et al. 2010; Pagliardini et al. 2011).

f. Les Raphés bulbaires
Les noyaux du raphé bulbaire contiennent essentiellement des neurones

sérotoninergiques impliqués dans le controle moteur somatique et autonome et projetant vers
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la colonne respiratoire ventrale et les motoneurones respiratoires (Dobbins and Feldman 1994;
Gaytan and Pasaro 1998; Yu et al. 2011; Smith et al. 2013). On distingue le Raphé Obscurus (ROb),
le Raphé Pallidus (RPa) et Raphé Magnus (RMg). Les neurones excitateurs des raphés libérent
de la sérotonine, de la substance P et de la TRH (Thyrotropin-releasing hormone) (Richerson
2004; DePuy et al. 2011; Smith et al. 2013). Il a été suggéré que ces neurones aient des propriétés
chémosensibles au CO; (Richerson 2004; Corcoran et al. 2009; Da Silva et al. 2011; Ray et al. 2011)
mais également un role prépondérant dans la respiration eupneique en stabilisant la respiration
et en diminuant les apnées (Richter et al. 2003; Hodges et al. 2009; Ptak et al. 2009). D’autre part,
la stimulation des neurones du ROb et du RMg conduit & une diminution de la fréquence de
décharge des motoneurones phréniques (Lalley 1986) suggérant un effet inhibiteur sur la
commande centrale respiratoire, témoignant de son role crucial dans la modulation de l'activité
respiratoire (Bennett and St. John 1985; Holtman et al. 1986; Lalley 1986). En revanche des études
récentes tendent a contredire ces résultats en montrant un effet facilitateur des neurones du ROb

sur la commande centrale respiratoire (Cao et al. 2006; Ptak et al. 2009).

g. Le complexe post-inspiratoire (PiCo)

Historiquement, les neurones en phase avec la post-inspiration ont été identifi¢é comme
faisant partie du préBotC (Smith et al. 2007, 2009). De récentes études ont identifiés les neurones
du complexe post-inspiratoire (PiCo) comme étant une population spécifiquement active
pendant la post-inspiration située en position rostrale par rapport au préBotC, dorsal par rapport
au BotC et caudal au noyau facial (Figure 12). Pour rappel, la phase post-inspiratoire est le lieu
principal d’expression de comportements moteurs nécessitant un ajustement respiratoire
(vocalisation, déglutition, toux, vomissement, ...). Ainsi, il est suggéré que ces neurones
pourraient jouer un réle important dans cette phase et contribuerait a I’adaptation de ces

comportements respiratoires et des activités associées (Anderson et al. 2016).
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Figure 12: Localisation anatomique des différents centres respiratoire au niveau du groupe
respiratoire ventral. Schéma représentant un tronc cérébral d'une vue sagittale représentant la
distribution des centres respiratoires au sein du groupe respiratoire ventrale. En bleu sont représentés les
trois générateurs du rythme respiratoire, le complexe de pré-Botzinger (préBotC), le complexe post-
inspiratoire (PiCo) et le noyau/rétrotrapézoide/groupe respiratoire parafacial (RTN/pFRG). Le
RTN/pFRG peut étre divisé en deux parties : le noyau ventrolatéral (pFL), qui présente une activité
rythmogene, et le noyau ventro-médian (pFV), qui est plus médial. En gris sont représentés les noyaux
moteurs, le VII N = noyau facial et le NA = noyau ambigu. En vert sont représentées les populations
neuronales qui contribuent au rythme respiratoire mais qui ne sont pas considérées comme des
générateurs de rythme indépendant. D’apres (Ramirez and Anderson 2017).

2) Les structures pontiques

Une section ponto-bulbaire entraine la disparition de 1’activité respiratoire en trois temps
et ’apparition d’une activité respiratoire en deux temps (inspiration et expiration), avec une
phase inspiratoire apneustique (Smith et al. 2007), confirmant que la rythmogéneése respiratoire
serait assurée au niveau bulbaire. Cependant, les noyaux respiratoires pontiques joueraient un
role essentiel dans le contrdle de la phase de transition respiratoire lors de la post-inspiration,
impliquant les voies aériennes supérieures et serviraient également de relais pour la
coordination de la respiration avec des activités telles que la vocalisation ou la déglutition. En
effet, les structures pontiques comprennent notamment le noyau Kolliker-Fuse et le noyau
parabrachial constituant le groupe respiratoire pontique (PRG, pontine respiratory group). Cette
structure, localisée dans la région latéro-dorsale du pont semble jouer un réle important dans la
phase de transition entre I’inspiration et I’expiration (Dutschmann and Herbert 2006) et dans la
fonction de relais entre centres respiratoires bulbaires et structures respiratoires pontiques
(Bianchi et al. 1995). Le noyau Kolliker-Fuse contient des neurones pré-moteurs laryngés
contrblant notamment la résistance des voies aériennes supérieures et des neurones

bulbospinaux projetant sur les motoneurones phréniques. Parmi les structures pontiques, on
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trouve également les groupes noradrénergiques A5 et A6. Ces deux structures sont impliquées
dans la modulation de ’activité du réseau respiratoire via des effets opposés (Hilaire et al.
2004). Le groupe A5, localisé¢ dans la zone ventro-latérale du pont caudale, est interconnecté
avec le réseau respiratoire bulbaire (Byrum et al. 1984; Guyenet 1984; Woodruff et al. 1986; Byrum
and Guyenet 1987) et exerce une inhibition permanente sur la commande centrale respiratoire
(CCR), via les récepteurs adrénergiques a2 bulbaires (Hilaire et al. 1989; Errchidi et al. 1991;
Viemari et al. 2003; Hilaire 2006). A 1’inverse, le groupe A6 (locus Coeruleus) qui se répartit le
long du pont en position dorso médiane exerce un effet facilitateur sur la CCR, via les récepteurs
adrénergiques al bulbaires (Oyamada et al. 1998, 1999; Viemari et al. 2004). En outre, les groupes
A5 et A6 ont été décrit comme présentant une sensibilité aux CO»/H* (Nattie and Li 2012) (Figure
13).

CO,/pH
Groupe respiratoire pontique (PRG, pontine
respiratory group)
P ry group AS o
Noyau Koélliker-Fuse Noyau parabrachial

résistance VAS

Controle X /
CCR

Transition entre I’inspiration et I’expiration

Figure 13: Les structures respiratoires pontiques. Le groupe respiratoire pontique (PRG), impliqué
dans la transition entre 1’inspiration et 1’expiration est composé du noyau parabrachial et du noyau
Kolliker-Fuse. Ce dernier effectue un contrdle dans la résistance des VAS. Le noyau A5 a un rdle
facilitateur sur la commande centrale respiratoire (CCR) tandis que le noyau A6 a un réle inhibiteur de
la CCR. Les noyaux A5 et A6 sont sensibles aux CO./pH.

II. Origine du rythme respiratoire

Nous savons aujourd’hui que la rythmogénése respiratoire est générée au niveau des
structures ponto-bulbaires présentées en amont. Cependant, les mécanismes a ’origine de
I’¢laboration de la commande centrale respiratoire sont encore largement débattus et les
recherches sur I’origine de la rythmogéneése respiratoire ont donné lieu a I’émergence de trois

grandes hypothéses (Figure 14).
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1) Hypothese réseau

Selon cette hypothése, la rythmogénése respiratoire résulterait des propriétés synaptiques
excitatrices et inhibitrices au sein des neurones actifs du réseau respiratoire (Figure 14) (Feldman
and Smith 1989; Shao and Feldman 1997; Brockhaus and Ballanyi 1998; Haji et al. 2000; Richter 2001;
Richter and Spyer 2001). Cependant, les résultats obtenus essentiellement sur des études menées
in vivo chez des animaux adultes montrent la persistance d’un rythme respiratoire aprés une
inhibition post-synaptique (Janczewski et al. 2013; Marchenko et al. 2016) suggérant que
I’inhibition réciproque entre neurones ne serait pas a ’origine de la rythmogénése respiratoire
(Feldman and Smith 1989; Onimaru et al. 1989; Shao and Feldman 1997; Brockhaus and Ballanyi 1998;
Gray et al. 1999).

A Hypothése « réseau»

Générateur central de la respiration (GCResp)

4

Le rythme provient des propriétés synaptiques du réseau

B Hypothése « pacemaker »

Générateur central de la respiration (GCResp)

Les NRP du CPB imposent le rythme au reste du réseau

B Hypothése « pacemaker + réseau »

Générateur central de la respiration (GCResp)

NRP et réseau contribuent tous deux a la rythmogenése

Figure 14: Les hypothéses sur ’origine de I’automatisme respiratoire. A. Hypothése réseau, le
rythme respiratoire est produit de manicre spontanée suite a des propriétés synaptiques du réseau. B.
Hypothése pacemaker, 1’activité rythmique prends son origine a partir de neurones respiratoires
pacemaker (NRP) situ¢ dans le complexe de pré-Botzinger et I’imposent au reste du réseau. C.
Hypothése mixte « Réseau + Pacemaker », les neurones respiratoires pacemaker (NRP) et le réseau
contribuent ensemble a la rythmogénése respiratoire. D’aprés (Viemari et al. 2013).
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2) Hypothese pacemaker

Ces résultats obtenus sur le premier modele montrant la persistance de la rythmogénése
respiratoire donnent naissance a I’émergence d’une seconde hypothése. Selon celle-ci, la
rythmogénése respiratoire reposerait sur les propriétés autorythmiques des neurones
respiratoires pacemakers. En effet, des expériences réalisées sur des préparations en blocs de
tronc cérébral ou de moelle épiniere isolée (Suzue 1984) mais également sur des sections de
tronc cérébral (Smith et al. 1991) montrent la persistance d’un profil de décharge rythmique
indépendamment d’afférences excitatrices ou inhibitrices des neurones respiratoires (Figure 14)
(Onimaru et al. 1989). Ceci met en avant I’existence au sein de ce réseau de neurone respiratoire,
d’une famille de neurone ayant des propriétés « pacemaker », appelés neurones respiratoires
pacemaker (NRP) (Butera et al. 1999). Ainsi, selon cette hypothese, les NRP seraient a 1’origine
de I’activité rythmique du générateur du rythme respiratoire (Feldman and Del Negro 2006).
Comme présenté en amont, on trouve ces neurones pacemaker au niveau du préBotC (Smith et
al. 1990; Johnson et al. 1994; Thoby-Brisson and Ramirez 2001), du RTN/pFRG (Onimaru et al. 2003)
et du PiCo (Viemari et al. 2013; Ramirez and Anderson 2017). Les mécanismes sous-jacents a la
rythmogénése de chaque oscillateur font encore 1'objet d'un débat (hypothése d'un pacemaker

ou d'un pacemaker dépendant du réseau) (Feldman and Del Negro 2006).

3) Hypothése hybride

Cette dernicre est I’hypothése fédératrice actuelle, selon laquelle les neurones pacemaker
du préBotC imposent leur rythme au reste du réseau qui peut en retour modifier I’activité de
ces neurones (Figure 14) (Ballanyi et al. 1999; Viemari et al. 2013). Selon cette hypothese, les
différentes phases du cycle ventilatoire résulteraient donc d’un mécanisme hybride issu d’une
interaction entre des propriétés de réseau et I’activité pacemaker du générateur du rythme
respiratoire (Viemari et al. 2013). Chez le rongeur nouveau-né, il semblerait que le RRG soit
composé de deux structures en interaction : le pFRG (Onimaru and Homma 2003) et le préBotC
(Smith et al. 1991; Mellen et al. 2003; Fortin and Thoby-Brisson 2009). Les neurones pacemakers
présents dans le complexe de préBotC et du RTN/pFRG n’agissent pas comme simple
« pacemaker » générant le rythme respiratoire. Ces neurones sont bien intégrés dans le réseau
respiratoire, en effet, des mécanismes synaptiques et autres mécanismes ioniques contribuent a
leur synchronisation et a leurs propriétés de décharge (Purvis et al. 2007; Ramirez et al. 2011, 2012;
Carroll and Ramirez 2013). Il existe plusieurs connexions inhibitrices entre le préBotC

inspiratoire et le pFRG expiratoire empéchant ainsi 1'activation concomitante des groupes de
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muscles inspiratoires et expiratoires (Del Negro et al. 2018). Ainsi, ’hypothése proposée de nos
jours tend a dire que chez le nouveau-né, le rythme respiratoire serait généré par ces deux
oscillateurs couplés tandis que, chez 1’adulte, il s’agirait d’un mécanisme hybride résultant
d’une interaction entre des propriétés de réseau et 1’activité pacemaker du générateur du rythme
respiratoire (Viemari et al. 2013). Plus récemment, un modele de triple oscillateurs a été proposé
ou les trois phases de la respiration : I’inspiration, la post inspiration et I’expiration active sont
générées par trois structures distinctes génératrices de rythmes : Le préBotC pour la phase
inspiratoire, le complexe post-inspiratoire (PiCo) pour la phase post inspiratoire et le noyau

parafacial latéral (pFL) pour la phase d’expiration active (Figure 15) (Anderson et al. 2016).
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Figure 15: Hypothése des triples oscillateurs. A gauche sont représentés les générateurs intervenant
au repos. Le complexe de pré-Botzinger (préBotC) génére la phase d’inspiration du cycle respiratoire et
le complexe post-inspiratoire (PiCo) génére la phase post-inspiratoire durant le cycle respiratoire. A
droite sont représentés les générateurs intervenant pendant une forte demande métabolique. Le complexe
de pré-Botzinger (préBotC) génére la phase d’inspiration du cycle respiratoire, le complexe post-
inspiratoire (PiCo) génére la phase post-inspiratoire durant le cycle respiratoire et le Noyau parafacial
latéral (pFr) qui génere la phase d’expiration active du cycle respiratoire. Tous ces générateurs sont en
connexion avec les autres centres respiratoires bulbaires afin d’ordonner les trois phases du cycle
ventilatoire. Adaptée d’aprés (Ramirez and Anderson 2017).
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Chapitre III : Modulation et régulation de la ventilation

Comme présenté dans le chapitre précédent, I’activité du réseau respiratoire est modulée
en permanence par des informations afférentes d’origine centrale et/ou périphérique. Les
régulations de la respiration sont essentielles dans le maintien de la rythmogénése respiratoire
mais également dans son adaptation face aux différentes demandes métaboliques (variations de
la pression partielle en dioxygene (PO>), en dioxyde de carbone (PCO.) et/ou de pH) et aux
comportements non-ventilatoires (posture, déglutition...). Ces variations chimiques ou
mécaniques sont percues respectivement par des chémo- ou mécanorécepteurs qui modifieront

I’activité du générateur du patron respiratoire.

I. Réponses ventilatoires a I’hypoxie et I’hypercapnie

Les chemoréflexes respiratoires permettent d’adapter la ventilation en réponse a des
modifications des pressions partielles artérielles et tissulaires en Oz (P.O2 et P:O2), en CO2
(PaCO2 et PCO») ainsi que de pH. Ainsi, une diminution de la quantité d’O; dans I’air inspiré,
un frein a I’inspiration ou une anomalie cardio-vasculaire, peut étre a 1’origine d’une diminution
de la P.O7 et PO2. De méme, une augmentation de la fraction de CO> dans I’air inspiré ou un
frein a I’expiration provoque une augmentation de P,CO; et P«CO: et une diminution du pH.
Ces modifications seront détectées par des chémorécepteurs sensibles aux variations de PO.,
PCO, /H* (Gonzalez et al. 1994). 1l existe deux catégories de chémorécepteurs régulant le rythme
de la respiration, ceux situés en périphérie, on parlera dans ce cas de chémorécepteurs
périphériques et ceux situés au niveau central, on parlera alors de chémorécepteurs centraux.
La mise en jeu de ces chémorécepteurs modulera en retour 1’activité du réseau neuronal

respiratoire dans I’objectif de maintenir ’homéostasie.

1) Les chémorécepteurs

a. Les chémorécepteurs périphériques

Les chémorécepteurs périphériques se situent au niveau des corps aortiques et dans les
corpuscules carotidiens au niveau de la bifurcation carotidienne et sont sensibles aux
modifications de PaO,, la PaCOs et la concentration en H* (Figure 16.a et 16.b) (Jonkman et al.
2020). Cette localisation stratégique leur permet de détecter ces variations et de transmettre les
informations aux centres respiratoires (Greer and Funk 2013). Ainsi, la voie afférente est le nerf

dépresseur aortique dit de Ludwig-Cyon qui augmentent leur fréquence de décharge lors d’une
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diminution de PaO,, d’une augmentation de la PaCO, ou une baisse du pH (Dejours 1962; Biscoe
et al. 1970; Fitzgerald and Dehghani 1982; Andrade et al. 2018) et projettent dans la région rostral

du bulbe ventro-latéral (r-VLM) par I’intermédiaire du nerf vague (X) (Secourgeon 2012).

Les corps carotidiens contiennent deux principaux types de cellules, les cellules
glomiques de type neuronales (type I) et les cellules de type gliales (type II) participant au
traitement du signal (Figure 16.c). Les cellules de type I détectant principalement les
changements de PO, et PCO2/pH et vont exciter les terminaisons afférentes du nerf sinusal
carotidien (une branche du nerf glossopharyngien), qui projette au niveau des sous-divisions
commissurale et médiane du noyau du tractus solitaire (NTS) (centre intégrateur situ¢ dans le
bulbe rachidien) (Figure 16) (Secourgeon 2012; Funk and Greer 2013). Depuis le noyau du tractus
solitaire (NTS) on observe des projections vers I’ensemble du réseau respiratoire tel que le
noyau rétrotrapézoide (RTN) (chémorécepteur central) et les groupes respiratoires pontiques
(PRG), qui se projettent a leur tour dans le groupe respiratoire ventral (VRG) pour permettre

une adaptation ventilatoire (Smith et al. 2013) (Figure 16).
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Figure 16: Chémorécepteurs situés aux niveaux de la bifurcation carotidienne. Les corps
carotidiens sont situés bilatéralement dans le cou (a) a la bifurcation de l'artére carotide commune en
artéres carotides interne et externe. (b) Illustration du corps carotidien et son innervation afférente par
le nerf sinusal carotidien. (¢) Coupe transversale du corps carotidien (au niveau de la ligne bleue en b)
montrant la disposition des cellules de type I et II, des capillaires et des terminaisons du nerf sinusal
carotidien. Les voies de transduction du signal suite & une augmentation de CO; et d'une diminution
d’O; aboutissant a la libération d’un neurotransmetteur dans le nerf sinusal carotidien sont représentées
(d) Projections centrales des nerfs afférentes du nerf sinusal carotidien dans la moelle. La synapse
excitatrice de premier ordre se trouve dans le noyau du tractus solitaire (NTS). Ces neurones se projettent
vers le groupe respiratoire pontique (PRG) et les mneurones chémosensibles du
noyau/rétrotrapézoide/groupe respiratoire parafacial (RTN/pFRG) qui, a leur tour, envoient des
projections excitatrices vers le préBotC et/ou régions de la colonne respiratoire ventrale. Adaptée
d’apres (Greer and Funk 2013).
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b. Les chémorécepteurs centraux

En 1953, Leusen réalisa des expériences in vivo sur le chien lui permettant de mettre en
évidence qu’une injection de solution acide dans les ventricules cérébraux conduit a une
augmentation de la ventilation. Il en a ét¢ déduit qu’il existait donc des chémorécepteurs
centraux sensibles aux variations de CO» et/ou pH conduisant a une adaptation ventilatoire
(Leusen 1953; Mitchell et al. 1963; Severinghaus 1998; Lazarenko et al. 2009). L’existence de
structures sensibles aux variations de CO, et/ou de pH a été montré des 1953 par Leusen (Leusen
1953). Des le début des années 1960, le noyau/rétrotrapézoide/groupe respiratoire parafacial
(RTN/pFRGQG) a été identifié comme sensible au CO, et/ou aux ions H* (Mitchell et al. 1963;
Schlaefke et al. 1970). Cette région est considérée aujourd’hui comme étant le principal
chémorécepteur central (Figure 17). Par la suite, de nombreuses études ont identifiés différents
groupes de neurones chémosensibles au CO: et/ou au ions H" au sein du systéme nerveux
central (SNC) (Nattie and Li 2012) tels que le noyau du tractus solitaire (NTS), les raphés
bulbaires ou le Locus Coeruleus (A6) (Figure 17). Au sein de ces structures sont localisés des
amas de neurones sensibles aux variations de CO; et/ou de H" en contact direct avec le liquide
céphalo-rachidien (LCR) mais également au contact du sang artériel situé dans les capillaires

sous-jacents au LCR (Coates et al. 1993).
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Figure 17: Localisation des chémorécepteurs centraux. Distribution des chémorécepteurs centraux
dans le cerveau postérieur. Abréviations : R, rostral ; M, moyen ; C, caudal ; LHA, hypothalamus latéral
; DR, raph¢ dorsal ; FN, noyau fastigial ; 4v, quatriéme ventricule ; LC, locus ceruleus ; 7N, nerf facial
; ¢-NTS, caudal nucleus tractus solitarious ; AMB, ambigu ; VII, noyau facial ; SO, olive supérieure ;
PBC, préBotC ; r-VRG, groupe respiratoire ventral rostral ; c-VLM, médullaire ventrolatérale caudale ;
RTN/pFRG, noyau rétrotrapézoide/groupe respiratoire parafacial. Adaptée de (Nattie and Li 2012).

2) Régulation ventilatoire suite a un stimulus chimique

a. Adaptation de la commande centrale respiratoire a I’hypoxie

Lorsque la demande en O dépasse les apports, la cellule devient hypoxique. Celle-ci peut
avoir pour origine une diminution de P;O; (tel que rencontrée en haute altitude) mais elle peut
¢galement étre consécutive a un dysfonctionnement des apports en O tels que rencontré lors
de certaines pathologies. On distingue différents types d’hypoxie en fonction du type et de la
durée de I’exposition. Ainsi, I’exposition a I’hypoxie peut étre intermittente (comme ce qui est
rencontré dans les apnées obstructives du sommeil ; voir Partie I1I. Chapitre I de I’introduction)
ou continue (Haute altitude, insuffisance cardio-respiratoire) et elle peut étre aigué (quelques
secondes / minutes) ou chronique (quelques heures a plusieurs mois). Pour faire face a cette
situation, différents mécanismes physiologiques sont mis en place afin d’assurer ’homéostasie

et restaurer I’apport en O aux cellules consommatrices (Semenza 2010).

-51 -



i.  Réponse ventilatoire a I’hypoxie : HVR

Chez les mammiferes, la valeur physiologique de la PaO> est comprise entre 80 et 100
mmHg (Feldman 1986; Gonzalez et al. 1994). En 2001, I’équipe de Maxova & VIzek montrent
que I’exposition a I’hypoxie aigué€ entraine une réponse ventilatoire biphasique caractérisée par
une augmentation immédiate et bréve de la ventilation (augmentation de la ventilation) suivie
de son déclin, souvent appelé "roll-off" (Figure 18) (Maxova and Vizek 2001). La premiére phase
d’augmentation de la ventilation est observée lors d’une réponse ventilatoire a I’hypoxie (HVR)
est supportée par une augmentation du volume courant mais également de la fréquence
respiratoire (Maxova and Vizek 2001). Lors du « roll-off », la ventilation diminue mais reste tout

de méme supérieure aux valeurs pré-hypoxiques chez I’adulte (Teppema and Dahan 2010).
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Figure 18: Courbe représentant la ventilation bi-phasique en réponse a I'hypoxie chez le rat
adulte. Courbe représentant 1’évolution du débit ventilatoire (Ve) au cours du temps. La ventilation a
¢été mesuré 20 minutes en normoxie (0 a 20 minutes) puis les rats ont été exposés a un mélange d’air
hypoxique (10% O- dans de I’azote (N>) durant 20 minutes, enfin, les rats ont été placé en normoxie
afin d’évaluer leur capacité a récupérer leur ventilation. D’aprés (Maxova and Vizek 2001).

ii. Mécanismes responsables de la réponse ventilatoire a I’hypoxie

En réponse a une diminution de PaOy, les corps carotidiens augmentent leur fréquence de
décharge. Les cellules chémoréceptrices vont alors stimuler le nerf sinusal carotidien (Hall et al.
1996) puis le nerf glossopharyngien dont les nerfs sensitifs vont projeter sur les sous divisions
commissural et médiane du noyau du tractus solitaire (c-NTS et m-NTS) (claps et Torrealba,
1988 : Finley et Katz, 1992). En effet, la stimulation du nerf sinusal carotidien par I’hypoxie
entraine une augmentation de I’expression de c-Fos, un marqueur d’activité neuronale, dans ces

structures (Berquin et al. 2000; Perrin-Terrin et al. 2016). Il a été montré que 1’ augmentation de la
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ventilation hypoxique était concomitante avec 1’augmentation de la fréquence de décharge
enregistrée au niveau du nerf sinusal carotidien (Vizek et al. 1987). En paralléle, I’hypoxie
entraine également une diminution de la PtO; responsable de I’activation des mécanismes
centraux. Parmi lesquels, il a ét¢ mis en évidence 1’existence de neurones intrinséquement
sensibles a I’O2 impliqués dans I’ augmentation de la ventilation tel que I’hypothalamus caudal
(Tenney and Ou 1977). Suite a ce pic d’ augmentation de la ventilation, se met en place chez
I’adulte une phase de dépression respiratoire relative pouvant étre expliquée par I’hypocapnie
consécutive a 1’ augmentation de la ventilation, I’hypométabolisme accompagnant I’hypoxie
(Gautier and Bonora 1992, 1994; Mortola 2005) certains mécanimes cellulaires (Canaux TASK) et
certains systémes de neurotransmission (Systémes gabaergiques, serotoninergiques,
opioidergiques) peuvent étre impliqués (Grunstein et al. 1981; Koos et al. 1994; Richter et al. 1999;
Hayashi and Fukuda 2000). Suite a I’ augmentation de la ventilation, un contrdle modérateur par
les structures du tronc cérébral semble également possible notamment la surface ventrale du

bulbe rachidien (Bodineau et al. 2000c; Voituron et al. 2006).
b. Adaptation de la commande centrale respiratoire a I’hypercapnie

Une augmentation de la quantité de CO; dans ’air inspiré, un frein a I’expiration (apnée)
ou une activité insuffisante du réseau neuronal a I’origine de la commande centrale respiratoire
peuvent conduire a une augmentation de la PaCO» et une baisse du pH, I’organisme se trouve

alors en hypercapnie.
i.  Réponse ventilatoire a I’hypercapnie : HCVR

Chez les mammiferes, la PaCO; normale avoisine 40 mmHg (Nattie 1999). Au-dela de ce
seuil, on observe une augmentation linéaire de la ventilation (Figure 19) (Nattie and Li 2012). En
2000, Nattie et ses collaborateurs ont rapporté qu’une augmentation de 1’ordre de 2mmHg de
la PaCO> était suffisante pour doubler la ventilation. Ainsi, 1’hypercapnie entraine une
augmentation de la ventilation (Figure 19) (Nattie 2000; Nattie and Li 2012) liée essentiellement

a une augmentation de volume courant (V) (Duffin et al. 2000; Ohashi et al. 2013).
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Figure 19: Ventilation alvéolaire en réponse a 1'hypercapnie. Réponse ventilatoire a l'inhalation de
CO; dans des conditions normales d'équilibre acide-base (X) ainsi que dans des conditions d'acidose
(triangles pleins) et d'alcalose (cercles pleins). D’aprées (Nattie and Li 2012).

ii. Mécanismes responsables de la réponse ventilatoire a I’hypercapnie

Des études électrophysiologiques et anatomiques ont montré que le chemoréflexes
respiratoire a 1’hypercapnie (HcVR) trouvait son origine dans les chémorécepteurs
périphériques et centraux (Smith et al. 2010) se traduisant par une augmentation de I’activité des
muscles respiratoires. En 1975, Lahiri et DeLaney ont suggéré que les corps carotidiens et en
particulier les cellules glomiques de type I étaient activés lors d’une augmentation de PaCO»
(Lahiri and DeLaney 1975) (Gonzalez et al. 2003; Lahiri and Forster 2003). De nombreuses études
ont quantifié les neurones c-Fos positifs en réponse a une stimulation hypercapnique. En 2002,
Wickstrom et son équipe ont montré que la stimulation hypercapnique chez le nouveau-né
conduit & une augmentation du nombre de neurones positifs pour c-Fos au niveau des sous
divisions commissural et médiane du noyau du tractus solitaire (c-NTS et m-NTS) (Wickstrom
et al. 2002) confirmant I’implication des corps carotidiens dans [’arc chemoréflexes
hypercapnique. Cependant, les chémorécepteurs centraux, décrits plus en amont, contribuent

en grande partie & I’HcVR (Stornetta et al. 2006; Takakura et al. 2006).
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A T’heure actuelle, cette chémoréception centrale au CO> semble portée essentiellement
par deux principales structures :
- Les neurones chémosensibles exprimant le géne Phox2b positif du RTN/pFRG (Mulkey
et al. 2004; Stornetta et al. 20006).
- Les neurones sérotoninergiques des noyaux des Raphés bulbaires RPa et ROb (Larnicol

et al. 1994; Haxhiu et al. 1996; Okada et al. 2002; Hodges and Richerson 2010).

Il est a noter que d’autres structures neuronales chémosensibles ont également été décrites
comme la sous-division commissural du noyau du tractus solitaire (c-NTS) (Berquin et al. 2000),
le complexe de pré-Botzinger (Solomon et al. 2000), le Locus Coeruleus (Oyamada et al. 1999; de
Carvalho et al. 2017), la substance grise périaqueducale (Kramer et al. 1998) et I’hypothalamus
caudal (Waldrop 1991; Nattie and Li 2009). L’ensemble de ces structures appartient au réseau
neuronal respiratoire, leur activation engendre une modulation de I’activité du réseau
conduisant & une réponse respiratoire. Cependant, des différences sont observées selon 1’état de
vigilance : durant les phases d’éveils, les neurones du noyau rétrotrapézoide/groupe respiratoire
parafacial (RTN/pFRQG) seraient préférentiellement activés, et iraient activer les pré-
motoneurones de la colonne ventrale respiratoire ce qui stimulerait les motoneurones
inspiratoires spinaux. En revanche, durant les phases de sommeil, ce serait préférentiellement
le noyau du raphé bulbaire qui serait stimulé (Mitchell 2004). De maniére intéressante, une étude
publié¢ en 2015 montre I’interaction entre les chémorécepteurs périphériques et centraux,
conduisant a une modification du seuil de sensibilité des chémorécepteurs centraux (Smith et al.
2015). Pour conclure, suite a une exposition a de 1’hypercapnie (1 PaCO.) ou a de I’hypoxémie
(] Pa0,), la ventilation est régulée suite a ’activation des chémorécepteurs centraux et

périphériques (Figure 20).
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Figure 20: Schéma récapitulatif de la boucle de rétrocontréle suite a des modifications de PaO; et
PaCO:. Les variations de la PaO,, PaCO»/H" sont détectées par des chémorécepteurs périphériques ou
centraux qui activerons par la suite les neurones inspiratoires ponto-bulbaires dans le but de réguler la
ventilation.

3) Les mécanorécepteurs

En plus d’une sensibilité a 1’Os et au COo, il existe également des récepteurs mécaniques,
appelés mécanorécepteurs. Ces récepteurs jouent un réle important dans le contrdle de la
fréquence et de la profondeur de la respiration et donnent une information sur le niveau
d’inflation pulmonaire, la pression dans la trachée, 1’expansion thoracique etc... La principale
source de rétroaction réceptive provient des poumons, des muscles situés dans la paroi
thoracique et des voies respiratoires qui fournissent un retour sensoriel aux centres respiratoires
sur les conditions mécaniques et chimiques. Les récepteurs broncho-thoraco-pulmonaires
communiquent avec le systéme nerveux central par ’intermédiaire des nerfs afférents vagaux
afin de moduler la ventilation pulmonaire en réponse aux différents stimuli rencontrés (Carr and
Undem 2003). Les nerfs innervant les voies respiratoires peuvent étre classés en divers groupes.
Il existe différents critéres de classification, ceux utilisés actuellement sont basés sur la vitesse
de conduction de l’influx nerveux, la taille des neurones, 'origine ganglionnaire du corps
cellulaire ou selon la nature du stimulus auquel ils répondent et leur neurochimie. Cependant,
il n'existe aucun schéma de classification qui prenne en compte toutes les caractéristiques. Ainsi,

les nerfs afférents broncho-pulmonaires sont typiquement considérés comme appartenant a
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l'une des trois catégories générales, a savoir les fibres de type C, les récepteurs a I’étirement a
adaptation rapide (RAR) et les récepteurs d'étirement a adaptation lente (SAR) (Carr and Undem
2003).

a. Les mécanorécepteurs pharyngés

Lors de la ventilation, il est important que les voies aériennes supérieures soient
maintenues ouvertes afin de contrecarrer les pressions d'éffondrement subatmosphériques
générées au cours des différentes phases de la ventilation que ce soit au cours du sommeil ou a
I'éveil (Mathew and Ghosh 1995). Une diminution du calibre pharyngé est détectée par les
mécanorécepteurs situés dans la paroi du pharynx (Figure 21). Ces derniers stimulent les
mécanorécepteurs situés dans la paroi pharyngé, un influx transite par une branche du nerf
vague (X) jusqu’au centre respiratoire notamment les sous divisions commissural et médiane
du noyau du tractus solitaire (c-NTS et m-NTS) (Horner et al. 1991) (Figure 21). Par la suite, les
motoneurones du muscle pharyngé sont stimulés par le nerf hypoglosse (XII) afin de réguler le
calibre du pharynx et le dilater par I'intermédiaire ceci empéche le collapsus pharyngé et
prévient I’étouffement (Figure 21). La suppression de l'activation des muscles des voies
aériennes supérieures pendant le sommeil peut entrainer des épisodes de diminution du tonus

musculaire qui rendent l'espace aérien supérieur vulnérable au collapsus conduisant a

I’apparition d’apnées obstructives du sommeil (Widdicombe 1981; Horner et al. 1991).
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Figure 21: Intervention des mécanorécepteurs pharyngés dans le maintien de l'ouverture des voies
aériennes supérieures. Une diminution du calibre des voies aériennes supérieures stimule les
mécanorécepteurs pharyngés. Par la suite, un influx nerveux transites jusqu’aux centres respiratoires
ponto-bulbaires, ces derniers, activeront les motoneurones phréniques par 1’intermédiaire du nerf
hypoglosse (XII) Adaptée d’aprés (Benson 2006).

b. Les récepteurs d’étirement pulmonaire

Ces mécanorécepteurs sensibles au niveau d'étirement et au volume de l'appareil
respiratoire sont situés au niveau du parenchyme pulmonaire (la plévre et au niveau des alvéoles
pulmonaires), des muscles respiratoires, des voies aériennes et des bronchioles terminales (Pack
1981). Il existe deux catégories de récepteurs a I’étirement, les récepteurs d’étirement
pulmonaire a adaptation rapide (Rapidly adapting pulmonary stretch receptors, RARs) et les
récepteurs d'étirement pulmonaires a adaptation lente (Slowly adapting pulmonary stretch
receptor afferents, SARs). L’inflation pulmonaire rencontrée durant la ventilation est en
permanence controlée. En effet, lors de I’inspiration, I’inflation pulmonaire active les
mécanorécepteurs, et un influx sensoriel est envoyé depuis le nerf vague (X) vers le centre
bulbaire afin de diminuer le volume pulmonaire (Carr and Undem 2003; Del Negro et al. 2018).
Les récepteurs d’étirement pulmonaire a adaptation rapide (Rapidly adapting pulmonary stretch
receptors, RARSs) sont stimulés suite & une expansion ou compression importante et rapide des
poumons mais également lors d’une hyperpnée ou d’un pneumothorax (Pack 1981). Suite a leur

activation, un influx nerveux est envoyé a travers les fibres vagales jusqu’aux centres
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respiratoires (Del Negro et al. 2018). Les récepteurs d'étirement pulmonaire a adaptation lente
sont activés par l'inflation des poumons et transmettent des informations suite a un changement
du volume pulmonaire aux neurones du tronc cérébral qui controlent les durées d'inspiration et
d'expiration (Paintal 1973; Bartoli 1975). Leur dénervation conduit au prolongement de la phase
inspiratoire, l'augmentation du volume courant et la réduction de la fréquence respiratoire
(Clifford et al. 1983; Flynn et al. 1985; Forster et al. 1990). Des études montrent les sites de
projections centrales des récepteurs d’étirement pulmonaire a adaptation rapide au niveau du
noyau du tractus solitaire (NTS) et particulierement dans les sous divisions commissural et
médiane du noyau du tractus solitaire (c-NTS et le vI-NTS) afin de réguler le niveau
d’expansion de la cage thoracique (Figure 22) (Davies and Kubin 1986; Bonham et al. 1993;
Widdicombe 2003). Ainsi, durant I’inspiration, 1’inflation pulmonaire va activer ces récepteurs
conduisant a un arrét de la décharge des neurones inspiratoires (Cross and Jones 1980; Cohen and

Feldman 1984) (Figure 22).

Centres
respiratoires
c-NTS et vi-NTS

Nerf vague

(X)

Inhibition des muscles
inspiratoires

J/Volume cage
thoracique

‘ INSPIRATION ’

= inflation pulmonaire
/

Figure 22: Meécanorécepteurs controlant l'expansion de 1'appareil thoraco-pulmonaire.
L’expansion ou la compression de 1’appareil thoraco-pulmonaire sont controlées en permanences par
les mécanorécepteurs thoraco-pulmonaires. Lors de I’inspiration, I’expansion de la cage thoracique
stimule les mécanorécepteurs a 1’étirement, s’ensuit une activation des sous-divisions commissural et
médiane du noyau du tractus solitaire (c-NTS et m-NTS) qui inhiberont les motoneurones inspiratoires
afin de favoriser le relaichement de la cage thoracique pour initier la phase d’expiration. Adaptée d’aprés
(Greer and Funk 2013).
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Durant I’expiration, la compression pulmonaire active ces récepteurs conduisant a un
prolongement de la phase expiratoire (Clark and Euler 1972; Cross and Jones 1980; Bonham 1991).
L’expansion de I’appareil thoraco-pulmonaire durant I’inspiration, active ces récepteurs ceci
facilite la transition entre la phase inspiratoire et la phase d’expiration, ceci rappelle la notion

de Hering-Breuer (Bonham 1991).

Nota bene : A l'opposé de ce réflexe, un réflexe favorisant l'inspiration se met en place a la fin
de ’expiration lors d'une diminution de volume pulmonaire en dessous de la capacité résiduelle

fonctionnelle, c'est le réflexe excito-inspiratoire d'Hering-Breuer.
c. Les récepteurs bronchiques

Ces récepteurs tapissent I'épithélium des voies respiratoires proximales, et sont sensibles
aux gaz irritants mais également a l'inflammation locale. L’activation de ces récepteurs va
conduire a une sécrétion de mucus, la toux et la phase d’expiration (Clifford et al. 1983; Flynn et
al. 1985; Forster et al. 1990). Il existe deux catégories de récepteurs bronchiques, les récepteurs
épithéliaux, situés dans 1’épithélium bronchiques et les récepteurs musculaires situés au niveau
des muscles lisses bronchiques (Widdicombe 1981). Les récepteurs épithéliaux présentent une
sensibilité a Dirritation par des gaz, et leur activation conduit & une hyperpnée (augmentation
de ’amplitude des mouvements respiratoires) (Widdicombe 1981). Les récepteurs musculaires
présentent une sensibilité a 1’étirement des voies aériennes et a la distension pulmonaire, et leur
activation depuis le nerf vague (Carr and Undem 2003) jusqu’aux centres bulbaires conduit a un
allongement de la phase inspiratoire et une inhibition de la phase d’expiration (Widdicombe

1981).
d. Les récepteurs proprioceptifs de la paroi thoracique

Ces récepteurs se situent dans la paroi thoracique, les tendons et le fuseau
neuromusculaire. Ils présentent une sensibilité a 1’étirement des muscles respiratoires, leur
activation conduit a une modulation de la ventilation via le nerf phrénique (Mathew and Ghosh

1995).
e. Les récepteurs alvéolaires Juxtapillaires

Les récepteurs alvéolaires Juxtapillaires également appelé les récepteurs J ou les fibres C
pulmonaires sont localisés dans le tissu pulmonaire particuli¢rement dans la paroi alvéolaire

adjacente aux capillaires. Ces récepteurs sont sensibles a la dilatation des capillaires
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pulmonaires ou la présence d’un liquide interstitiel dans 1’espace intra-alvéolaire comme ce qui
est rencontré¢ durant un cedéme pulmonaire. Suite a 1’activation de ces récepteurs, I’influx
nerveux transite par le nerf vague jusqu’au noyau du tractus solitaire (NTS) conduisant ainsi a
une polypnée (augmentation de la fréquences respiratoire) (Widdicombe 1981; Mathew and Ghosh
1995). Ces récepteurs peuvent également étre activées par une congestion locale provoquant

une dyspnée, une augmentation de la ventilation et une toux (Coleridge and Coleridge 1984).

En conclusion, 1’ensemble de ces récepteurs retrouvés dans le systéme respiratoire
intervient dans la régulation du rythme respiratoire chez des sujets sains afin de réguler la
ventilation suite aux différents stimuli chimiques ou mécaniques (Tableau 1). Ces récepteurs
peuvent jouer un role crucial chez des patients présentant des atteintes touchant 1’appareil
respiratoire. La rétroaction de ces récepteurs peut également expliquer les réponses ventilatoires

observées chez les patients présentant une atteinte pulmonaire (Jonkman et al. 2020).
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Récepteurs Localisations Réles Projections Références
(Secourgeon, 2012)
N (Biscoe et al.,
» Chémorécepteurs Bifurcation carotidienne | Sensibilité aux variations c T\JTFSS 1970) (Dejours,
2 périphériques ou aortique d’'0,, CO,/H* rrr-'\_lLM 1962) (Fitzgerald et
B al,, 1982) (Andrade
< etal., 2018)
g (Lazarenko et al.,
y . ot N 2009) (Mitchell et
5 Chémorécepteurs RTN/pFRG ou les Raphés Sensibilité au variation de c-NTS al,, 1963)
centraux CO,/H* vI-NTS .
(Severinghaus,
1998)
(Widdicombe,
Méca:éoezteurs Paroi pharyngés Maintien les VAS ouvertes :l':ﬂ?s 1981)
pharyne (Carr et al., 2003)
. (Davies et al., 198)
Réc a‘p beurs & Parenchyme ptflmopalre Maintien le niveau c-NTS (Bonham et al.,
Pétirement Muscles respiratoires o - -
. . - d'étirement de 'appareil vI-NTS 1993)
pulmonaire (RARs Voies aériennes - .
N . thoraco-pulmonaire (Widdicombe,
ou SARs) Bronchioles terminales
2003)
(Forster et al.,
2 1990) (Flynn et al.,
3
Q Récepteurs o ’ Sensibilité a l'irritation et 1985)
E‘ bronchiques Epithéium bronchique I'inflammation locale LIE (Clifford et al.,
@ 1983)
e
(Carr et al., 2003)
g Récepte'urs Muscle lisse bronchique Sensibilité a I'étirement NTS (Widdicombe,
musculaires
1981)
Récepteurs paroi . A TN (T (Mathew et al.,
thoracique Paroi thoracique Sensibilité a I'étirement NTS 1995)
Récepteurs Sensible a la dilatation (Colel;gg:)et —
alvéolaire juxta- P - des capillaires
N Paroi alvéolaires adjacent ; (Mathew et al.,
capillaire g pulmonaires ou ala NTS
au capillaire X . 1995)
(récepteurs J/ Fibres présences de liquide
. i (Jonkman et al.,
q) interstitiel 2020)

Tableau 1: Tableau récapitulatifs des différents récepteurs intervenant dans la régulation de la
ventilation. Différents récepteurs peuvent intervenir dans la régulation de la ventilation. Ces récepteurs
peuvent-Etre sensibles a des variations chimiques, on parlera alors de chémorécepteurs ou mécaniques
pour des mécanorécepteurs. Les chémorécepteurs peuvent &tre situés en périphérie (au niveau des
carotides ou de I’aorte) ou alors au niveau centrale (comme le noyau rétrotrapézoide/groupe respiratoire
parafacial (RTN/pFRG)). Les mécanorécepteurs sont distribués tout au long du systéme respiratoire.
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II. La ventilation : un acte moteur plastique

La ventilation est un phénomeéne qui s’adapte de fagon appropriée a diverses situations
comme celles observées suite a des changements métaboliques (comme 1’effort, le changement
de taux d’ Oz (hypoxique) ou de CO; (hypercapnique), des variations mécaniques (étirement des
poumons) mais également a des comportements non ventilatoires (déglutition, vomissement, la
prise de parole, ...). Des stimuli de forte intensité, fréquents et/ou chroniques peuvent induire
des changements fonctionnels durables dans le temps sur la commande centrale respiratoire.
Ces changements persistants du systéme de contréle neuronal en réponse a une altération

structurelle et/ou fonctionnelle définissent la plasticité respiratoire (Mitchell and Stephen 2003).
1) Plasticité respiratoire en réponse a I’hypoxie intermittente chronique

La plasticité respiratoire peut étre induite par I'hypoxie, I'hypercapnie, 1'exercice ou alors
au cours du développement par exemple. Suite a I’exposition a de 1’hypoxie intermittente
chronique (HIC), il est observé chez le rat anesthésié¢ une augmentation progressive de ’activité
du nerf phrénique, qualifiée de facilitation phrénique a long terme (pFLT) (Mitchell et al. 2018).
L’hypoxie intermittente chronique est I’un des modeles les plus étudiés de la facilitation a long
terme (Mitchell and Stephen 2003; Pamenter and Powell 2016). Suite a 1’exposition a I'HIC,
I’activation du récepteurs 5-HT> au niveau des motoneurones phréniques stimule la synthése
du facteur neurotrophique dérivé du cerveau (en anglais, brain derived neutrophic factor,
BDNF) (Pamenter and Powell 2016). Par la suite, ce facteur active le récepteur kinase B a la
tropomyosine (en anglais, tropomyosine recepetor kinase B, TrkB) (Figure 23). L’activation de
ce récepteur kinase conduit a la phosphorylation des kinases ERK1 et ERK2 (extracellular
signal-regulated kinase, ERK) qui augmentent par la suite I’excitabilit¢ du récepteur au
glutamate. Parallelement a cette voie, 1’exposition a de I’HIC peut activer les récepteurs 5-HT7
et a I’adénosine (Hoffman and Mitchell 2011) couplé a une protéine Gs et stimuler 1’accumulation
de I’adénosine monophosphate cyclique (AMPc). Cette dernicre se fixe sur le récepteur TrkB
afin de stimuler la kinase AKT qui augmentera I’excitabilité¢ du récepteur au glutamate (Golder

et al. 2008; Gonzalez-Rothi et al. 2015) (Figure 23).
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Figure 23: Voies impliquées dans la facilitation & long terme phrénique (pLTF) induite par
I’hypoxie intermittente chronique. Les voies Q et S sont impliquées dans la facilitation a long terme
en réponse a de ’hypoxie intermittente chronique. D’apres (Golder et al. 2008).

Il a été montré que les especes réactives a I’oxygene (ROS) induisent la facilitation a long
terme phrénique (pFLT) (Macfarlane et al. 2014) alors que 1’inflammation I’inhibe (Vinit et al.
2011). Une étude in vivo réalisée sur des rats exposés pendant une semaine a de I’HIC, a montré
que les afférences des corps carotidiens déchargent a des PO; plus élevées que les contrdles
laissés en normoxie (Moya et al. 2016). Cette modification du seuil de sensibilit¢ des
chémorécepteurs témoigne de la plasticité des chémorécepteurs périphériques carotidiens en
réponse a de 'HIC (Bisgard and Neubauer 1995). Ainsi, la plasticité respiratoire peut étre la
résultante de changements rencontrés dans les sites neuroanatomiques centraux associés au
contrdle respiratoire ou aux changements au niveau des récepteurs sensoriels périphériques
(Mitchell and Stephen 2003). Suite a une chemodenervation du corps carotidien, le chemoréflexe
périphérique est atténué ou éliminé, par la suite, une récupération du réflexe au cours du temps
est ré-observé (Berger et al. 1973; Bianchi et al. 1995; Forster et al. 2000; Rodman et al. 2021). La
restauration d’une fonction suite a une dénervation manifeste 1’installation d’une plasticité

(Forster 2003).

2) Les protéines FosB/AFosB, marqueurs d’activité neuronale a long terme

En 2005, I’équipe de Malik a montré que I’exposition des souris a de I’hypoxie
intermittente pendant trois jours, induisait une augmentation de la fréquence respiratoire mesuré
en normoxie et une augmentation de la réponse ventilatoire (fréquence respiratoire et amplitude

des mouvements) a I’hypoxie aigu€. Ces modifications des paramétres ventilatoires n’ont pas
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été retrouvés chez des souris mutantes pour le facteur FosB, suggérant I’implication de ce
facteur FosB dans la plasticité des neurones respiratoire (Malik et al. 2005). La famille de
protéines Fos intervient dans la régulation de la prolifération, de la différenciation et de la
transformation cellulaire (Wagner and Eferl 2005). Les protéines Fos forment un hétérodimere
avec des protéines de la famille Jun (par exemple, c-Jun, JunD), afin de former le complexe de
facteurs de transcription AP-1. L épissage de I’ARN pré-messager codant pour la protéine Fos

permet d’obtenir différents variant tel que le c-Fos, le FosB, AFosB et le AAFosB (Figure 24).

FosB FH B|LZ PPP
1 338
1I_. 5|:7|:
AFosB
FH B|LZ
1 237

I.—‘

A2AFosB

79 237

Figure 24: Les isoformes de la protéine FosB. Des épissages alternatifs de cet ARNm permettent
d’obtenir des isoformes plus stable que FosB tel que le AFosB ou I’isoforme AAFosB. D’apres
(Sabatakos et al. 2008).

La demi-vie de la protéine c-Fos est trés courte dans la cellule, quelques heures aprées son
induction (Figure 25.A). En revanche, des stimulations répétées conduisent une accumulation
de FosB/AFosB dans la cellule du fait de 1'absence d'une répression de la transcription de son
ARNm mais également par I’arrét de la dégradation de ' ARNm (Blanchard et al.; Miiller 1986;
Nestler 2008) (Figure 25.B).
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Figure 25: Accumulation de AFosB au cours du temps. A. Suite a une stimulation, la protéine c-Fos
est rapidement produite jusqu’a atteindre un maximum aprés 2h, par la suite, cette protéine est
rapidement dégradée. B. Suite a des stimulations répétée, c-Fos va s’accumuler puis transloquer dans e
noyau ou il va former un hétérodimére avec la protéine Jun, ce facteur de transcription induit
I’expression de facteurs cibles tel que le AFosB par épissage alternatif. Ainsi, des stimulations répétées
conduisent a une accumulation de la protéine AFosB. D’aprés (Nestler 2008).

Par la suite, le facteur FosB/AFosB a été utilis¢ comme marqueur histologique d’activité

a long terme afin d’étudier le remodelage des neurones respiratoire (Wickstrom et al. 2002;

Cunningham et al. 2012; Bathina et al. 2013).

Pour conclure cette premicre partie, la ventilation est une activité motrice continue,
robuste, adaptable et plastique. Comme nous 1’avons vu, la rythmogénése respiratoire assure la
contraction des muscles respiratoires. Cet acte normalement inconscient, peut le devenir dans

certains cas comme lors d’un arrét volontaire de la ventilation ou lors de certaines pathologies.

- 66 -



Partie II : La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI)

Chapitre I : Geénéralités et Classification

La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) a été décrite pour la premiére fois en 1868 par
Flint qui a observé chez un patient une atteinte pulmonaire qu’il a qualifiée de "pneumonie
chronique" accompagnée d’un aspect bulbeux au bout des doigts (hippocratisme digital) (Flint

1868).

I. Description et épidémiologie de la fibrose pulmonaire idiopathique

1) Généralités

La fibrose pulmonaire idiopathique est une pathologie rare touchant le poumon distal.
Elle se définie comme étant une forme spécifique de pneumonie interstitielle diffuse (PID)
fibrosante chronique et progressive de cause inconnue limitée aux poumons. (International and
Consensus 2002). Elle a une incidence annuelle estimée a 5/100 000 habitants et est trés souvent
diagnostiquée chez les personnes agées de plus de 50 ans (Kohansal et al. 2009; Miravitlles et al.
2009; Petitpierre et al. 2014) par l'apparition d’une dyspnée d’effort progressive. La médiane de
survie des patients est de 2,5 a 4,5 ans aprés son diagnostic avec un profil évolutif variable
(Bjoraker et al. 1998; King et al. 2001). En effet, alors que la majorité des patients présente un
déclin lent de leur fonction respiratoire, certains restent stables ou, au contraire, s’aggravent
rapidement aboutissant a une insuffisance respiratoire fatale. Environ 10 % a 20 % des patients
avec une fibrose pulmonaire idiopathique développent des épisodes de détérioration brutale et

inexpliqués de la maladie, ou exacerbations aigués (EA), souvent mortelles (Collard et al. 2016).
2) Classification des Pneumopathies Interstitielles Diffuses (PID)

Les pneumopathies Interstitielles diffuses (PID) sont divisées en quatre grands groupes :

- Les pneumopathies d’origine connue (ou suite a une exposition a un facteur de risque
identifié)

- Les pneumopathies interstitielles idiopathiques

- Les pneumopathies granulomateuses : Sarcoidose

- Les autres (lymphangioléiomyomatose,  histiocytose @ a  cellules de

Langerhans/histiocytose X, etc...
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Les pneumopathies interstitielles idiopathiques sont caractérisées par une infiltration de
cellules inflammatoires au niveau du compartiment interstitiel avec une fibrose associé¢e dans
de nombreux cas. A ce jour, la classification retenue est celle élaborée en 2018 par I’ American
Thoracic Society et I’European Respiratory Society (ATS/ERS), qui ont classées les
pneumopathies interstitielles idiopathiques en sept formes selon leur des critéres cliniques ou

radiologiques (ATS and ERS 2002) :

- La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI)

- La pneumonie interstitielle non spécifique (PINS)

- La pneumopathie interstitielle respiratoire bronchiolite
- La pneumonie interstitielle desquamative

- La pneumonie interstitielle aigué

- La pneumonie organisatrice cryptogénique

- La pneumonie interstitielle lymphoide

Au sein des pneumopathies interstitielles diffuses, la FPI est la forme la plus grave et la
plus courante (Directors and Committie 2000; Mullier et al. 2013). Elle occupe une place trés
importante de par sa complexité physiopathologique, sa gravité, 1’absence de traitement

efficace et fait I’objet d’un grand nombre de recherches (Crestani 2010; Nalysnyk et al. 2012).

3) Diagnostic de la Fibrose Pulmonaire Idiopathique : un diagnostic

multidisciplinaire

L’American Thoracic Society (ATS) et I’European Respiratory Society (ERS), en
collaboration avec I'American College of Chest Physicians (ACCP), ont publié¢ en 2000 une
déclaration de consensus international sur le diagnostic de la maladie ainsi que sur sa prise en
charge (Directors and Committie 2000). Le diagnostic de la FPI se fait apres trois types
d’examens, un examen clinique, un examen radiologique puis un examen anatomo-

pathologique.

a. L’examen clinique
Les patients atteints de FPI ne présentent aucun symptdme durant de nombreuses années
jusqu’a développer des symptomes spécifiques a toutes les pneumopathies interstitielles
diffuses, ce qui retarde le diagnostic. Les patients se présentent en ayant une toux persistante

accompagnée d’un essoufflement & I’effort. A I’auscultation, des rales crépitants secs bilatéraux
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semblables au bruit du « velcro » sont entendus (Douglas et al. 2000; Raghu et al. 2011; Cottin et
al. 2014). Il est également observé un hippocratisme digital chez 40% des patients (King et al.
2001). Apres avoir exclu les causes connues des atteintes pulmonaires interstitielles, et lorsque
I’origine/la cause de la maladie reste indéterminée, le diagnostic de FPI peut étre envisagé et
un certain nombre d’examens complémentaires orientés sont alors proposés aux patients (Raghu

etal. 2011).

b. L’examen radiologique

La radiologie pulmonaire des patients atteints de FPI présente des anomalies, notamment
une opacité bilatérale diffuse, cependant, elle reste insuffisante pour poser le diagnostic. De ce
fait, une tomodensitométrie a haute résolution (TDM-HR) sans injection est réalisée. Dans une
grande majorité des cas, la TDM-HR montre un aspect pulmonaire caractéristique aux
pneumopathies interstitielles communes (PIC). Le schéma de 1’Usual Interstitial Pneumonia
(UIP), utilisé pour classifier la FPI comprend quatre caractéristiques primordiales (Raghu et al.
2011) : une prédominance sous-pleurale et basale d’opacités réticulées, une perte du volume
lobaire, des bronchectasies de traction et des structures en rayon de miel (Figure 26) (Raghu et
al. 2011; Mullier et al. 2013). Lorsque I’on observe sur tomodensitométrie des opacités présentant
des structures caractéristiques en rayon de miel (Figure 26.B) mais également des
bronchectasies par traction, le diagnostic de FPI peut étre posé (Cottin et al. 2014, 2017).
Cependant, si la FPI est précoce, les rayons de miel ne seront pas observés au scanner. De méme
si I’aspect tomodensitométrique présente la possibilit¢ d’une pneumopathie interstitielle
commune (PIC) sans pouvoir poser le diagnostic de la FPI avec certitude, un examen

anatomopathologique par biopsie pulmonaire est envisageé.
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Figure 26: Tomodensitométrie pulmonaire. A. Image d’une tomodensitométrie d’un patient ne
présentant une pneumopathie interstitielle commune (PIC) possible avec une opacité réticulaire de
prédominance basale et sous-pleurale, des bronchectasies par traction sans présenter de rayon de miel.
B. Image d’une tomodensitométrie d’un patient atteint de FPI, présentant des opacités réticulaires de
prédominance basale et sous-pleurale et un aspect en rayon de miel (fléches), des bronchectasies par
traction. D’apres (Cottin et al. 2014).

c. L’examen anatomo-pathologique

Le poumon d’un patient atteint de FPI présente une disposition hétérogene des zones de
Iésions alternant des zones cicatrisées et des zones saines (Figure 27.A). Cette hétérogénéité
spatiale est la conséquence d’une juxtaposition d’un tissu cicatrisé fréquemment retrouvé dans
des régions sous-pleurales et d’un tissu non cicatriciel (Myers and Katzenstein 1988; Cavazza et

al. 2010) (Figure 27.B).
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Figure 27: Histologie de la pneumopathie interstitielle. A. Photographie d’un poumon de patient
atteint de FPI color¢ a I’hématoxyline-€osine. La photographie montre une alternance de zone cicatrisée
et de zone saine. B. Photographie d’un poumon de patient atteint de FPI coloré au trichrome de Masson.
La photographie montre la présence de lobule en périphérie dans la région sous-pleurale (1) (fleches).
C. Photographie d’un poumon de patient atteint de FPI coloré au trichrome de Masson. La photographie
montre des rayons de miel (r) formés par des espaces aériens élargis bordés d’épithélium bronchiolaire
(e) souvent remplis de mucus (m) délimité par des zones cicatrisées denses. D. Photographie d’un
poumon de patient atteint de FPI coloré a 1’hématoxyline-éosine. La photographie montre des foyers
fibroblastiques (f) regroupant une prolifération de myofibroblastes immergés dans une matrice myxoide.
D’apres (Cavazza et al. 2010).

Au niveau histologique, 1’inflammation est également observable avec la présence de
macrophages, de neutrophiles, d'éosinophiles, de mastocytes et de lymphocytes (Gross and Gary
2001). Il a également été rapporté la présence d’une distorsion architecturale au niveau des
espaces aériens élargis bordés de bronchioles ressemblant a des rayons de miel remplis de
cellules muqueuses et inflammatoires (majoritairement des neutrophiles et des macrophages)
(Figure 27.C). De plus, on observe des foyers fibroblastiques (Figure 27.D) souvent localisés a
l'interface entre zones non-cicatrisées et zones cicatrisées. Il est a noter que certaines études

montrent que la présence de foyers fibroblastiques étendus peut-Etre associée a un mauvais

pronostic (Hanak et al. 2008).
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d. Examens complémentaires

Aprées avoir posé le diagnostic de la FPI, il est important d’évaluer le niveau d’atteinte de la
fonction respiratoire (Paramétre décrit dans la Partie I de !’introduction). L’analyse de la
capacité respiratoire est réalisée par une exploration fonctionnelle respiratoire (EFR). par
spirométrie, on observe chez les patients atteints de FPI une diminution de la capacité vitale
forcée (CVF) et du volume expiratoire maximal seconde (VEMS). Ensuite, une
pléthysmographie est réalisée afin de mesurer I’ensemble des volumes pulmonaires, y compris
le volume résiduel (VR). Cette approche permet de diagnostiquer un syndrome restrictif (cas
de la FPI) ou une distension thoracique (emphyséme). Puis la mesure de la qualité des échanges
gazeux, par mesure de la capacité de transfert du monoxyde de carbone inspiré, cette capacité
de diffusion pulmonaire du monoxyde de carbone (DLCO, méthode d’évaluation de la diffusion
alvéolo capillaire des gaz) est une mesure indispensable pour évaluer la sévérit¢ du
ralentissement fonctionnel pulmonaire (Tableau 2).Dans la FPI, la DLCO est diminuée suite au
remaniement de I’épithélium alvéolaire, témoignant de la diminution de la diffusion de 1’oxygéne des
alvéoles pulmonaires aux capillaires sanguins (Agusti et al. 1991). Parallélement a ces examens, le
taux d’oxygene dans le sang est également mesuré, les patients atteints de FPI présentent une
désaturation en O (Arizono et al. 2020). Le médecin peut également proposer un « test de marche
de 6 minutes » durant lequel la distance parcourue par le patient est retenue afin d’évaluer sa
capacité fonctionnelle avec mesure de la saturation en oxygeéne afin d’évaluer I’oxygénation
sanguine (Tableau 2). Ce test permet d’évaluer la capacité a D’effort, cette distance est

inversement proportionnelle au stade d’évolution de la fibrose (Raghu 2011) (Tableau 2).
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Examens Observations Références
Toux persistante (Cottin et al., 2014,
Clinique Dyspnée a I’effort Raghu ez al., 2011;

Rales crépitants

Douglas et al., 2000).

Radiologie pulmonaire

Opacité bilatérale diffuse

(Cottin et al. 2014)

Opacités réticulées

Perte du volume lobaire

(Raghu et al., 2011;

TDM-HR Bronchectasies de traction Mullier et al., 2013).
Rayon de miel
Alternance de zone saine/cicatrice
Espaces aériens élargis (Myers et al., 1988;
Anatomopathologie Rayon de mic?l C(;V;jji ;t :l[.. 2%)%;()))
Foyers fibroblastiques (Gross and Gary 2001)
Cellules inflammatoires
| Capacité vitale forcée (Matsuzawa ef al., 2015;
Explorations l VEMS . Daniil et al., 2008;
fonctionnelles de repos | Compliance pulmonaire Raghu, 2011)
| DLCO (Raghu 2011)
| Pa0, (Raghu 2011)
Test de marche de six | Distance parcourue
(Raghu 2011)

minutes

1 SpO; a I’exercice

Tableau 2 : Tableau récapitulatif des parameétres classiquement observés chez les patients atteints
de PFI. Tableau représentants les différents examens réalisés au cours des explorations fonctionnelle
respiratoires ainsi que les données observées chez les patients atteints de FPI. Abréviations : TDM-HR :

Tomodensitométrie a haute résolution; VEMS : Volume expiratoire maximal seconde; DLCO :
Capacité diffusion du monoxyde de carbone ; PaO, . Pression artérielle en Os.

e. Les exacerbations aigué€s rencontrées dans la fibrose pulmonaire idiopathique

i.  Généralités

Apres le diagnostic de la FPI, la plupart des patients présentent un déclin de leur fonction

pulmonaire relativement lent (lentement progressif), cependant, certains patients peuvent

présenter une détérioration rapide de leur état clinique (Figure 28).
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N Stable
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Progression lente

Progression de la maladie

Progression rapide

Temps

Figure 28: Profil d’évolution des patients atteints de fibrose pulmonaire idiopathique. Courbe 1 :
Profil évolutif stable de la fonction respiratoire. Courbe 2 : Détérioration lente de la fonction respiratoire.
Courbe 3 : Détérioration rapide de la fonction respiratoire. Les profils évolutifs peuvent rapidement étre
impactés suite a une exacerbation aigué¢ (éclair sur la figure) conduisant souvent au déceés. Adapté
d’apres (Raghu et al. 2011).

La dégradation de la fonction pulmonaire des patients atteints de FPI est en général
progressive. Cependant, certains patients vont présenter un profil évolutif stable, d’autres vont
présenter un déclin lent et graduel de leur maladie et 10% rencontreront des épisodes de
détériorations clinique aigué accélérés, qualifiées d’exacerbation aigué, EA (Figure 28)
(Crestani 2010; Raghu et al. 2011). Ces EA sont définies sur le plan clinique comme étant des
altérations aigués de la fonction respiratoire de cause non identifiables et significativement
importantes. Elles semblent étre indépendantes de I’avancée de la fibrose pulmonaire (Kim et
al. 2006) et touchent chaque année 5% a 10% des patients atteints de FPI (Azuma et al. 2005;

King et al. 2008; Guiot et al. 2014) et pourraient étre influencées par différents facteurs

géographiques, ethniques, culturels, raciaux ou autre (Kim et al. 2006; Schwartz 2006).
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ii. Potentielles étiologies des exacerbations aigues

A ce jour, I’origine exacte de ces EA n’est pas clairement ¢élucidée (Swigris and Brown
2006; Bonetti and Nicod 2010). En 2007, 1’équipe de Collard propose différentes hypothéses pour
expliquer I’étiologie des exacerbations aigu€s de la FPI (Collard et al. 2007) qui surviendraient

suite a :

e Une pathologie rencontrée chez les patients, souvent associée a la survenue d’une la
pneumonie, d’une embolie pulmonaire, d’'un pneumothorax ou d’une insuffisance
cardiaque (Panos et al. 1990; Martinez et al. 2005).

e Une infection virale, en particulier le virus de I’Herpés (Tang et al. 2003; Raghu et al.
2011).

e Une aspiration du contenu gastrique en cas de reflux gastro-cesophagien (Lorraine 2000;
Raghu et al. 2006).

e Une variabilit¢ génétique pouvant altérer de la fonction des cellules épithéliales
alvéolaires, qui expliquerait la survenue des exacerbations chez une partie des patients

(Schwartz 2006).

iii. Diagnostic clinique des exacerbations aigues

Une exacerbation aigué est caractérisée par une détérioration nette de la fonction
respiratoire avec une aggravation de la dyspnée depuis plus de 30 jours, accompagnée de toux,
d’une augmentation des expectorations et/ou d’une fi¢vre persistante et de symptomes grippaux

(Akira 1967; Ambrosini et al. 2003; Rice et al. 2003; Parambil et al. 2005; Kim et al. 2006).
iv. Histologie/ moléculaire

Au scanner, les patients ayant eu une exacerbation aigué¢ (EA) présentent de nouvelles
opacités bilatérales thoracique surajoutées a celles préalablement observées (Kondoh et al. 1993;
Avdeev 2018). Les analyses de biopsie pulmonaire chirurgicale montrent la présence de 1ésions
alvéolaires diffuses ainsi que des foyers fibroblastiques étendus (Figure 29) (Akira 1967; Kondoh
et al. 1993; Churg et al. 2007).
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Figure 29: Biopsie pulmonaire d’un poumon de patient FPI suite & une exacerbation aigiie. A.
Coupe pulmonaire d’un patient atteint de FPI colorée a I'hématoxyline et a I'éosine (grossissement x20).
B. Photographie de la méme coupe pulmonaire montrant une autre zone présentant des lésions
alvéolaires diffuses caractérisée par des membranes hyalines €osinophiles (fléches), caractéristiques de
la conséquence d’une EA (grossissement x40). D’apres (Avdeev 2018).

De plus, on observe au cours d’une exacerbation aigué¢ une infiltration pulmonaire
importante par des lymphocytes T, B et des cellules dendritiques (Marchal-Sommé et al. 2007).
Au niveau moléculaire, 1’analyse du lavage broncho-alvéolaire (LBA) de ces patients montre
la présence d’une inflammation importante mise en évidence par la forte présence de cytokines
inflammatoires (comme la ST2, de I’interleukine-8 et de 1’a-défensine) (Mukae et al. 2002;
Collard et al. 2007) mais également d’une quantité importante de lymphocytes T activés et de

neutrophiles (Ambrosini et al. 2003; Kim et al. 2006).
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Chapitre I : Mécanismes physiopathologiques rencontrés dans la FPI

I. Physiopathologie de la fibrose pulmonaire idiopathique

De nombreuses recherches ont été réalisées afin de comprendre 1’origine et le
développement de la FPI. Durant plusieurs années, I’hypothése d’une agression inflammatoire
chronique, de cause inconnue était considérée comme facteur majeur dans le processus de
fibrogénése (Hamman and Rich 1944; Keogh and Crystal 1982; Noble and Homer 2005). Plusieurs
¢tudes cliniques ont alors proposé l'utilisation d’anti-inflammatoires comme traitement de la
FPI. Cependant, devant I’inefficacité¢ du traitement (Dempsey 2006) cette hypothése a été
rapidement écartée. L’observation de marqueurs de mort cellulaire a un stade précoce de la
maladie (Corrin et al. 1985; Myers and Katzenstein 1988) a permis de voir émerger une autre
théorie, prenant en considération les Iésions épithéliales chroniques et un processus de
réparation alvéolaire inefficace. Ainsi, la FPI serait considérée non pas comme la résultante
d’une inflammation mais plutét comme une cicatrisation aberrante de I’épithélium alvéolaire
(Crestani 2010; Petitpierre et al. 2014). De fait, I’hypothése pathogénique qui fait aujourd’hui
consensus pour expliquer le développement de cette pneumonie est que la FPI résulterait d’une
réparation aberrante de 1’épithélium alvéolaire suite a des épisodes d’agressions répétées des
cellules épithéliales qui la compose par des stimuli exogenes et endogenes d’origine inconnue

(Selman 2004).

1) Mécanisme de lésion réparation : Agression/réparation physiologique

L’¢épithélium alvéolaire est constamment soumis a diverses agressions environnementales
comme 1’exposition a la pollution, aux bactéries/virus inhalés, a la fumée de cigarette ou au
reflux gastro-cesophagien (dans le cas des patients présentant des RGO). Ces agressions vont
conduire a une perte de I’intégrité de la barri¢re épithéliale, pouvant entrainer une altération des
¢changes gazeux entre l'espace alvéolaire et les capillaires sanguins sous-jacents (Wang et al.
2006; King et al. 2011). Afin de limiter la fragilisation de la barriére épithéliale, un mécanisme
de réparation coordonnée entre les différents types cellulaires de I’espace intra-alvéolaire se
met en place. Un role est alors attribué¢ pour les CEA 1I, les fibroblastes sous-jacents et les

cellules immunitaires de I’espace intra-alvéolaire (Zeng et al. 2016) (Figure 30).
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Figure 30: Mécanismes de réparation de 1'épithélium alvéolaire en condition physiologique. A.
Suite a des micros agressions de 1’épithélium alvéolaire, les cellules épithéliales alvéolaires de type 1
(CEA 1) sont rapidement dégradées mettant a nu la lame basale. La réparation de cette derniére est
favorisée par le dialogue entre les CEA et les fibroblastes résidant dans le poumon, par I’intermédiaire
de diverses cytokines et facteurs de croissance. Parallélement, les cellules inflammatoires sont recrutées
afin d’assurer la clairance alvéolaire. B. Par la suite, les cellules mésenchymateuses qui sont les
fibroblastes se différentient en myofibroblastes. Ces dernieres sont des cellules contractiles partageant
des caractéristiques de cellules mésenchymateuses et musculaires lisses. Elles secrétent des protéines de
la matrice extracellulaire qui forment une matrice provisoire, nécessaire a la réparation. C. Les CEA I
se différencie en CEA I. La sécrétion de collagéne stabilise la matrice contractée entourant les
myofibroblastes. Une fois D’épithélium alvéolaire restauré, les myofibroblastes disparaissent
progressivement probablement par un phénoméne d’apoptose et la MEC provisoire est dégradée

Lors de I’agression, les cellules les plus fragiles, les CEA I, vont étre détruites par
apoptose ou desquamer entrainant une mise a nue de la matrice alvéolo-capillaire. Cette mise a
nue va conduire a I’activation de différents types cellulaires qui vont s’accorder pour stimuler
la prolifération des CEA II et favoriser leur différenciation en CEA I afin de régénérer
I’épithélium alvéolaire (Paris et al. 2016). Les CEA 1I vont alors jouer un role primordial dans le
processus de réparation (Evans et al. 1975; Barkauskas et al. 2013) ce qui leur confere un rdle de

cellules progénitrices de 1’épithélium alvéolaire (Figure 30).
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Dans un premier temps, les cellules inflammatoires, principalement des macrophages ou
des neutrophiles vont arriver sur le site 1ésé afin d’assurer la clairance alvéolaire et contribuer
au dialogue entre les cellules de ’espace alvéolaire pour régénérer I’épithélium 1ésé. Les
macrophages vont avoir pour fonction primaire d’éliminer les corps étrangers par un processus
de phagocytose (Zhang et al. 2000) et les polynucléaires neutrophiles par I’intermédiaires de
diverses cytokines (Futosi et al. 2013; Mayadas et al. 2014) vont contribuer a la stimulation de la
prolifération des CEA II (Paris et al. 2016) (Figure 30.A). La mise a nue de la membrane basale
va stimuler I’activation des cellules mésenchymateuses sous-jacentes, qui vont sécréter de
nombreux facteurs de croissances tels que le facteur de croissance des kératinocytes (KGF) et
le facteur de croissance hépatocyte (HGF) (Panos et al. 1993; King et al. 2011) nécessaires a la
prolifération des CEA II. Les fibroblastes vont également sécréter du TGF-3 et du collageéne de
type I et II, des protéoglycanes et de la fibronectine (Bradley et al.; Rannels et al. 1987) afin de
générer une matrice provisoire pour la migration des CEA 1II et la ré-épithélialisation (Epa ct al.
2015) (Figure 30.B). Les CEA II vont s’associer a ce support matriciel par 1’intermédiaire
d’intégrines situées au niveau basolatéral. En paralléle, les fibroblastes sont recrutés sur le lieu
de 1ésion pour recouvrir la membrane basale jusqu’a la régénération de cette derniere (Blirando
2021). Les CEA 1I ainsi activées vont a leur tour sécréter différents facteurs favorisant le
recrutement local d’un nombre plus important de cellules inflammatoires (majoritairement les
polynucléaires neutrophiles et les macrophages) (Thorley et al. 2007; Glasser et al. 2009) mais
¢galement de fibroblastes (Figure 30.C). Le recrutement des neutrophiles et des fibroblastes va
permettre la digestion de la MEC via la sécrétion des métalloprotéines matricielle (MMP). Cette
digestion de la MEC, combinée a une polymérisation active de la fibronectine (Hérard et al.
1996) vont faciliter la migration des CEA II et permettre le remodelage de la matrice
nouvellement synthétisée. Par la suite, les CEA II perdent leur inclusion lamellaire, puis
prennent une forme aplatie et allongée afin d’acquérir les caractéristiques des CEA I (Evans et
al. 1975; Barkauskas et al. 2013; Confalonieri et al. 2017) et régénérer un épithélium alvéolaire
fonctionnel (Coraux et al. 2005). Enfin, les CEA 1II et les fibroblastes activés vont secrétés
diverses molécules telles que les protéines du surfactant, des MMP, la prostaglandine E2
(PGE2) ou le plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1/serpin 1) afin de limiter la prolifération
des fibroblastes mais également leur différenciation en myofibroblastes (Adamson and Prieditis
1998; Moore et al. 2003). Une fois le processus de réparation achevé, les myofibroblastes
disparaissent progressivement probablement par un phénomene d’apoptose (Selman and Pardo

2002) (Figure 30.C).
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2) Mécanisme de lésion puis réparation dans le cas de la Fibrose Pulmonaire

Idiopathique

La fibrogénése résulte d’un déséquilibre entre les facteurs qui favorisent la biosynthése
et 'accumulation des composants de la MEC, et ceux qui désactivent ou éliminent les cellules
effectrices et I'excés de MEC. Au niveau pulmonaire, ce déséquilibre conduit a une mauvaise
cicatrisation favorisant une altération de I’architecture tissulaire. L’hypothése retenue
concernant la physiopathologie de la FPI est centrée sur un déréglement du dialogue entre les
CEA (CEA II) et les cellules de I’espace alvéolaire suite a des agressions répétées de
I’épithélium alvéolaire (Figure 31.A) avec dénudation réguliére de celle-ci et I’hyperactivation

des mécanismes de défense (Faner et al. 2012; Tanjore et al. 2012) (Figure 31.B).
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Figure 31: Mécanismes physiopathologies rencontrés dans la FPI. A. Des agressions répétées au
niveau de 1’épithélium alvéolaire tel que les virus, ’exposition a de la fumée de cigarette, RGO,
etc...sont rencontrées. B. Ces agressions conduisent a la mort des CEA I et II. Cette mise a nue de la

membrane basale génére une perméabilité vasculaire aux protéines (comme le fibrinogene, la
fibronectine) favorisant la formation d’une nouvelle matrice provisoire. C. Dans la FPI, il est observé
une activation aberrante des CEA II, plusieurs facteurs participent a la réponse proliférative.
Parallelement, des enzymes, telles que les MMP1 et MMP7 contribuent a la migration des cellules
¢épithéliales. Au sein de ce microenvironnement, les cellules épithéliales sont anormalement activées et
produisent divers facteurs de croissance et chimiokines, induisant la migration des fibroblastes résidents
et des progéniteurs dérivés de la moelle osseuse des fibroblastes (fibrocytes) vers le site de 1ésion. D.
De plus, les fibroblastes sécretent et activent le TGF-B1 latent, ce qui favorise la transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM) et la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes. Conduisant a la
persistance des fibroblastes. E et F. Il en suit une production accrue de MEC par accumulation de
collagéne synthétisé¢ par les fibroblastes activés et les PII ayant subi une TEM conduisant a un
remodelage pulmonaire. Adaptée d’apres (King et al. 2011).

Les cellules inflammatoires, telles que les macrophages, recrutés pour €liminer les débris
cellulaires aprés agression vont progressivement changer de phénotype associé a la phase de
réparation, de cicatrisation des lésions et secréter des médiateurs pro-fibrotiques. De méme, les
neutrophiles vont sécréter la neutrophile ¢lastase (NE), favorisant la prolifération des
fibroblastes ainsi que leur différenciation en fibroblastes activés (Gregory et al. 2015). Les
cellules épithéliales alvéolaires perdent leurs caractéristiques, une partie peut mourir par
apoptose (Uhal et al. 1998; Maeyama et al. 2001; Plataki et al. 2005) une autre partie acquérir un

phénotype mésenchymateux (Willis et al. 2005) par le biais de la Transition Epithélio-
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M¢ésenchymateuse (TEM), et enfin une derniére partie peut entrer dans un processus de
senescence (Minagawa et al. 2011). Ces cellules sénescentes vont présenter un sécrétome
particulier, mélant cytokines pro-inflammatoires, facteurs de croissance et de prolifération tels
que le facteur de croissance dérivé des plaquettes (Platelet-Derived Growth Factor, PDGF) et
le facteur de croissance transformant beta (Transforming Growth Factor, TGF-p),
métalloprotéinases matricielles (MMP), et collagéne ou autre constituants de la matrice
extracellulaire (Figure 31.C) (Willis et al. 2005). Cette hypersécrétion de médiateurs pro-
fibrosants va limiter I’apoptose (Uhal 2008) ou I’autophagie des fibroblastes (Patel et al. 2012) et
au contraire stimuler leur différenciation en myofibroblastes sécrétant a leur tour de la matrice
extracellulaire (Kuhn etal. 1989; Selman and Pardo 2002) et amplifiant le phénomene pro-fibrosant
(Figure 31.D). On observe alors une perte globale du phénotype épithélial, au profit d’un
phénotype mésenchymateux avec une accumulation excessive de matrice extracellulaire et son
épaississement pouvant conduire a I’insuffisance respiratoire chronique (Crestani 2010)

d’évolution fatale (Jordana et al. 1994; FUMEAUX et al. 2003) (Figure 31.F).

Comme nous 1’avons évoqué précédemment, divers éveénements cellulaires ont été
identifiés dans le processus de fibrogénése, tels qu’une inflammation dérégulée, une perte du

phénotype épithélial, et une activation chronique des fibroblastes.
a. Dérégulation de la réponse inflammatoire

L'analyse histologique du tissu pulmonaire mais également les dosages réalisés dans le
lavage broncho-alvéolaire (LBA) des patients atteints de fibrose pulmonaire montrent la
présence d’un nombre élevé de cellules inflammatoires dans 1’espace alvéolaire (Reynolds et al.
1977, Adamson and Bowden 1984; Bowden et al. 1989). La présence de neutrophiles au niveau des
sites 1ésionnels est initialement corrélée au mécanisme de réparation (Hunninghake et al. 1981)
et au besoin de digestion de la matrice extracellulaire néoformée pour permettre la migration
des cellules épithéliales alvéolaires de type II (CEA 1I) via la sécrétion 1'élastase neutrophile
(NE) (Takemasa et al. 2012). Cependant la présence accrue de neutrophiles, la sécrétion de
I’¢lastase et d’oxydants pourrait avoir un role pro-fibrosant, favorisant les lésions de
I’épithélium alvéolaire (Brody et al. 1981) et la prolifération des fibroblastes ainsi que leur
différenciation en myofibroblastes et I’activation du TGF-3 (Gregory et al. 2015). Par ailleurs,
une corrélation entre le nombre de neutrophiles et la capacité vitale forcée (CVF) des patients
a été mise en évidence (Korthagen et al. 2010). Tout comme les neutrophiles, les macrophages

jouent un role central dans la réparation des tissus et dans le maintien de l'immunité. Les
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macrophages ont la capacité de répondre a différents médiateurs afin de se différencier et
présenter un phénotype M1 ou M2 (Gordon and Martinez 2010). Le phénotype M1 est acquis en
réponse a des médiateurs comme le lipopolysaccharide (LPS) et I'interféron gamma (IFN-y) et
produisent des cytokines pro-inflammatoires telles que le tumor necrosis factor alpha (TNF-a),
l'interleukine 1 (IL-1) et I'lL-6, maintenant ainsi l'inflammation tissulaire. Les macrophages
M2 sont activés "alternativement" aprés une exposition a IL-4, IL-10 et IL-13 et possedent des
propriétés anti-inflammatoires et pro-fibrotiques (Mills 2012). Dans une situation présentant une
inflammation chronique, les macrophages M1 se transforment lentement en un phénotype M2,
sécrétant des médiateurs tels que le TGF-p, le facteur de croissance des fibroblastes (FGF), le
facteur de croissance dérivé des plaquettes-o (PDGF-a), le facteur de croissance analogue a
l'insuline 1 (IGF1) et le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) (Duru et al. 2016)
qui favorisent la cicatrisation des lésions. Dans les poumons de patients atteints de FPI, on
observe une population de macrophages présentant un phénotype M2 contribuant a la synthése
du collagéne en augmentant le métabolisme de la L-arginine (Mills 2012) et a la fibrogénése
(Gordon and Martinez 2010; Wynn et al. 2013). Enfin, une quantité importante de cytokines IL-8
et granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) (Ashitani et al. 1999; Guiot et al. 2017) ont été
retrouvés dans les lavages broncho-alvéolaires des patients. Ces cytokines secrétées par les
cellules inflammatoires au niveau des sites lésionnels vont contribuer a I’altération des cellules
alvéolaires (Adamson and Prieditis 1998), au dépdt de collageéne (Vuorio et al. 1989; Mariani et al.
1996) et seraient en lien direct avec la survenue des exacerbations aigués. En effet, I’analyse du
lavage broncho-alvéolaire des patients atteints de FPI ayant eu une exacerbation aigué montre

une augmentation significative de la concentration en CCL18 (Schupp et al. 2015).
b. Perte du phénotype épithélial

Comme indiqué en amont, la perte du phénotype épithélial est globalement retrouvée dans
les biopsies des patients atteints de FPI et serait la résultante d’une apoptose massive, d’une
transition épithélio-mésenchymateuse, et d’une senescence accélérée, ayant pour conséquence

de bloquer la cellule épithéliale en phase G1 du cycle cellulaire.
c. L’apoptose

Dés 1997, Hagimato et son équipe ont mit en avant ['hypothése qu'une apoptose excessive
des cellules épithéliales alvéolaires est antérieur a 1’apparition de la fibrose (Hagimoto et al.

1997). L’apoptose est un processus de mort cellulaire programmée orchestré selon deux voies
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distinctes, la voie intrinséque et la voie extrinseéque, en réponse a des signaux intra ou
extracellulaires déclencheurs de mort, ou a I’absence de signaux de survie dans I’environnement
de la cellule. Son role est de dégrader de facon coordonnée selon trois étapes d’initiation, de
dégradation et d’exécution les différentes structures cellulaires (Figure 32). On observe alors la
formation de corps apoptotiques permettant une élimination des débris cellulaires, qui seront
ensuite ¢éliminés par les macrophages. La voie intrinséque, ou voie mitochondriale, est
déclenchée lorsque la mitochondrie est endommagée, et va libérer divers facteurs stimulant
I’activation des caspases. La libération des facteurs mitochondriaux est sous la dépendance
d’une famille de protéine contenant des régions d’homologie de séquences appelées « Bel2
homology ». Lors d’une apoptose induite par la voie mitochondriale, on observera une
répression des protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2 et une augmentation des protéines
pro-apoptotiques telles que Bax, Bak et Bid et I’activation des caspases effectrices 3 et 7 (Figure
32). La voie extrinséque quant a elle, provoque ’activation directe de la cascade des caspases
via un récepteur membranaire appartenant a la famille des récepteurs du TNF-a, tels que Fas.
Le ligand va se fixer sur son récepteur, activant les caspases intracellulaires et ’activation finale

des caspases effectrices 3 et 7 (Figure 32).
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Figure 32: Schéma représentants les voies intrinséque et extrinséque de l'apoptose. La voie
extrinséque (a droite) implique la liaison de ligands extracellulaires a des récepteurs membranaires
spécifiques, entrainant la formation d'un complexe conduisant au clivage et a I’activation de la
procaspase-8. La voie intrinséque (a gauche) est initiée par une la libération de composés par la
mitochondrie et favorisant la mort cellulaire. Les membres pro et anti-apoptotiques de la famille BCL-
2 a la surface des mitochondries controle la libération du cytochrome-c. Une fois libéré, le cytochrome-
¢ s'associe a Apaf-1 et a la procaspase-9 pour former l'apotosome, qui active alors la caspase-9. Les
voies extrinséques et intrinséques partagent un point final commun au niveau de l'activation de la
caspase-3. D’aprés (Loreto et al. 2014).

Les biopsies pulmonaires des patients atteints de FPI montrent une apoptose dans les
cellules épithéliales alvéolaires de type II (CEA II) (Barbas-Filho et al. 2001; Yoshida et al. 2002),
principalement dans I'épithélium couvrant les foyers de fibroblastes (Uhal et al. 1998) mais aussi
dans des régions du poumon présentant des structures alvéolaires d'apparence « saine » (Barbas-
Filho et al. 2001). L activation des deux voies intrinséque et extrinséque ont été rapportés dans
le poumon de patients attient de FPI. Ainsi, une augmentation de 1’expression des protéines

1Wafl et une diminution

pro-apoptotiques comme la protéine Bax, la caspase 3, la p53 et la p2
des protéines anti-apoptotiques comme la Bcl-2 a été également rapportée dans les CEA
proches des zones de fibrose (Plataki et al. 2005). Enfin, I’implication de I’apoptose dans la
fibrogénese a été mise en exergue dans un modele murin de fibrose pulmonaire induite par la
bléomycine. En effet, I’inhibition de I’apoptose des CEA atténue 1’étendue de la fibrose (Wang

et al. 2000).

-85-



d. La Transition Epithélio-Mésenchymateuse

La transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) se définit comme le processus au cours
duquel les cellules épithéliales perdent leur phénotype pour acquérir des propriétés propres aux
cellules mésenchymateuses. Les cellules épithéliales vont alors perdre leur polarité, le
cytosquelette va étre réorganis€¢ pour permettre la mobilité et I’invasion de la matrice
extracellulaire. Ce phénoméne peut étre complet ou hybride pour lequel les cellules expriment

a la fois les marqueurs épithéliaux et mésenchymateux (Figure 33).

Phénotype épithélial Phénotype intermédiaire Phénotype mésenchymateux
ANTRN (UGN JITRTUN JONERIY g — _S —> .
Cellul ] | ] $ ] ] f — e Phénotype
-eliules ) —— ) @ 1\ > ASB i mésenchymateux
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Marqueurs épithéliaux: Marqueurs mésenchymateux:
201 SIP1

?::Jacdlhérine Perte progressive des marqueurs épithéliaux FOXc2
au profit de marqueurs mésenchymateux

Figure 33: Représentation de 1'expressions des marqueurs épithéliaux et mésenchymateuses des
cellules au cours d'une Transition Epithélio Mésenchymateuse (TEM). La TEM implique une
transition des cellules épithéliales polarisée vers un phénotype mésenchymateux. Au cours de cette
transition, les cellules épithéliales perdent progressivement leur phénotype épithélial et acquérir un
phénotype mésenchymateux. Au cours de cette étape de transition, les cellules co-expriment des
marqueurs épithéliaux et mésenchymateux. ZO-1: Zona Occludens 1; MUC1: Mucin 1; SIP1: Survival
of motor neuron protein Interacting Protein 1; FOXC2: Forkhead box C2. D’aprés (Koen and Collier
2010).

La transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) est observée lors du processus de
réparation suite a une 1ésion. Elle prend donc fin lorsque la réparation tissulaire est effective,
lorsque I’on observe la cicatrisation et la régénération de 1’épithélium (Raghu Kalluri 2010).
L’acquisition des propriétés de mobilité pour les cellules épithéliales dépend de ’activation de
facteurs de transcription bien décrits (Figure 34). Parmi ceux-ci, on retrouve les facteurs
SNAIL1, SNAIL2, ZEBI et Twist impliqués dans I’inhibition du marqueur épithélial E-
cadhérine (Mittal 2018) et des marqueurs de jonction ZO-1 (Tkenouchi et al. 2003) et Cx43 (Lim
etal. 2009). Cette inhibition va permettre de déclencher le processus de migration. Les facteurs

Twistl et ZEB1 vont plutot étre impliqués dans I’acquisition des fonctions de motricité en

induisant I’expression de la vimentine et de I’a-SMA (Kim et al. 1997).
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Figure 34: Régulations des facteurs majeurs impliqués dans la Transition Epithélio-
Mésenchymateuse. La TEM est ordonnée par les facteurs SNAIL, zinc-finger E-box-binding (ZEB) et
basic helix-loop-helix (bHLH) qui répriment les génes marqueurs épithéliaux et activent les génes
associés au phénotype mésenchymateux. A. La glycogeéne synthase kinase-3p (GSK3p) ou par la p21
(PAK1) phosphoryle (P) SNAIL1 au niveau de deux motifs. B. TWIST est phosphorylé par la MAPK
p38, la JUN N-terminal kinase (JNK) et I'ERK, ce qui le protege de la dégradation, par la suite, il est
transloqué dans le noyau pour induire ses geénes cibles. C. ZEB2 est sumoylé (Sumo) par le complexe
répressif Polycomb 2 (PRC2) et ensuite exporté du noyau, ce qui réduit son activité en tant que facteur
de transcription. D’aprés (Lamouille et al. 2014).

L’induction de la TEM fait intervenir deux grandes voies de signalisation. La voie Wnt
et la voie TGFB-1. La voie Wnt conduit a la stabilisation de la B-caténine, ayant pour fonction
d’activer les facteurs de transcription SNAIL, Twist et ZEB, et induire les modifications
phénotypiques de transition mésenchymateuse. La voie du TGF-f est sollicitée pour induire les
propriétés migratoires des cellules épithéliales et participer a la production de collagéne (Wendt
et al. 2009). Deux voies du TGF-f3 sont décrites dans le processus de TEM : la voie canonique
dépendante de la fixation du TGF-f a son récepteur TPR-I et TBR-II, et conduisant a
I’activation de la voie de signalisation impliquant les SMADS et la voie non canonique ne

faisant pas intervenir les SMADS (Figure 35). Ces voies ont pour conséquence, I’induction de

la transcription des facteurs pro-fibrosants tels que la fibronectine et le collagéne de type 1.
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Figure 35: implication de la voie du TGF-f dans la TEM. La TEM peut étre initiée par la voie du
TGF-B. La fixation du TGF- sur son récepteur membranaire TR-II abouti au recrutement du TPR-I
dans le domaine de GS. Les phosphorylates activés de TPR-I signalent les transducteurs SMAD?2 et
SMAD3, et forment un complexe avec le SMAD4. Ce complexe transloque dans le noyau afin de réguler
I’expression de ses genes cibles. D’apres (Wendt et al. 2009).

Il existe un pool de progéniteurs des CEA II « souches » résidant au sein des foyers de
fibroblastes. Lors d’une 1ésion de 1’épithélium alvéolaire, il est observé une sécrétion de la

protéine Wnt permettant la prolifération et I’expansion de ce pool de progénitures (Leach and

Morrisey 2018; Nabhan et al. 2018).

Des études in vitro montrent que la TEM dans les CEA II humaines peut étre initiée par
le TGF-B (Kasai et al. 2005). I1 a ét¢ montré que 1’exposition des CEA de rat a du TGF-1
entraine une transition de leur phénotype ¢épithélial vers un phénotype de type
myofibroblastique. En effet, l'expression des marqueurs mésenchymateux (a-SMA, le
collagéne de type I, la desmine et la vimentine) a significativement augmenté¢ dans les
monocouches de CEA II traitées au TGF-1, avec une réduction de I'expression des marqueurs
épithéliaux (cytokératines, Zonula occludens-1 (ZO-1) et Aquaporine (AQPS5)) et l'acquisition
d'un aspect de type myofibroblastique (Willis et al. 2005). Lorsque les CEA sont exposés de
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fagon chronique au TGF-B1, elles expriment des marqueurs mesenchymateux et des facteurs
de transcriptions pro-TEM suggerant leur contribution au pool de cellules mésenchymateuse
retrouvés dans la FPI (Willis et al. 2005), bien que ce concept soit tres discuté. En effet, alors que
des cellules co-exprimant des marqueurs épithéliaux et mésenchymateux ont été retrouvé chez
les patients (Marmai etal. 2011; Rock etal. 2011), des expériences de « lineage tracing » montrent
que seulement une faible proportion de cellules épithéliales expriment des marqueurs

mésenchymateux chez la souris (Marmai et al. 2011; Rock et al. 2011).
e. Lasénescence

Le vieillissement cellulaire ou sénescence correspond a un état d’arrét irréversible ou
réversible de la croissance des cellules et représente un programme de protection de I’organisme
contre la prolifération anormale des cellules. En inhibant la prolifération des cellules qui ont
des 1¢ésions sur I’ADN, la sénescence joue un role essentiel dans la réparation tissulaire et la
suppression des tumeurs. La cellule sénescente reste métaboliquement active et est entierement
reprogrammeée. On note ainsi de profondes modifications cytomorphologiques comme une
augmentation de la taille, un étalement de la cellule, un aplatissement cellulaire, une
vacuolisation du cytoplasme, et une augmentation du volume nucléaire ainsi que des altérations
de I’architecture chromatinienne. Son métabolisme énergétique se modifie, on observe un stress
du réticulum endoplasmique (RE) et une augmentation de son activité autophagique. La cellule
sénescente devient résistante a 1’apoptose et présente des modifications épigénétiques
complexes. Au niveau moléculaire, 1’activation du programme de sénescence se traduit par une
augmentation de I’expression des protéines p53, p27KIP!, p16™kda p2 JWAFL h vyH,AX (Noren

Hooten and Evans 2017; Dodig et al. 2019) et de ’arrét du cycle cellulaire (Figure 36).
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Figure 36: Les marqueurs associés a la senescence. La senescence cellulaire peut-étre initiée par de
nombreux facteurs comme un stress oxydatif, une altération génétique, un stress a ’ADN ou les
dommages aux téloméres. Les cellules sénescentes exprimentles marqueurs du cycle cellulaire p16 ™44,
la p21<™!, 1a p275™! ou la p53 associés a I’arret de prolifération. D’aprés (Calcinotto et al. 2019).

On observe également une augmentation de I’expression de 1’activité B-galactosidase
lysosomiale (SA-B-Gal). De plus, les cellules sénescentes expriment un transcriptome, un
protéome et surtout un sécrétome particulier appelé SASP (phénotype sécrétoire associé a la
sénescence) (Campisi and D’Adda Di Fagagna 2007) favorisant le recrutement des cellules
immunitaires pour éliminer les cellules sénescentes et permettre aux cellules progénitrices de
régénérer les tissus endommagés. La composition de ce SASP est dynamique et dépend du
facteur inducteur de sénescence et de 1’origine cellulaire. Il est constitué de molécules
biologiquement actives et va modifier le microenvironnement des cellules sénescentes (Alvarez
et al. 2017; Schafer et al. 2017). Dans le cas d’un déréglement de la réparation, les cellules
sénescentes ne sont pas €liminées, et continuent de sécréter le SASP afin de favoriser un retour
a ’homéostasie tissulaire (Mufioz-Espin and Serrano 2014). Le SASP pourrait ainsi propager et
amplifier les signaux de sénescence (Figure 36) contribuant ainsi a 1’inflammation persistante
et I’induction des modifications phénotypiques pro-fibrosantes des fibroblastes et des
macrophages (Liu and Liu 2020). De maniere intéressante, des anomalies de la longueur des

télomeres ont été décrites chez les patients atteints de FPI. Le rétrécissement de la longueur des
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télomeres n’est possible que jusqu’a atteindre un certain seuil, au-dela, un mécanisme de
réponse aux dommages a I’ADN est initié en arrétant le cycle cellulaire, soit la mise en
senescence puis I’apoptose de la cellule. Une étude publiée en 2009 montre que les CEA des
patients atteints de FPI présentent des télomeres plus courts que les CEA des patients controles
(Borie and Crestani 2009; Armanios 2012). Une origine génétique présentant une mutation de
I’enzyme clé intervenant dans I’allongement des télomeres (la télomérase) a été retrouvé chez
10% des patients FPI (Armanios et al. 2007). Surajouté a ces études, il a montré que 20% des
patients atteints de dyskératose congénitale qui est une maladie due a des mutations de la
télomérase développent une fibrose pulmonaire (Sato et al. 1994). De plus, les marqueurs de
sénescence ont été retrouvés exprimés dans les CEA des patients FPI (Disayabutr et al. 2016)
comme la pl6™K4 p2 IWAFL ' h53 et T'activité B-galactosidase (SA-Bgal) (Minagawa et al. 2011;
Disayabutr et al. 2016; Schafer et al. 2017). Le SASP des CEA II sénescentes rencontré dans la
FPI peut induire la différenciation des fibroblastes pulmonaires en myofibroblastes conduisant
a des dépdts excessives de collagénes (Minagawa et al. 2011; Waters 2018). Il a été montré que
I’inhibition de la senescence des CEA 1I par des médicaments sénolytiques tels que le dasatinib
et le quercitin conduit & une diminution de I’expression des marqueurs pro-fibrotiques et atténue

la sécrétion des médiateurs contenus dans le SASP (Lehmann et al. 2017).

v. Hyperactivation des fibroblastes

Le role des fibroblastes dans la physiopathologie de la FPI a été largement documenté,
notamment via 1’observation de foyer fibroblastiques qui est une des caractéristiques
histologiques majeure de cette pathologie. La présence de ces foyers est la conséquence d’une
hyperactivation et une dérégulation de leur prolifération (Chilosi et al. 2006). La dérégulation de
leur prolifération résulterait d’un déréglement de balance prolifération/mort cellulaire avec une
résistance a ’apoptose et une autophagie limitée (Hanson et al. 2019). En effet, la présence de fortes
concentrations de TGFP (Patel et al. 2012), ou la suppression de la protéine régulatrice PTEN
favoriserait I’activation de la prolifération par I’activation constante de la voie de signalisation PI3K-
Akt (Xia et al. 2010; Nho et al. 2011) . Un des facteurs pouvant favoriser 1’hyperactivation des
fibroblastes serait leur état de sénescence chronique, et le sécrétome (SASP) qu’ils produisent
¢galement de facon dérégulée. De nombreuses études ont rapportés une augmentation de la
p21WAF! et de SA-Bgal dans les fibroblastes de patients FPI (Minagawa et al. 2011; Alvarez et al.
2017), ce processus serait nécessaire pour permettre une réparation harmonieuse de 1’épithélium
1ésé (Waters 2018). En effet, la sénescence des fibroblastes interviendrait pour limiter

I’accumulation de tissu fibrotique et faciliter la résorption de la fibrose (Krizhanovsky et al. 2008).
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Cependant, d’autres études montrent un effet néfaste des fibroblastes sénescents. Ces cellules
sénescentes secrctent dans leur SASP de nombreux médiateurs telles que des cytokines pro-
inflammatoires, des facteurs de croissance (Campisi 2013) et des ROS (Passos et al. 2010)
favorisant I’hyperactivation des CEA (Leigh 2000; Krtolica et al. 2001), mais également des
enzymes telles que la collagénase ou 1’¢lastase limitant la réparation d’une blessure (Mendez et
al. 1998) dégradant ainsi en continue la MEC, et empéchant migration d’autres cellules vers le
site 1és¢ (Harding et al. 2005). Surajouté a ceci, le SASP, secrété pour favoriser le recrutement
des cellules inflammatoires au site de 1ésion et éliminer les cellules 1ésées pourrait d’une part
contribuer a I’emballement de la réponse inflammatoire et I’orientation des macrophages vers
un phénotype fibrosant et d’autre part favoriser la transformation des CEA et fibrocytes

avoisinants en cellules mésenchymateuses (Crystal et al. 2002).

3) Stress oxydant, Stress du réticulum endoplasmique et hypoxie : un role
crucial dans la fibrogénese

a. Le stress oxydatif dans la FPI

Les especes réactives de I’oxygeéne (ROS), dont ’anion superoxyde (O2") et le peroxyde
d'hydrogeéne (H20>), jouent un role central dans la défense de 1'hote en €liminant les micro-
organismes dans les cellules phagocytaires (Van Der Goes et al. 1998; Nanduri et al. 2008). De
plus, ces ROS jouent un réle physiologique important, ils peuvent intervenir dans les
signalisations nécessaires a la prolifération, la migration ou la différenciation cellulaire (Kliment
and Oury 2010; Cheresh et al. 2013). Cependant, les quantités excessives de ROS sont toxiques
pour les cellules qui les produisent (Kliment and Oury 2010). C’est pourquoi la production non
régulée de ROS va conduire a un déséquilibre entre les oxydants et les antioxydants, entrainant

un stress oxydatif (Kliment and Oury 2010) (Figure 37).
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Figure 37: Balance pro-oxydants et anti-oxydants. Les espéces réactives de 1’oxygene peuvent avoir
différentes origines, endogéne ou exogeéne. Un équilibre entre oxydants et anti-oxydants doit-Etre
maintenu. En cas de déséquilibre, une accumulation de ROS conduit a un stress oxydatif pouvant avoir
des répercussions sur I’ADN (cassures des brins), des protéines (protéines carbonylées, oxydées), et des
lipides (peroxydation).

De nombreuses études démontrent I’implication d’un déréglement de la balance
oxydant/anti-oxydants dans le processus de vieillissement cellulaire (Orr and Sohal 1994; Giorgi
et al. 2018) suite & une accumulation des dommages oxydatifs au niveau des lipides, de I’ADN
et des protéines oxydées par les ROS (Beckman and Ames 1998). Des études réalisées in vivo
dans des modeles murins délétés en superoxyde dismutase SOD, ont montré une inflammation
majeure et une exacerbation de la fibrose pulmonaire induite par instillation intranasale de
bléomycine (Adamson and Bowden 1984; Bowden et al. 1989; Chihiro Yamazaki, Jiro Hoshino,
Yusuke Hori, Tomoko Sekiguchi, Satoshi Miyauchi and Tokyo 1997; Fattman et al. 2003; Manoury et
al. 2005). En effet, les ROS peuvent réguler la réponse inflammatoire via 1’activation de NFxB
et de la protéine activatrice 1 (AP-1) (MacNee and Rahman 1995; Shukla et al. 2003). Il a été
montré que parmi les geénes cibles de ces facteurs, sont présents les génes codants pour les
cytokines pro-inflammatoires, les facteurs de croissances et les signaux apoptotiques (MacNee
and Rahman 1995) mais également dans 1’activation des génes responsables de la synthese de
collagéne et autres composants de la matrice extracellulaire (Bitzer et al. 2000; Arany et al. 2006;

Kliment and Oury 2010).

Un étude réalisée in vitro sur des fibroblastes humains montre que I’H>O; peut stimuler

leur prolifération (Murrell et al. 1990). D’autres expériences réalisées sur des CEA en culture
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montre que ’H20> peut conduire a la mort de ces cellules (Waghray et al. 2005). Ces résultats

suggerent I’implication des ROS dans la régulation de la fibrogénése et de I’inflammation.

b. Le stress du RE dans la FPI

Les observations de fibroblastes de poulet par microscopie électronique ont permis
d’identifier le RE (Porter Keith et al. 1944; Palade et al. 1954). Cet organite prends une place
importante au sein du cytoplasme cellulaire et constitue un réseau trés large de tubules allongés
et de disques aplatis (Palade ct al. 1954). Deux types de RE ont été décrit, le RE rugueux (RER)
ou granuleux (REG) qui est recouvert de ribosomes et qui joue un role dans la synthése de
protéines et le RE lisse (REL) qui n’est pas associé aux ribosomes et joue un role plutdt dans le
métabolisme lipidique (Cooper 2000). Le RE assure différents roles importants pour le
fonctionnement de la cellule. Il intervient dans le maintien de I’homéostasie calcique (Ca")
(Berridge 2002), dans la synthese et le stockage des lipides (Cooper 2000) et notamment un rdle
trés important dans la synthese, le bon repliement, la maturation et les modifications post-
traductionnelles des protéines sécrétées et transmembranaires (Palade 1975; Cooper 2000;
Schwarz and Blower 2016). Toute modification conduisant a une altération des fonctions du RE

est appelé stress du RE.

Le stress du RE est caractérisé par I’accumulation de protéines mal repliées et conduit a
I’activation d’une réponse adaptative, la réponse UPR (Unfolded Protein Response) (Figure
38). La réponse UPR a pour but de restaurer I’homéostasie du RE, en diminuant la biosynthese
générale des protéines, et en augmentant la synthése des protéines chaperonnes et des protéines
impliquées dans les systemes de dégradation (ERAD, endoplasmic-reticulum-associated
protein degradation) (Schroder and Kaufman 2005; Szegezdi et al. 2006). Lors d’un stress au niveau
du RE, les trois effecteurs membranaires PERK (pancreatic ER kinase (PKR)-like ER kinase),
ATF6 (activating transcription factor 6) et IRE-1 (inositol-requiring enzyme 1) (Figure 38),
vont étre activés et transduire le signal aboutissant au désengorgement du RE. L’activation des
trois effecteurs va étre déclenchée par le déplacement de la protéine chaperonne GRP78/Bip
(Glucose-regulated protein 78) depuis ces effecteurs vers les protéines mal repliées. Ainsi
PERK activé va phosphoryler le facteur elF2a (eukaryotic initiation factor) qui a son tour va
pouvoir bloquer la traduction de nouvelles protéines (Prostko et al. 1993) et également activer le
facteur de transcription ATF4 (Activating transcription factor 4) (Harding et al. 2000) (Figure
38). ATF4 va étre transloqué dans le noyau et induire la transcription de génes cibles impliqués

notamment dans la réponse anti-oxydants. Cette voie peut également favoriser 1’apoptose
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cellulaire en induisant le facteur de transcription pro-apoptotique CHOP (C/EBP Homologous
Protein). (Figure 38). ATF6 se dirige vers I’appareil de Golgi (Chen et al. 2002) ou il subit un
clivage protéolytique libérant sa forme active ATF6N (Haze et al. 1999) (Figure 38). ATFON se
transloque dans le noyau et va pouvoir induire 1’expression notamment des protéines
chaperonnes (GRP78, GRP94) et les protéines du complexe de dégradation li¢ au RE (ERAD,
endoplasmic-reticulum-associated protein degradation) (Hasnain et al. 2016) (Figure 38). IRE-1
activé induit un épissage de I’ARNm du facteur de transcription XBP1 (Calfon et al. 2002)
(Figure 38) libérant sa forme active sXBP (spliced XBP1)(Calfon et al. 2002). sXBP1 se
transloque dans le noyau et induit les mémes geénes cibles que ATFON (Yoshida et al. 2003)

(Figure 38).
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Figure 38: Voies de signalisations activées en réponse a des protéines mal repliées ayant conduit a
un stress du RE. L’accumulation de protéine mal repliées conduit a un stress du RE initiant ainsi la
voie UPR. Par la suite, la chaperonne GRP78 se dissocie des trois effecteurs transmembranaires au RE,
PERK, IRE1la et ATF6 déclenchant ainsi leur voie de signalisation en aval afin de rétablir la protéostase
et favoriser la survie cellulaire. La voie de signalisation médiée par PERK induit une phosphorylation
du facteur elF2a, ceci inhibe la traduction pour réduire la charge protéique sur le RE, tout en augmentant
l'expression du facteur de transcription ATF4 induisant de nouvelle chaperonnes. La voie de
signalisation médiée par IRE1 induit I'épissage de XBP1 entrainant l'activation facteur de transcription
XBP1s. Parallélement, IRE1a va également recruter des kinases impliquées dans I'inflammation médi¢e
par NFkB ou l'apoptose médiée par INK. L'ATF6 (p90) est clivé au niveau de 1’appareil de Golgi par
les protéases S1P et S2P, libérant ainsi le facteur de transcription cytosolique ATF6 (p50). D’aprés
(Lebeaupin et al. 2018).

Le stress du RE est impliqué dans de nombreuses pathologies telles que la maladie
d’Alzheimer, I’athérosclérose, les diabétes de types 1 et 2, ou encore la FPI (Korfei et al. 2008).
La découverte de I’accumulation de la protéine mutée SFTPC au niveau du RE dans les cellules
épithéliales des patients atteints de FPI a permis d’identifier pour la premicre fois la présence
de des marqueurs de I’'UPR tels que ATF-4, ATF-6 et CHOP dans les formes familiales et
sporadique de la maladie (Lawson et al. 2008) (Lawson et al. 2008; Zhong et al. 2011). Ainsi, par
la suite, des études réalisées sur des biopsies pulmonaires des patients atteints de FPI ont montré

la présence de ces mémes marqueurs indépendamment de la présence de mutations génétiques
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(Korfei et al. 2008). De maniére intéressante, plusieurs €tudes ont rapporté¢ un lien entre la
présence de marqueurs du stress du RE et 1’apoptose des CEAs (Lawson et al. 2011). In vitro, il
a été démontré que 1’induction d’un stress du RE par la tunicamycine conduit a une apoptose
des CEA II, médiée en partie par les caspases 3 et 12 (Lawson et al., 2008; Markart et al., 2007,
Mulugeta et al., 2007, Lawson et al., 2011)). Par la suite, I’implication majeure du facteur de
transcription CHOP, induite en réponse au stress du RE a été soulignée. Ainsi 1’équipe de
Ayaub a montré une mortalité et une fibrose induite par la bléomycine plus importante chez les

souris déficientes pour CHOP comparées a leur contrdle (Ayaub et al. 2016).

Le stress du RE peur également induire la TEM des CEA II favorisant le processus de
fibrogénese. En effet, I’induction d’un stress du RE par I'administration de tunicamycine ou par
l'expression constitutive du mutant SFTPC dans une lignée de CEA de type II conduit a une
diminution de I'expression des marqueurs épithéliaux comme la E-cadhérine et ZO-1 et une
augmentation de l'expression des marqueurs mésenchymateux S100A4 et de 'a-SMA suite a
un stress du RE (Tanjore et al. 2011a; Kage and Borok 2012; Salton et al. 2019) Ce stress
conduit également a I’activation de nombreuses voies de signalisation, notamment la voie des
MAPK, Smad, B-caténine et Src kinase. Enfin, I’inhibition du stress du RE par une molécule
pharmacologique jouant le rdle de chaperonne chimique, le 4-PBA limite la TEM des CEA 11
induite par I'hypoxie (Delbrel et al. 2019) ou par le TGF-3 (Lee et al. 2017).

c. Hypoxie dans la FPI

Le rdle de I’hypoxie dans la pathogénie et la progression des processus fibrosants a été
exploré dans le rein, le foie ou encore la peau (F.Higgins et al. 2013). L hypoxie est définie
comme une diminution de la biodisponibilité¢ de 1’0O> aux tissus et aux cellules. L’organisme,
un tissu ou un groupe restreint de cellule peuvent se retrouver en situation hypoxique,
notamment en altitude en situation hypobarique, mais également dans certaines maladies
induisant une insuffisance respiratoire ou une insuffisance cardiaque. Un environnement
hypoxique est également décrit dans les cas de cancer et de progression tumorale. Dans les
modeles animaux de fibrose induite a la bléomycine, 1’utilisation du pimonidazole, sonde
fluorescente dont I’expression est négativement corrélée a la PO, (Raleigh et al. 1998) démontre
la présence de zones hypoxiques chez I’animal (Weng et al. 2014). Les hypothéses sur I’origine
de I’hypoxie alvéolaire sont nombreuses, mais sont souvent associées au remaniement tissulaire
mais également a la présence d’un environnement trés inflammatoire comme lors de la survenue

de phases d’exacerbation dans la FPI (Collard et al. 2007). Plusieurs études réalisées sur des
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biopsies de patients atteints de FPI ont rapportés une signature hypoxique (Kusko et al. 2016) et
I’expression du facteur inductible a I’hypoxie HIF-1a a également été observée (Tzouvelekis et
al. 2007). Le facteur de transcription HIF-1 est un hétérodimere formé par deux sous-unités,
HIF-1a et HIF-1. Cet hétérodimere se lie a des promoteurs situés sur I’ADN (Tanjore et al.
2011b) afin d’induire ses genes cibles. La protéine HIF-1a est constitutivement exprimée dans
le cytoplasme des cellules. En condition normoxique, en présence d’O», la prolyl-hydroxylase
(PHD) qui existe sous trois isoformes PHD2, PHD2 et PHD3 (Epstein et al. 2001), va hydrolyser
HIF-1a (Figure 39) (Jiang et al. 1996) au niveau de ses résidus prolines (P402 et P564).Par la
suite, la Von Hippel Lindau protein (VHL) qui est une sous-unité d'une ubiquitine ligase E3 va
unbiquitinilé HIF-1a hydoxylée,conduisant a sa dégradation au sein du protéasome (Watts and
Walmsley 2019) (Figure 39). En condition hypoxique, 1’absence de dioxygene, rend la PHD
inactive (Kaelin and Ratcliffe 2008). Ainsi, HIF-1a n’est pas hydrolysé ni ubiquitinylé et se
stabilise dans le cytoplasme (Figure 39). Par la suite, cette sous-unité transloque dans le noyau
ou elle formera un hétérodimere avec la sous-unité HIF-13 qui est constitutivement exprimée,
formant ainsi un complexe de transcription HIF-1a actif. Cet hétérodimere se fixe par la suite
a une séquence consensus qui est I’éléments de réponse a I’hypoxie (hypoxia respons element,

HRE) afin d’induire la transcription de ses geénes cibles (Epstein et al. 2001) (Figure 39).
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Figure 39: Mécanisme de stabilisation de HIF-la. En présence d’oxygene, la protéine PHD
hydroxyle le facteur HIF-1a permettant son ubiquitinilation par la VHL conduisant a sa dégradation au
niveau du protéasome. En absence d’oxygene, la PHD n’est pas fonctionnelle, HIF n’est pas dégradé, il
s’accumule dans le cytoplasme puis est transloqué dans le noyau. A ce niveau, un hétérodimere se forme
entre HIF-1a et HIF-1[3, ce facteur, associé a d’autres protéines induisent 1I’expression de leur geénes
cibles. D’aprés (Semenza 2012).

Un certain nombre de donnée de la littérature, et notamment 1’étude de Weng et de ses
collaborateurs tendent a penser que la surexpression de HIF pourrait favoriser la fibrogénese
pulmonaire. En effet, dans un mod¢le murin invalidé pour HIF, les souris étaient protégées des
effets de la bléomycine (Weng et al. 2014). L’implication de HIF dans la fibrogénése est liée a
sa capacité a réguler les acteurs moléculaires impliqués dans les événements cellulaires associés
a la fibrogénese. En effet, parmi les génes cibles de HIF-1, sont retrouvés les génes codant pour
I’angiogenese (EPO, VEGF, SERNIP 1, NOX2 PDGF-...), la prolifération (TGF-f3,...), la
TEM (ZEB1/2, SNAI 1/2, TGF-a,...), ’apoptose (BNIP3, MCLI,...), le maintien de
I’homéostasie oxydo-reductive (GPX, SOD2, HMOX1), mais également du stress du RE
(Zimna and Kurpisz 2015) (Figure 40).
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Figure 40: Génes cibles de HIF-1. Liste non exhaustive des genes induits par le facteur de transcription
induit en hypoxie, HIF-1. D’aprés (Dengler et al. 2014).

L’implication de HIF dans 1’apoptose et I’arrét du cycle cellulaire a été suggérée par de
nombreux travaux. En effet, une stabilisation de HIF, ou une expression accrue de HIF
favoriserait I’expression des protéines pro-apoptotiques telles que p53, p21, (Belibi et al. 2011),
ou Bax et BNIP3 (Bellotetal. 2009). De plus, il a ét¢ montré qu’en cas d’hypoxie, HIF-1a induit
I’expression de la LC3-II et de Beclin-1 initiant le processus de I’autophagie (Tzouvelekis et al.
2007) afin de prévenir une accumulation de ROS dans les mitochondries et de la mort cellulaire
(Carmeliet et al. 1998). Le facteur HIF-1a joue également un role important dans la TEM en
régulant I’expression des inducteurs de TEM TWIST ou ZEB1/2, impliqués notamment dans
I’inhibition du marqueur épithélial E-cadhérine (Uzunhan et al. 2016) (Figure 40). Enfin, un lien
semble également exister entre 1’expression du facteur de transcription HIF-1 et les voies du
stress du RE. Des travaux récents de la littérature ainsi que du laboratoire ont clairement mis
en évidence un rdle direct de HIF dans la régulation de I’activation des facteurs de transcription
ATF4 et CHOP (Korfei et al. 2008; Delbrel et al. 2019). Et de méme, la tunicamycine, un inducteur
de stress du RE et des voies de signalisation UPR, serait capable d’induire également la

stabilisation du facteur HIF indépendamment d’un contexte hypoxique (Novais et al. 2021).
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4) Traitement de la FPI

Le stress oxydant jouant un role important dans la physiopathologie de la FPI, des
médicaments anti-oxydants tel que le N-acétylcystéine (NAC) ont été proposé aux patients.
Deux essais se focalisant sur le NAC en monothérapie ou en trithérapie ont été conduit, les
essais IFIGENIA et PANTHER. L’essai IFIGENIA comparait I’effet de la prise de NAC versus
un placebo chez des patients prenants tous de la prednisone (glucocorticoide de synthése) et de
’azathioprine (inhibe la biosynthése des nucléotides pour inhiber la prolifération de cellules
immunitaire). Les résultats de cet essai n’ont pas pu évaluer un bénéfice du traitement par NAC
par rapport au placebo (Maurits and Juergen 2004). L’essai PANTHER a évalué I’effet d’un
traitement par une trithérapie NAC + prednisone + azathioprine versus NAC seul versus
placebo au cours de FPI peu évoluée. Le premier essai flt arrété quelques mois apres le début
des inclusions du fait de survenue accrue d’événements indésirables graves faisant augmenter
significativement la mortalité globale (p=0,01) et le taux d’hospitalisations non prévues par
rapport au placebo (Tzouvelekis et al. 2007; Korfei et al. 2008; Kliment and Oury 2010; Lawson et al.
2011). La présence d’une inflammation importante dans la FPI conduit a I’utilisation des anti-
inflammatoires dans les essaies thérapeutiques. Cependant, les essais réalisés avec
administration de corticoides ont montré que ce traitement s’est avéré inefficace (Raghu et al.
2012). En revanche, la prescription de corticoides a des doses plus fortes n’est proposée qu’en
cas d’exacerbation aigué. A ce jour, aucun traitement curatif de la FPI n’existe sur le marché.
On compte aujourd’hui deux traitements anti-fibrotiques, la Pirféridone et le Nintédanib. La
pirfénidone est une molécule immunosuppressive, ayant des propriétés anti-fibrotiques, anti-
inflammatoires et anti-oxydatives (Hope-Gill et al. 2003). Le nintédanib, quant a lui, aurait un
effet inhibiteur de la prolifération, de la migration et de la différenciation des fibroblastes en
myofibroblastes au niveau pulmonaire, en activant les cascades de signalisations en aval des
récepteurs aux fibroblast growth factor (FGF) et au platelet-derived growth factor (PDGF) (King
etal. 2014; Knuppel et al. 2017). Un article paru en 2017 par I’équipe de Kniippel montre le role
anti-fibrosant de la pirfénidone et du nintédanib par inhibition I’expression de ColAl et la
sécrétion du collagene de type I et mais également de la formation faisceaux de fibrilles de
collagéne (Wollin et al. 2015). D’autres alternatives telles que 1’oxygénothérapie ponctuelle
peuvent également étre prescrite aux patients en cas de besoin. A ce jour, la seule solution a la

FPI reste la transplantation pulmonaire.
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5) Les syndromes d’apnées du sommeil chez les patients atteints de FPI

Deés 1984, deux études ont montré des troubles du sommeil avec une fragmentation du
sommeil et une hypoxémie nocturne en présence d'une fibrose pulmonaire sévere (Perez-Padilla
et al. 1985; Gusbin et al. 2013). Une étude réalisée en 2006 sur 37 patients présentant des
pneumopathies interstitielles diffuses a montré une perturbation de leur architecture du sommeil
et une hypoxie nocturne, 24 patients parmi tous répondaient a la définition du SAHOS (Bye et
al. 1984; Perez-Padilla et al. 1985). Le niveau d’atteinte pulmonaire n’est pas un facteur prédictif
des troubles de sommeils rencontrés (Krishnan et al. 2008), cependant, les troubles du sommeils
présents chez les patients atteints de FPI sont fatals (Aydogdu et al. 2006; Mermigkis et al. 2007).
Il a été montré par notre laboratoire et d’autres une trés forte prévalence d’apnées-hypopnées
obstructives du sommeil (SAHOS) chez les patients atteints de fibrose pulmonaire idiopathique

(Krishnan et al. 2008; Gille et al. 2018).
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Partie III : L hypoxie Intermittente Chronique, un facteur
de risque de la FPI ?

Chapitre I : le syndrome d’apnées-hypopnées obstructive du sommeil

I. Les troubles du sommeil de 1’adulte : définition et généralités

Les troubles du sommeil ont été décrits pour la premicre fois au début du 20° siecle. Le
syndrome d’apnées hypopnées du sommeil (SAHS) est la cause la plus fréquente des
perturbations respiratoires rencontrées au cours du sommeil. Le SAHS est tres répandu, il peut
étre diagnostiqué chez les personnes a tout age (Jun et al. 2016). Il est retrouvé chez 15 % de la
population (Young et al. 2002b), avec une prévalence plus ¢élevée chez les hommes par rapport
aux femmes (Young et al. 2002a, b). L examen de référence, le plus fiable et le plus utilis¢ afin
de poser le diagnostic du SAHS est la polygraphie respiratoire ou la polysomnographie (PSG)
réalisée dans des laboratoires du sommeil si des symptdmes, tels que la somnolence diurne sont
observés (Séries 2006). Au cours d’une PSG, différents paramétres sont évalués, comme la
saturation sanguine en oxygene grace a un oxymetre de pouls, 1’effort respiratoire par mesure
des mouvements respiratoires a 1’aide de bandes d’inductances ; le flux aérien a 1’aide d’un
capteur naso-buccal ; les examens de D’activité cérébrale par électro-encéphalogramme ;
cardiaque par ¢électrocardiogramme ; mais également des nerfs et des muscles par

¢lectromyogramme (Gottlieb and Punjabi 2020) (Figure 41).
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Figure 41: Tracé de polysomnographie illustrant des fragmentations du sommeil. Lors d’une apnée
(délimitées par des traits discontinus rouge), on observe sur 1’électroencéphalogramme (EEG), une
fragmentation du sommeil, une diminution de la saturation sanguine en O (Sa0,) mesuré par oxymetre
de pouls, et une diminution de I’amplitude du débit nasal (Flux d’Air). Lors d’une apnée obstructive,
les mouvements de la cage thoracique et de ’abdomen (Abdomen) persistent contrairement a I’apnée
d’origine centrale comme observée ici avec une altération des mouvements de la cage thoracique.
D’apres (Dematteis et al. 2009).

En 2005, I’American Academy of Sleep Medicine a réalisé¢ une classification des

différents types de SAHS en fonction de leur origine (Thorpy 2012; Sateia 2014) :

- Le syndrome d’apnées-hypopnées obstructives du sommeil (SAHOS) : C’est le trouble
le plus fréquent (Somers and Abboud 1993a). Il est caractérisé¢ par une obstruction partielle ou
totale des voies aériennes supérieures se traduisant par une réduction (hypopnée) ou un arrét
(apnée) de la ventilation (Figure 41 et Figure 42). Lors d’une apnée obstructive, les
mouvements thoraco-abdominaux persistent, t¢émoignant du maintien de 1’effort ventilatoire

(Young et al. 2002a; Strollo et al. 2014).
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Figure 42: Illustration des VAS chez un sujet sain (gauche) et un patient souffrant de
SAHOS sévere (droite) observées par résonance magnétique (IRM). Mise en évidence des quatre
régions des voies aériennes supérieures (nasopharynx, région rétropalatine, région rétroglosse,
hypopharynx), des tissus mous des voies aériennes supérieures (palais mou, langue, graisse), et des
structures craniofaciales (mandibule). Les amas graisseux sont représentés en blanc sur I'IRM. On note
chez le patient apnéique des voies aériennes supérieures sont plus petites, a la fois dans la région
rétropalatine et rétroglosse. Le palais mou est plus long et la taille de la langue est plus grande ; et ¢) la
quantité de sous-cutané la graisse est plus importante. D’aprés (Schwab et al. 1995).

- Le syndrome d’apnées-hypopnées centrales du sommeil (SAHCS) : caractérisé par des
apnées/hypopnées sans obstruction des voies aériennes supérieurs (Shkoukani et al. 2002; Strollo
etal. 2014). On parlera ici d’apnée centrale. Elle est la plupart du temps associée a des problemes
neurologiques (Solin et al. 2003; White 2005) ou & une insuffisance cardiaque évoluée (DURAN

etal. 2015).

- Le syndrome d’apnées-hypopnées mixtes du sommeil (SAHMS) correspond a un arrét
du flux respiratoire débutant par une apnée centrale et se terminant par une apnée obstructive,

c’est a dire associé a un effort respiratoire (Somers and Abboud 1993a; Kimoff 1996).

Le SAHOS étant la cause la plus fréquente de ces perturbations respiratoires (Mannarino
etal. 2012; Dallaire and Chung 2018), nous nous sommes uniquement intéressés a cette catégorie

de trouble du sommeil dans la suite du manuscrit.
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II. Le Syndrome d’Apnées Hypopnees Obstructive du Sommeil
(SAHOS)

1) Description du syndrome d’apnées hypopnées obstructive du sommeil

a. Définition

Le SAHOS est défini par la présence de critére bien précis observés apres
polysomnographique ou polygraphique respiratoire associés a la présence de somnolence
diurne non expliquée par d’autre facteurs ou deux au moins des critéres suivants : ronflements
séveres ; sensation d’étouffement ou de suffocation pendant le sommeil ; éveils répétés pendant
le sommeil ; sommeil non réparateur ; fatigue diurne ; difficulté de concentration ; nycturie

(Richter et al. 2003; Mannarino et al. 2012; DURAN et al. 2015).
b. Sévérité¢ du SAHOS

La sévérité du SAHOS dépend essentiellement de 1’Index d’Apnée Hypopnée (IAH) et
du degré de somnolence diurne (Flemons et al. 1999). L’IAH est un index prenant en compte le
nombre d’apnée-hypopnée rencontré au cours du sommeil et calculé selon une formule donnant
le nombre d’apnées obstructives/hypopnées mesuré par polysomnographie (Figure 43) (Flemons

etal. 1999).

Y.(nombre d'apnée + hypopnée)

Index d' Apnée Hypopnée(IAH) = Heure de sommeil
Sévérité du SAOS:

* IAH < 4 : Pas de SAOS

* 5 <IAH < 14:SAOS Léger

* 15 <1IAH < 29: SAOS Modéré

* 30 <IAH: SAOS Sévére

Figure 43: Calcul de I’index d’apnée hypopnées et degré de sévérité du syndrome d’apnée
obstructif du sommeil. La sévérité du SAHOS est déterminée par I’index d’apnées hypopnées. Cet
index est obtenu par la somme du nombre d’apnée-hypopnée rapporté par heure de sommeil.

Lorsque I’index d’apnée-hypopnée (IAH) est inférieur a 4, I’'individu ne présente pas de
SAHOS, lorsque I’TAH est compris entre 5 a 14, le patient présente un SAHOS léger, un IAH
comprit entre 15 a 29 est qualifi¢ de modéré tandis qu’un IAH supérieur a 30 définit un SAHOS

sévere (Figure 43). L’importance de la somnolence diurne, qui résulte de la fragmentation du

- 106 -



sommeil et des ronflements nocturnes, est aussi a prendre en compte dans la définition de la
sévérité des troubles du sommeil. Cependant, dans 15 a 20% des cas, une somnolence diurne
non expliquée par d’autres facteurs peut étre associée au SAHOS (Remmers et al. 1978; Wolk et
al. 2003). Cette somnolence peut étre évaluée via le questionnaire d’Epworth et classée en 3

stades :

- Légére lorsqu’elle a peu de répercussion sur la vie du patient et qu’elle intervient lors

d’activité demandant peu d’attention (regarder la télévision).

- Modérée lorsqu’elle a une répercussion modérée sur la vie du patient et qu’elle intervient

lors d’activité nécessitant une attention plus importante (lors d’une réunion).

- Sévére lorsqu’elle perturbe de maniere importante la vie du patient et apparait lors des

activités quotidiennes (conduite, repas, conversation).
c. Hypoxémie et micro-éveils

Comme nous le détaillerons plus loin, les répétitions d’apnées ou d’hypopnées
rencontrées dans le SAHOS conduisent a de brefs épisodes d’hypoxie-hypercapnie-
réoxygénation de fagon répétées et cycliques pouvant s’accompagner d’importantes
désaturations en dioxygéne (Fietze et al. 2004). En effet, Il a été rapporté une haute fréquence de
désaturation en dioxygéne comprit entre 15 et 60 secondes avant une phase de réoxygénation
intense pouvant se répéter jusqu’a 8 a 9 heures par nuit pendant le sommeil (Rashid et al. 2021)
(Figure 44). Les conséquences de ses désaturations sont une fragmentation du sommeil, une
augmentation des épisodes de somnolence diurne, et des risques de dysfonctionnement

neurocognitif et de morbidité cardiovasculaires (Gozal et al. 2014; Konecny et al. 2014).
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Figure 44: Tracés polysomnographiques illustrant les micro-éveils. Polysomnographie d’un patient
présentant un syndrome d’apnée-hypopnée centrale du sommeil. Suite a une apnée (encadré noir) résulte
un arrét du flux respiratoire (encadré violet), parallelement a cette diminution, il est observé une
augmentation de la PaCQO,, observée sur la ligne « CO; expiré » (hypercapnie) et une diminution de la
Pa0,, observée sur la ligne « saturation en Oxygene » (hypoxie) conduisant a une accélération du rythme
cardiaque et une réaction d’éveil afin de permettre la réoxygénation. Il est observé une modification
brutale des fréquences électro-encéphalographique (EEG) supérieures a 3 secondes précédées d’un arrét
du flux respiratoire reflétant la survenue d’un micro-éveil. D’aprés (Franco et al. 2017).

Le réveil fractionné de ces patients (Somers and Abboud 1993b; Mehrtash et al. 2019) serait
en partie la conséquence d’une augmentation réflexe de la ventilation-minute et de l'activité
sympathique, suite a 1’activation des chémorécepteurs périphériques et centraux par I’hypoxie,
I’hypercapnie (Wade 1970; Lugliani 1971; Gelfand and Lambertsen 1973) et 1’activation du réseau
respiratoire (Aboubakr et al. 2001; Gerst et al. 2011). D’autre part, ces afférences périphériques
chémosensibles vont activer directement les centres de 1’éveil contribuant également a ces
micro-réveils (Kimoff 1996). Enfin, les mécanorécepteurs de la paroi thoracique semblent
¢galement jouer un role dans ces micro-réveils du fait de I’augmentation de 1’effort respiratoire
li¢ aux apnées (Kimoff 1996). Ces micro-réveils se produisant en fin d’apnées permettent ainsi

I’augmentation de I’activité des muscles dilatateurs des voies aériennes supérieures conduisant

a leur réouverture et au rétablissement du flux respiratoire (Shkoukani et al. 2002; Strollo et al.
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2014). On observe ainsi une augmentation rapide de la PO; et une diminution de la PCO; avant

un retour au sommeil et un nouveau cycle d’hypoxie/réoxygénation.

d. Facteurs de risques

Le SAHOS touche environ 10 & 20% de la population adulte générale (Young et al. 2002a;
Punjabi 2008). La sévérit¢ du SAHOS augmente avec 1’age (Bixler et al. 1998; Young et al. 2002a),
Les principaux facteurs de risque de prédisposition a ce syndrome sont, I’obésité (Young et al.
2002a), le sexe masculin (Lynn and Martin 1997; Young et al. 2002a), I’age, la consommation
d’alcool (Taveira et al. 2018), des prédispositions génétiques (Martin et al. 1997) ou une anomalie
au niveau des voies aériennes supérieures par exemple. En effet, la perméabilité des voies
aériennes supérieures peut étre altérée par un rétrécissement anatomique ou des structures
pharyngés, une hypertrophie amygdalienne, une macroglossie un dépot de graisse pharyngée
(rencontré dans 1’obésité¢) (Wolk et al. 2003) ou d'une diminution de l'activité des muscles

dilatateurs du pharynx induite par le sommeil (Tableau 3).

Mécanismes Causes

Obésité (Infiltration de graisse),
Hypertrophie des amygdales,
Macroglossie,

Tumeur du pharynx, ...
Infiltration graisseuse,
Facteurs génétiques,

Réduction calibre du pharynx

Augmentation de la collapsibilité

du pharynx Fragmentation du sommeil, ...
Augmentation de I’effort Effort inspiratoire suite & une obstruction
diaphragmatique nasale
Respiration par la bouche
Relachement réflexe des muscles Obésite
Alcool

dilatat du ph . .
Hatatedrs Cu pharynx Anesthésie locale pharyngée

Tableau 3: Mécanismes et causes de de la fermeture du pharynx. Différents mécanismes peuvent
étre a ’origine des SAHOS. La réduction du calibre du pharynx, I’augmentation de la collapsibilité du
pharynx, ’augmentation de 1’effort diaphragmatique ou le relachement réflexe des muscles dilatateurs
du pharynx par exemple conduisant tous a une obstruction des voies aériennes supérieur altérant ainsi
I’oxygénation de I’organisme. Adapté d’apres (Delcus 2011).

Du fait de I’absence d’un support rigide, le pharynx présente une susceptibilité a la
déformation et a I’affaissement notamment au cours du sommeil. De plus il semble que la
disposition des tissus mous ainsi que 1’anatomie des voies aériennes supérieures (VAS) soit

modifiées chez les patients SAHOS et présentent une augmentation de leur collapsibilité
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pouvant favoriser un affaissement de ces muscles au cours du sommeil ot le tonus des muscles
pharyngés est atténué (Schwab et al. 1995; Eckert and Malhotra 2008; Gottlieb and Punjabi 2020)
(Gold et al. 2002). En outre, une altération du fonctionnement des muscles dilatateurs du
pharynx permettant de maintenir la perméabilit¢ des VAS est également évoquée.
L'effondrement des voies respiratoires a [’origine des épisodes d’apnée-hypopnée est
responsable d’une hypercapnie, d’une I'hypoxémie, et d’une augmentation du travail
respiratoire du travail respiratoire (Eckert and Malhotra 2008) finissant par provoquer le réveil
comme évoqué en amont (Fogel et al. 2003). Chez les patients présentant un SAHOS, il semble
que I’activité de ces muscles dilatateurs soit réduite pendant le sommeil (Mezzanotte et al. 1996)
et au contraire, présentent une activité accrue 1’éveil (Tamisier et al. 2004). En revanche, pendant
le sommeil, ce mécanisme échoue, probablement en raison de la diminution de la stimulation

des neurones respiratoires (Aboubakr et al. 2001).

e. Comorbidités, complications et mortalit¢ du SAHOS

Le SAHOS est décrit comme ¢étant un facteur de risque indépendant de nombreuses
pathologies notamment cardiovasculaires (Hypertension artérielle, Coronaropathie, ...) et
métaboliques (Diabéte de type 2, ...) (Bradley and Floras 2009; Rakel 2009). Il a été montré que
de nombreuses pathologies cardio-vasculaires pouvaient étre observées suite a diverses
perturbations du sommeil (2012). En effet, chez les patients présentant des SAHOS, il est
observé une augmentation de la pression artérielle, la fréquence cardiaque et I’activité
sympathique (Somers et al. 1995). Il a été décrit dans une étude clinique un risque plus élevé de
développer une complication cardiovasculaire lorsque les patients présentaient un SAHOS
sévere non traité. (Yaggi and Mohsenin 2001; Marin et al. 2005). En effet, dans étude réalisée sur
une cohorte de1600 patients atteints de SAHOS modérés a sévéres que le risque de déces suite
a une complication cardiovasculaires était réduit de trois fois lorsque les patients étaient traités
par pression positive continue (PPC) (Marin et al. 2005). Par ailleurs, Cette forte prévalence des
SAHS est également retrouvée chez les patients atteints de diabéetes, en effet, 14,7% de patients
présentant un SAHOS modéré a sévere sont diabétiques (Reichmuth et al. 2005). L’obésité et
I’apparition de SAHOS sont également étroitement liés, en effet, ’excés de graisse au niveau
du cou diminue fortement le calibre des voies respiratoires et favorise leur obstruction (Polonis
etal. 2020). Le SAHOS est associ¢ a une augmentation de la mortalité toute cause confondue et

notamment 1ié a ’accident de la route suite a une somnolence diurne observé dans 50% des
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patients présentant des perturbations du sommeil (Kapur et al. 2005) et aux complications

cardiovasculaires (Rakel 2009).
f. Syndrome d’apnées du sommeil et fibrose pulmonaire idiopathique

Depuis une dizaine d’années, des troubles du sommeil sont décrit chez les patients atteints
de pneumopathies interstitielles (Lancaster et al. 2009a; Pihtili et al. 2013; Troy 2014). Il a été
récemment suggéré que le SAHOS était une comorbidité importante a la FPI (Raghu et al. 2011;
Schiza et al. 2015). En effet, il a été montré une forte prévalence de SAHOS chez les patients
atteints de FPI, que la pathologie soit ancienne (Lancaster et al. 2009a) ou nouvellement
diagnostiquée. En effet, 88% des patients FPI présentent un SAHOS dont 20% avec un SAHOS
léger et 68% avec un SAOS modéré a sévére (Lancaster et al. 2009a). Dans notre étude
prospective multicentrique, nous avons observé que 62% des patients présentaient un SAHOS
modéré avec un Indice d’Apnées Hypopnées (IAH) entre 15 et 30 événements par heure et 40
% un SAHOS sévere IAH supérieur a 30 événements par heure (Krishnan et al. 2008) (Gille et al.
2017). La forte association entre SAHOS et FPI incidente suggére que le SAHOS pourrait

apparaitre en méme temps que la fibrose, ou plus vraisemblablement préexister a celle-ci.
g. Traitements des SAHOS

Il a été montré que les patients présentant des SAHOS, non traités pour leur perturbation
de sommeils présentent un risque significativement plus élevé de mortalité comparé aux
patients suivis et soumis a un traitement (Young et al. 2008; Jyothi et al. 2019; Gottlieb and Punjabi
2020) L’index de poids corporel élevé étant I’une des comorbidités du SAHOS, la perte de poids
pourrait participer a limiter 1’obstruction pharyngée et favoriser une amélioration clinique.
Outre la perte de poids, il est conseillé aux patients de limiter leur consommation de boissons
alcoolisées et de préconiser un sommeil en décubitus dorsal (Cowan and Livingston 2012; Dixon
et al. 2012). Les patients peuvent également se voir proposer des orthéses d’avancement
mandibulaire et de protrusion de la langue. Le principe de ces goutti¢res consiste a propulser la
machoire inférieure vers 1’avant de 5 mm environs afin de libérer la filiére aérienne pharyngée
postérieur et ainsi libérer le passage de I’air inspiré. L'avancement mandibulaire et la protrusion
de la langue ont montré une efficacité clinique diminuant de moiti¢ le nombre d’apnées-
hypopnées mais également le ronflement, conduisant a une amélioration de la qualité du
sommeil (Attali et al. 2019). Sans efficacité, un traitement chirurgical peut-étre proposé. Le

traitement chirurgical consiste a retirer ’obstacle oropharyngée tel qu’une hypertrophie
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amygdalienne, une ablation ou diminution de la taille de la luette, etc... dans I’objectif de

diminuer le volume des tissus entourant la paroi de I’oropharynx (Holty and Guilleminault 2010).

Un autre traitement trés utilisé est la pression positive continue (PPC). Ce traitement
correspond a I’insufflation par un masque facial, d’air réglé a une pression continue, assurant
un maintien ouvert des voies aériennes supérieures en ¢évitant le collapsus de celles-ci (Miles et
al. 1993). Durant le sommeil, cet appareil détecte en continu les mouvements respiratoires, et
lors d’une altération de ces derniers, les voies aériennes supérieures sont soumises a une
pression minimale permettant de corriger ces événements. Il a ét¢ montré que la PPC améliore
la qualité de vie des patients présentant des SAHOS et réduit significativement la mortalité
(Batool-Anwar et al. 2016). Il a également ét¢ monté que cette approche permettait de réduire la
fatigue et la somnolence diurne des patients (Chotinaiwattarakul et al. 2009). Dans ce contexte, la
PPC a été proposée aux patients FPI et présentant un SAHOS. Les résultats rapportent une
amélioration de la vie quotidienne et une diminution de ’'lAH de ces patients FPI. présentant

un SAHOS modéré a sévére (Mermigkis et al. 2013, 2015, 2017).

-112 -



Chapitre II : L’hypoxie intermittente chronique (HIC)

Comme évoqué en amont, les répétitions d’apnées ou d’hypopnées rencontrées dans le
SAHOS conduisent a une hypoxie intermittente chronique qui semble étre 1’¢élément
pathogénique majeur du SAHOS (Dempsey et al. 2010). Afin de mimer le SAHOS, et d’étudier
les effets de I’HIC sur I’organisme, un modele expérimental a été développé. Ce modele
consiste a exposer I’animal a des cycles plus ou moins brefs d’hypoxie suivi de périodes de
normoxie. Ces épisodes d’agressions répétés conduisent a une désaturation ponctuelle en
oxygene artériel (Sa0,), mimant les €épisodes d’hypoxie-réoxygénation rencontrés dans le

SAHOS (Dewan et al. 2015).

I. Effets de I’hypoxie intermittente chronqiue sur la commande centrale

respiratoire

1) Effet sur les chémorécepteurs

Des ¢tudes réalisées chez le rat exposé a de I’HIC ont montré une augmentation de
I’activité des nerfs sympathiques (Greenberg et al. 1999; Huang et al. 2009), mais également des
nerfs phrénique et hypoglosse (Baker and Mitchell 2000; Baker et al. 2001) pendant les périodes
de repos. De plus, il a également été montré une augmentation de la ventilation des rats apres
arrét de I’exposition a de I’HIC (Fletcher et al. 1992; Knight et al. 2011; Morgan et al. 2016). Toutes
ces observations suggerent que I’HIC induit une plasticité du réseau neuronal respiratoire. En
effet, I’augmentation de la réponse ventilatoire a 1'hypoxie aigué suite a une exposition a de
I’HIC serait la conséquence d’une sensibilisation et d’une hyperactivité des chémorécepteurs
carotidiens et la mise en place d’une plasticité (Peng and Prabhakar 2003, 2004; Peng et al. 2003;
Del Rio et al. 2016). De plus, la stimulation des chémorécepteurs périphériques par de I’'HIC
contribue a D’activation sympathique persistante (Prabhakar 2001). En effet, cette activité
sympathique qui résulte de I’exposition a I’"HIC est absente chez des rats chémodénerves (Lebke

et al. 1997).

2) Effet sur la réponse a I’hypoxie et a I’hypercapnie

Des souris C57BL/6 déficientes pour des neurones sérotoninergiques et exposées a des
épisodes d’hypoxie (FiO, a 5%) ou d’hypercapnie (FiCO, a 7%) intermittentes au cours de leur

sommeil ne présentent pas d’induction d’éveil en réponse a I’hypercapnie intermittente, et des
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réponses inchangées a ’hypoxie intermittente (Zhao et al. 2006; Buchanan and Richerson 2010).
Ainsi, les neurones sérotoninergiques présenteraient un rdéle important dans I’induction de

1’éveil en réponse a I’hypercapnie telle qu’elle survient dans le SAHOS.

3) Effet sur la plasticité du réseau neuronal respiratoire

A I’¢éveil, les patients atteints de SAHOS présentent une augmentation du tonus du muscle
génioglosse et du diametre des voies aériennes supérieures (VAS) (Mezzanotte et al. 1992) sans
présenter d’obstruction (Mezzanotte et al. 1992; Schwab et al. 1993), suggérant une atteinte durable
du systeéme neurorespiratoire. Il a été montré que les obstructions des VAS sont a I’origine d’un
cercle vicieux conduisant a des modifications dans le fonctionnement de la CCR (Dempsey et

al. 2010).

Les épisodes d’hypoxies-réoxygénation rencontrés dans les SAHOS sont décrits comme
des atteintes périphériques résultant de contraintes respiratoires mécaniques. De ce fait, la
neuroplasticité induite en réponse a ces épisodes d’hypoxies-réoxygénation pourrait étre en
partie responsable de I’altération du fonctionnement des voies aériennes supérieures (Dempsey
and Smith 2014). En effet, des altérations génétiques de la voie sérotoninergique augmentent le
risque de développer un SAHOS (Yilmaz et al. 2005; Bayazit et al. 2006). Ainsi, la sérotonine
pourrait véhiculer I’information entre les dysfonctionnements pharyngés et la neuroplasticité
respiratoire et jouer un role important dans la respiration, et le contrdle des voies aériennes
supérieures pendant le sommeil (Yue et al. 2008; De Carvalho et al. 2013). Il a ét¢ montré qu’au
cours du sommeil, une diminution de 1’activité¢ des neurones 5-HT dans les Raphé Pallidus,
Obscurus, Magnus mais également une diminution du tonus musculaire pharyngé (Jacobs et al.
2002; McSharry et al. 2014) montrant I’implication de ces neurones dans le contrdle des muscles

respiratoires au cours du sommeil.

De plus, il a été montré que de courtes expositions de I’HIC déclenchent une plasticité
motrice respiratoire, augmentant la force des contractions respiratoires. Cette augmentation de
l'activité motrice respiratoire, qualifiée de facilitation a long terme (en anglais, « Long Term
Facilitation », LTF) comme décrit dans la Partie I. Chapitre II1.11.1 de ce manuscrit (Powell et
al. 1998; Feldman et al. 2003) semble dépendante de 1’activation des récepteurs a la sérotonine
(5-HT) (Lovett-Barr et al. 2006), aprés sécrétion de celle-ci par les neurones du raphé médullaire

en réponse a I’hypoxie intermittente (Erickson and Millhorn 1994). L’HIC conduirait donc par ce
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mécanisme a une augmentation du débit moteur phrénique chez les animaux anesthésiés
(Sandhu et al. 2009) et une augmentation du volume courant ou de la fréquence respiratoire chez

les animaux éveillés (Olson et al. 2001; McGuire and Ling 2005).

III. Les effets de ’hypoxie intermittente chronique sur I’organisme

De maniere intéressante, des effets bénéfiques et déléteres de 1’exposition a I’HIC ont été
rapportés et sembleraient corréler a la sévérité de 1’hypoxie et la fréquence des cycles (Dale et
al. 2014) mais également a la capacité de I’organisme a répondre et activer les mécanismes

adaptatifs a I’HIC (Almendros et al. 2014).

1) Effets bénéfiques de I’hypoxie intermittente chronique

En 2014 une étude a mis en avant que I’HIC pouvait procurer des effets bénéfiques sur
les parametres cardiovasculaires, respiratoires, neurologiques et métaboliques. L'exposition a
de faibles doses d'hypoxie intermittente ou une exposition modérée ; c’est-a-dire lorsque le taux
de dioxygene contenu dans le gaz inhalé est compris entre 9% et 16% d’Oz ou que le nombre
de cycles d’hypoxie-réoxygénation est compris entre 3 a 15 cycles par jour est apparu comme
une stratégie thérapeutique prometteuse pour traiter les problémes respiratoires et non
respiratoires (Dale et al. 2014). Une étude réalisée en 2018 par 1’équipe de Firat Akat montre que
I’exposition de rats ayant développé un diabete de type I a de ’hypoxie intermittente hypobare
a environ 70 kPa (incluant ~14% PO; ; 6 h/jour pendant 6 semaines) a un effet bénéfique sur le
remodelage cardiovasculaire de la fonction ventriculaire gauche (Akat et al. 2018). Des essais
cliniques randomisés, réalisés en double aveugle démontrent que la répétition d'une légere
hypoxie aigué (3-5 min de 12-15% d'O, suivi de 3-5 min d'intervalles normoxique, puis 5-9
¢pisodes/jour, durant 15 jours) provoque des effets bénéfiques chez les patients atteints de
bronchopneumopathie chronique obstructive, notamment, une augmentation du temps
d'exercice, une augmentation de la réponse ventilatoire hypercapnique, et de la capacité vitale

forcée (Burtscher et al. 2009; Haider et al. 2009).
2) Effets déléteres de I’hypoxie intermittente chronique

Cependant, des effets déléteres sont observés lorsque I’HIC est plus sévére, c’est-a-dire
lorsque le taux d’Oz inhalé est inférieur a 8% ou lorsque le cycle d’hypoxie-réoxygénation est

supérieur a 48 cycles par heure (Navarrete-Opazo and Mitchell 2014) . L’HIC « sévére » est un
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défini comme étant un facteur de risque de nombreuses maladies comme une incidence élevée
d'hypertension, des maladies vasculaires périphériques, des accidents vasculaires cérébraux ou
de mort subite d'origine cardiaque (Neubauer 2001a, b). De nombreuses études ont mis en avant
I’impact de ’HIC dans des altérations cardiaques (Park and Suzuki 2007; Belaidi et al. 2016a;
Bourdier et al. 2016). En effet, 'augmentation de I'activité nerveuse sympathique en réponse a
I’THC est I'un des principaux facteurs contribuant a 'augmentation du risque et de la prévalence
de I'hypertension et des maladies vasculaires chez les personnes agées (Kohler and Stradling
2012; Lavie and Lavie 2012). Par ailleurs, I’exposition de souris ou de rats a une HIC sévére (21-
5% d’O2, 8 h/jour) augmente les 1ésions myocardiques (Park et al. 2007) conduisant a 1’infarctus

(Bourdier et al. 2016).

De maniére intéressante, il a été observé que ’'HIC exacerbe de la fibrose pulmonaire
induite par la BLM. Des rats instillés avec une dose unique de BLM puis exposés 5 jours apres
a de ’HIC (10% FiO3, 30 cycles/h, 10 h pendant 14 ou 35 jours) présentent une augmentation
de la quantité de collagéne pulmonaire mais également une inflammation et un stress oxydant

(Braun et al., 2018; Gille et al., 2018).

IV .Les effets moleculaires de I’HIC et I’impact dans la fibrogénese

1) Les effets moléculaires dans un contexte d’IHC
Au niveau pulmonaire (Xiong et al. 2021), I’HIC induit une augmentation des ROS, une
augmentation du nombre de cellules inflammatoires, une stabilisation du facteur HIF-1a mais
¢galement des marqueurs du stress du RE, autant de facteurs pouvant prédisposer a la

fibrogénese.

a. Le stress oxydant en réponse a ’'HIC

L’HIC suite aux épisodes d’hypoxie-réoxygénation conduit & un déséquilibre de la
balance oxydant/antioxydant chez les patients présentant un SAHOS, favorisant la production
de ROS et I’établissement d’un stress oxydatif majeur (Lavie 2015). L’analyse de plasma et
d’urine de patients présentant des SAHOS montre une quantité importante de ROS (Prabhakar
et al. 2007) mais également d’une peroxydation lipidique dans le plasma (Lavie et al. 2004). Une
¢tude a montré que I’hydroxylation de I’ADN, mesurée par la quantification de 8-hydroxy-
2’deoxyguanosine (8-OHdG), est plus élevée dans les urines des patients présentant des
SAHOS sévere (IAH > 30 apnées/heure) par rapport a ceux présentant un SAHOS modéré (IAH

< 30 apnées/heure). Ainsi, la quantité de 8-OHAG est corrélée avec le niveau de désaturation
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artérielle en oxygene (Yamauchi et al. 2005). De plus, une étude réalisée chez I’Homme, montre
que I’exposition a de I’HIC avec des cycles de 2 minutes PO, a 45 mm Hg puis 2 minutes PO,
a 88 mm Hg pendant 6h durant 4 jour augmente la réponse ventilatoire a I’hypoxie (HVR). Ces
auteurs montrent que cette augmentation de la HVR est associée a une augmentation de la
quantité de ROS mesurés dans le plasma (Pialoux et al. 2009). Des études in vivo montrent que
I’exposition de souris C57BL/6 a une HIC (Nadir 6 -7% d’O;) durant 14 jours induit une
augmentation de la peroxydation lipidique dans le pancréas (Polak et al. 2013) mais également
une augmentation des marqueurs de macrophages et de 1’¢lastase du neutrophile dans le tissu
pulmonaire (Tuleta et al. 2016). Par ailleurs, I’exposition de souris a de I’'HIC (68 cycles/h, 5%
d’02) induit, au niveau pulmonaire différents marqueurs de stress oxydatif tels qu’une

importante peroxydation lipidique (Da Rosa et al. 2012; Tuleta et al. 2016).
b. L’inflammation en réponse a I’HIC

Une inflammation accrue est identifiée dans le plasma des patients présentant des SAHOS
avec notamment la présence de cytokines circulantes tel que 1’IL-8 et la MCP-1 (Ohga et al.
2003). D’autres auteurs ont par la suite démontré que cette inflammation était la résultante de
I’HIC. En effet, ’HIC peut induire une infiltration de macrophages mais également des
cytokines pro-inflammatoires (Umeda et al. 2020) et 1’activation du facteur NFiB (Arnaud et al.
2011). De maniére intéressante, il a ét€¢ montré de 1’existence d’une corrélation entre la quantité
d’IL-6 mesurée dans le condensat respiratoire et 1’indice d’apnées hypopnée des patients
présentant des SAHOS (Carpagnano et al. 2002). Des résultats similaires ont été observé par
I’équipe de Shamsuzzaman qui a montré que la sévérité du SAHOS est proportionnelle au taux
sérique de la protéine C réactive (CRP), marqueur d’inflammation (Shamsuzzaman et al. 2002).
Au niveau cellulaire, I’exposition d’hépatocytes ou de macrophages a de I'THC conduit a une
réponse inflammatoire importante avec une augmentation significative de l'expression de
l'interleukine 6 (IL-6) ainsi que de D’expression des facteurs de transcriptions HIF et

NFxB (Schaefer et al. 2017).
c. Les stress du RE en réponse a I’HIC

L’exposition a I’HIC, ses conséquences sur I’induction d’un stress oxydant, d’un stress
du RE, mais également sur 1’induction de HIF et de I’inflammation, pourrait contribuer aux
événements cellulaires impliqués dans la fibrogénése et jouer un role majeur dans I’initiation

ou I’exacerbation de la fibrose pulmonaire. L.’exposition a de I’HIC (Nadir 5% O, 60 cycles/h,)
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durant 14 jours, induit, dans les cardiomyocytes, 1’expression des marqueurs de stress du RE
tel que la protéine régulée par le glucose-78 GRP78, elF2a phosphorylé et sXBP1 (Belaidi et al.
2016a). De maniere intéressante, les effets de I’HIC sont reversés par le prétraitement des
animaux avec un inhibiteur du stress du RE, le TUDCA conférant un role important au stress
du RE dans la réponse a I’HIC. Ce role du stress du RE a également été souligné dans la réponse
des cellules pancréatiques a ’HIC pour lesquels une induction de I’autophagie médiée par la
voie de signalisation PERK/elF20/ATF4 de a été rapportée (Song et al. 2019). Au niveau
pulmonaire, des souris exposées a de I’'HIC (Nadir a 5% d’0O,) 8 heures par jour durant 4
semaines conduit au développement d’une fibrose caractérisée par une augmentation de
l'expression du collagene, et une augmentation du TGF-B1 (Shi et al. 2020). Celle-ci serait médié
par I’activation du stress du RE, et plus particuliérement et des protéines GRP78 et CHOP. Par
ailleurs, 1’exposition a I’HIC peut également induire une augmentation du nombre de cellules
apoptotiques et de l'expression de la caspase-12 clivée, évenement médié par 1’induction d’un
stress du RE (Zhang et al. 2013). Enfin, le traitement des animaux par un inhibiteur du stress du

RE (TUDCA) limitait les effets de ’'HIC sur la fibrose dans le poumon (Shi et al. 2020).
d. Induction du facteur HIF

Des ¢études in vivo montre que I’HIC induit une augmentation du niveau d’ARNm codant
pour la protéine HIF-1a ainsi qu’une augmentation de la stabilisation de ce facteur (Rozen-Zvi
etal. 2013). De maniére intéressante, des cellules stellaires hépatiques au repos peuvent s’activer
sous I’influence du facteur HIF-1a et produire une quantité de matrice extracellulaire plus
importante par rapport au cellules non traitées (Al-Hashem et al. 2019). Un rdle particuliérement
important de HIF-1a dans I’orchestration de la réponse a I’HIC a ainsi été mis en évidence
(Semenza 2008; Belaidi et al. 2009; Toffoli et al. 2009; Prabhakar et al. 2020). Cette stabilisation
aurait pour but de réguler I’expression des genes en réponse a ce stress hypoxique (Semenza
2008) s’accompagnant notamment de 1’induction d’une réponse inflammatoire (Unnikrishnan et

al. 2015), d’un stress oxydant majeur (Lavie et al. 2004) et d’un stress du RE.
i. HIF et stress oxydant

L'activation de ROS/HIF-1a participe a l'apparition et au développement de nombreuses
maladies fibrotiques (Xiong et al. 2021). Il a été démontré que la voie ROS/HIF-1a est impliquée
dans le remodelage vasculaire et I'hypertrophie myocardique (Belaidi et al. 2009) et la fibrose

rénale (Liu et al. 2017). Il a également été montré que le stress oxydatif 1i¢ a la production de
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ROS/HIF-1a favorise l'apparition d'une inflammation pulmonaire (Palazon et al. 2014). Une
récente étude réalisée in vivo sur des souris développant une fibrose pulmonaire induite par
instillation intra-trachéale de bléomycine a 3UI/g montre qu'une exposition durant 21 jours a
de ’HIC (FiO2 a 10%) aggrave la fibrose pulmonaire (Xiong et al. 2021). Au niveau des
adipocytes, 1’exposition a de I’HIC conduit a une senescence cellulaire médiée en partie par les
ROS (Polonis et al. 2020). En effet, ’analyse du tissu adipeux abdominal sous-cutané des
patients SAOS a montré qu’ils avaient un pourcentage significativement plus ¢levé de cellules
exprimant des marqueurs de sénescence tels qu’une localisation nucléaire de y-H2AX et de
pl6™k42 comparativement aux individus non-SAHOS. Par ailleurs, in vitro, I’exposition des pré
adipocytes humains a I’HIC induit I’expression des marqueurs de sénescence avec une
augmentation de Iexpression de la protéine pl6™4* ainsi que le nombre de cellules P-

galactosidase positives (Polonis et al. 2020).
ii. HIF et inflammation

De nombreuses études montrent I’implication de HIF dans la médiation de I’inflammation
(Guo and Chen 2020). En effet, le facteur de transcription NF-kB, protéine cl¢ dans I’induction
des voies inflammatoires (Hayden and Ghosh 2004) peut également réguler a la hausse HIF-1a
(BelAiba et al. 2007). Des études in vitro, de culture cellulaire HEK293 et de cellules musculaires
lisses d'artéres pulmonaires, montrent que la transfection de NF-xB induit une augmentation de
l'expression de I'ARNm et de la protéine HIF-1a (BelAiba et al. 2007; Bonello et al. 2007; Gorlach
and Bonello 2008). De plus, une étude récente a montré une augmentation de I’expression du
facteur HIF-1a chez des patients infectés par le COVID-19, de manicre intéressante ceci est
associ¢ a une forte augmentation de I’expression de cytokines pro-inflammatoires (Tian et al.
2021). Cette étude conclue également sur le rdle majeur du facteur HIF-1o dans la mise en place
et I’installation d’un profil pro-inflammatoire chez ces patients (Tian et al. 2021). Une autre étude
s’intéressant a la place de HIF-1a et de I’inflammation dans la polyarthrite rhumatoide montre
que HIF-la augmente l'expression de TLR-4 dans les macrophages, activant ainsi
l'inflammation. HIF-1a induit également la libération de TNF-a. Par la suite la production de
ces facteurs pro-inflammatoires médiée par HIF-1a va conduire a une augmentation de la

sévérité de cette pathologie (Guo and Chen 2020).
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ii1l. HIF et stress du RE

La maturation des protéines est initiée par des modifications post-traductionnelle dans le
RE, conduisant au bon repliement/isomérisation des protéines. Il a été montré que cette étape
dépend de I'oxygene (Koritzinsky et al. 2013). Ainsi, dans des conditions hypoxiques, il y a une
accumulation de protéines mal repli¢e dans le RE, ce qui déclenche I'UPR reflétant un stress du
RE. De nombreuses études montre que I'hypoxie chronique peut favoriser le stress du RE dans
divers organes (Yang et al. 2014; Lopez-Hernandez et al. 2015). De plus, une étude menée au sein
de notre laboratoire montre que des rats ou des CEA II de rat exposés a de I’hypoxie chronique
induit le facteur HIF-1o mais également des facteurs de transcription des voies de I"UPR
indiquant que I'hypoxie et HIF-1a peuvent déclencher le stress du RE et I'apoptose médiée par
CHOP dans les CEA (Delbrel et al. 2019). En conclusion, I’ensemble de ces événements
moléculaires communs dans les mécanismes de la fibrogéneése amene a questionner la place

que peut représenter I’HIC sur la fibrose pulmonaire idiopathique.
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Hypotheses & objectifs

Dans certaines formes de pathologies pulmonaires interstitielles telles que la fibrose
pulmonaire idiopathique, on observe une atteinte des régulations ventilatoires caractérisée par
une faible valeur de la capacité vitale forcée associée avec une augmentation de la fréquence
respiratoire et une diminution du volume courant (Javaheri and Sicilian 1992), ainsi qu’une
dyspnée et surtout des modifications de réponse a I’hypoxie et a I’hypercapnie. A ce jour,
I’origine des altérations de la ventilation et de ces régulations n’est pas clairement identifiée.
Une partie de ces anomalies respiratoires pourraient étre liée a I’augmentation de la rigidité
pulmonaire rencontrée dans la fibrose pulmonaire. Néanmoins, cette rigidité peut également
avoir un effet sur le fonctionnement du réseau neuronal respiratoire ce qui pourrait a terme,

renforcer ou accentuer ces altérations ventilatoires.

Parallélement a ceci, plusieurs études montrent la présence de syndrome d’apnée-
hypopnée obstructives du sommeil (SAHOS) chez les patients atteints de fibrose pulmonaire
idiopathique (Lancaster et al. 2009b; Gusbin et al. 2013; Gille et al. 2017). Or, de nombreuses études
montrent que les épisodes d’hypoxie-réoxygénation reproduits in vivo par exposition a de I’'HIC
induit une modification de la chémosensibilité centrale et/ou périphérique mais également la
mise ne place d’une neuroplasticité (Powell et al. 1998; Feldman et al. 2003). Par ailleurs, des
¢tudes réalisées in vivo ont montré que 1’exposition des animaux de I’HIC aggravait la fibrose

pulmonaire (Gille et al. 2018; KANG et al. 2018).

Partant de ce constat, notre hypothése est que la fibrose et/ou I"HIC pourrait induire des

phénomenes de neuroplasticité responsables des anomalies ventilatoires observées.

Ainsi, notre objectif est de mettre en évidence/identifier les conséquences d’une atteinte

pulmonaire sur la CCR et I’impact de 1’exposition a I’HIC dans ce contexte.
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Résultats

Dans cette partie, nous présenterons les résultats obtenus au cours de ma theése afin de
comprendre quels sont les effets d’une fibrose pulmonaire sur les parametres ventilatoires et
comment les modifications pulmonaires induites par la fibrose peuvent influencer le réseau
respiratoire, associées ou non a un contexte de syndrome d’apnée-hypopnées obstructives du

sommeil.

Partie I : Dans un premier temps, nous avons mis en place et caractéris¢ un modele murin
de fibrose pulmonaire obtenu par instillations répétées de bléomycine afin de reproduire le plus
fidelement la fibrose pulmonaire idiopathique rencontrée chez les patients. Par la suite, nous
avons utilisé¢ ce modele afin de mimer des exacerbations aigués de la fibrose pulmonaire telles

que rencontrées chez certains patients.

Partie II : Dans un second temps, nous avons étudié 1’impact d’une atteinte pulmonaire
de type fibrosante sur les différentes structures respiratoires ponto-bulbaires ainsi que les

conséquences sur les réponses ventilatoires a I’hypoxie et I’hypercapnie.

Partie III : Dans cette partie avons étudi¢ I’impact d’une exposition longue a de I’'HIC
au niveau pulmonaire, sur les variables ventilatoires, et également sur la commande centrale
respiratoire. Par la suite, nous avons étudié I’impact d’une longue exposition a de I’HIC sur la

fibrose pulmonaire et ses répercussions sur la commande centrale respiratoire.
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Partie I : Développement d’un modele murin de fibrose
pulmonaire évolutive et persistante

Afin d’étudier les mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans la fibrogénése
et de tester de nouvelles approches thérapeutiques, nous proposons la mise en place d’un
modele murin de fibrose pulmonaire chronique et évolutive s’inspirant de 1’hypothése
pathogénique des agressions répétées de 1’épithélium alvéolaire. Ce modele a pour ambition de
nous permettre d’évaluer les mécanismes participant a la persistance de la fibrose pulmonaire
et d’¢lucider I’implication de chacun des acteurs cellulaires et moléculaires dans la fibrogénese.
Par ailleurs, nous proposons également d’utiliser ce modele pour 1’étude des exacerbations
aigues telles que celles pouvant étre observées dans le profil évolutif de certains patients. Ces
travaux ont conduit a 1’obtention de résultats présentés en deux parties sous forme d’un article

original en cours d’écriture et de résultats complémentaires.

Chapitre I : Evolution et persistance de la fibrose pulmonaire aprés une courte exposition a la

Bléomycine.

Chapitre II : Utilisation du modele de fibrose pulmonaire chronique et stable pour I’étude des

exacerbations aigues (Yegen et al., a soumettre).
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Chapitre I- Evolution et persistance de la fibrose pulmonaire aprés une
courte exposition a la bléomycine

Introduction

La mise au point de notre mod¢le a fait I’objet de nombreuses lectures sur les différents
modeles existants afin de proposer un protocole d’instillations permettant d’obtenir une fibrose
homogene et stable. D’aprés nos recherches, trois a six instillations intra-trachéales de faibles
doses de bléomycine espacées de deux semaines devraient permettre le développement d’une
fibrose suffisamment prononcée et stable (Redente et al. 2021). Dans un premier temps, nous
avons ¢tudié¢ I’impact de trois instillations répétées de BLM sur I’induction d’une fibrose
pulmonaire et nous avons évalué la stabilité/évolution de cette fibrose pulmonaire au cours du

temps.

Pour cela, des souris males de souche C57BL/6 agées de 8 semaines ont regu trois
instillations intra-trachéales (IT) de bléomycine a 0,8UI/g ou d’un tampon phosphate salin
(PBS) espacées de deux semaines. Deux semaines apres la derniére instillation, les souris ont
été sacrifiées pour constituer le groupe fibrose (BLM 45d) et le groupe contréle (PBS). Afin
d’évaluer la persistance de la fibrose, un groupe fibrose a été prélevé 90 jours apres la dernicre

instillation de bléomycine (BLM 45d + 90d) (Figure 45).

L n 135d
Intratracheal
instillation of 2 weeks
PBS or BLM H U H I —m ;
0.8Ul/g BLM 454 o

Figure 45: Protocole expérimental. Des souris males de souche C57BL6/J agées de huit semaines ont
recu 3 instillations intratrachéales de bléomycine a 0,8 Ul/g ou de PBS espacées de deux semaines. Deux
semaines apres la derniére instillation, les souris ont été sacrifiées pour former les groupes BLM 45d
(n=6) et PBS (n=6), respectivement. Parallelement, un groupe de souris ayant recu 3 instillations de
BLM a 0,8Ul/g a été gardé en vie 90 jours de plus avant d’étre sacrifié pour former le groupe BLM 45d
+90d (n=9).

Nota bene: Afin de permettre une meilleure lecture du manuscrit, le matériel et méthode

associé a cette partie du travail a été déplacé dans les Annexes.
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Résultats

a. Evaluation de la persistance de la fibrose pulmonaire

L’évolution de la fibrose pulmonaire a été évaluée sur des coupes histologiques de
biopsies pulmonaires. Une coloration du lobe gauche au rouge Sirius nous a permis d’observer
d’une part, I’architecture pulmonaire et 1I’étendue des lésions et d’autre part, de mettre en
¢vidence et de quantifier les dépots de collagene de type I et III (Figure 49.A et 49.B). Pour le
groupe de souris ayant regu de la bléomycine (BLM 45d), on observe un remaniement du tissu
pulmonaire avec la présence de zones Iésionnelles réparties dans I’ensemble du poumon avec
une prédominance sous-pleurale. L’analyse des poumons des souris 90 jours apres la derniére
instillation (BLM 45d + 90d) montre une aggravation de ces 1ésions, réparties sur I’ensemble
de la surface du poumon (Figure 49.A). Dans chaque groupe, I’analyse densitométrique de la
coloration rouge nous a permis de quantifier les dépots de collagéne et évaluer la sévérité de la
fibrose (Figure 49.B). La quantification du rouge Sirius (Figure 49.C) ne montre pas de
différence entre les groupes PBS et BLM 45d alors que 90 jours plus tard (groupe BLM 45d +
90d), la quantité de rouge Sirius est augmentée de maniére significative comparé au groupe
BLM 45d. Afin d’évaluer la fibrose, la quantité de collagéne soluble et insoluble présente dans
le lobe inférieur a été quantifié par la methode de syrcol modifiée (voir matériel et methodes en
annexe). Ainsi, on observe une quantité de collagene significativement plus importante dans le
poumon des souris du groupe BLM 45d compar¢ aux souris du groupe PBS (Figure 49.D).
Nous observons également une augmentation significative de la quantité de collagéne au sein
du groupe BLM 45d + 90d comparé¢ au groupe BLM 45d (Figure 49.D). L’analyse de la
distensiblité pulmonaire (Figure 49.E) montre une diminution significative de la compliance
pulmonaire dynamique lorsque les souris sont instillées a la bléomycine (BLM 45d) comparé
au groupe instill¢ au PBS (Figure 49.E). Cependant, celle-ci ne semble pas plus altérée 90 jours

apres la derniére injection de bléomycine (groupe BLM 45d + 90d) (Figure 49.E).
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Figure 46: Architecture pulmonaire. A. Cartographies du poumon gauche de souris des groupes PBS,
BLM 45d et BLM 45d+90d colorés au rouge Sirius. Une image représentative d'au moins 6 animaux
par groupe est représentée. B. Grossissement x100 et x200 (Barre d’échelle=100um). C. Quantification
de I’expression du collageéne (coloration rouge). La couleur rouge a été quantifiée a l'aide du logiciel
Histolab® et rapportée a la surface pulmonaire totale. Toutes les données ont été représentées sous forme
de moyenne + SD, le test de Kruskal-Wallis a été effectué. * p<0,05 et ** p<0,001. D. Quantification
du collagene soluble total dosé sur le lobe pulmonaire moyen. Les données sont représentées sous forme
de moyenne + SD et soumises au test de Kruskal-Wallis. * p<0,05 et *** p<0,0001. E. La compliance
pulmonaire dynamique refletant la distensibilité thoraco-pulmonaire a ét¢ mesurée par la méthode de
covariance sur des souris anesthésiées et trach¢omisées a l'aide d'un pléthysmographe corps entier
(Emka®™). Toutes les valeurs sont représentées en tant que moyenne + SD et soumises au test de Kruskal-
Wallis. * p<0,05 et ** p<0,01.

L’expression des génes codant pour des protéines pro-fibrosantes ont par la suite été
analysées par RT-qPCR. L’expression du TGF-f (Figure 50.A), ne montre aucune différence
entre le groupe BLM 45d et PBS, cependant, une augmentation non significative entre les
groupes BLM 45d et BLM 45d +90d est observée. En revanche, I’expression des génes codant

pour la vimentine (Figure 50.B) et la serpine (Figure 50.C) ne montre aucune différence entre

le groupe BLM 45d et le groupe PBS ni entre le groupe BLM45d + 90d et le groupe BLM 45d.
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e 257 e 47

2 2
_§ bl p*0.0571 E 204 E N
8 | s s
& 10 MR i

- < <4
: g z4 z 4 27
Z 7 € <104 € &
2~ E £
E 05 o e 44
2 ER H
: : :
@ 0.0 . . [+ 0 — [ 0 - -
& > *6 © > & o > &
Q 0\*‘" o ® QI" 2 ® “b" °
o > >
\; £ » LN N
Q & .
? ?

Figure 47: Expression des génes codant pour des protéines pro-fibrosants. Quantification par RT-
gPCR des génes codants pour les protéines pro-fibrosants TGF-p (A), Vimentine (B) et Serpine 1 (C)
dans I'homogénat pulmonaire total des souris du groupe PBS (n=6), BLM 45d (n=6) et du groupe BLM
45d+90d (n=9). Les données sont représentées en tant que moyenne + SD et soumises au test de Kruskal-
Wallis, * p<0,05.

b. La population cellulaire rencontrée au sein des poumons évolue au cours du temps

Des marquages immunohistochimiques ont été réalisés pour analyser les populations de
cellules inflammatoires présentes au sein du tissu fibreux et en dehors des zones de fibrose (Fig
4). L’immunomarquage des macrophages par le F4-80 (Figure 51.A) montre un signal
important dans le groupe BLM 45d au sein des zones de fibrose mais également dans les zones

¢loignées de la fibrose comparé au groupe PBS (Figure 51.A). L’analyse des poumons des
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souris BLM 45d + 90d ne présente pas de différence de marquage pour le F4-80 dans les zones
de fibrose ni les zones dites « saines » comparées au groupe BLM 45d (Figure 51.A). Un
immunomarquage au CD206 a par la suite été réalisé afin d’identifier les macrophages
présentant un phénotype de type M2 (Figure 51.B). L’analyse immunohistochimique montre
un marquage plus important au sein du groupe BLM 45d + 90d comparé¢ au groupe BLM 45d
(Figure 51.B). L’immunomarquage des LT par le CD3 (Figure 51.C) montre un marquage plus
important au sein du groupe BLM 45d dans les zones de fibrose et hors fibrose comparée au
groupe PBS (Figure 51.C). Aucune différence n’est observée entre le groupe BLM 45d + 90d
et le groupe BLM 45d (Figure 51.C). L’analyse des LB par le CD19 (Figure 51.D) montre un
marquage au niveau des zones proches et loin de la fibrose (Figure 51.D) pour le groupe BLM
45d, ce marquage est plus important dans les zones de fibrose pour le groupe BLM 45d + 90d.
(Figure 51.D).
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Figure 48: Recherche des types de cellules immunitaires présentes au niveau pulmonaire.
Photographies des immunohistochimies réalisées sur des sections pulmonaires de Sum d’épaisseur pour
les protéines F4-80 (A), CD206 (B) CD3 (C) et CD19 (D) pour les groupes PBS (n=6), BLM 45d (n=6)
et le groupe BLM 45d+90d (n=9). La zone de fibrose et les zones a distance de cette zone ont été
représentées pour chaque groupe. (Grossissement x400, barre d’échelle=50pm). Une image
représentative d'au moins 6 groupes d'animaux a été montrée.

Conclusion

Nos résultats montrent I’installation d’une fibrose pulmonaire dés trois instillations intra-
trachéale de BLM. Cette fibrose est persistante et évolutive au moins jusqu’a trois mois apres
la derniére instillation. Nous observons également une modification de la population cellulaire
inflammatoire retrouvée dans les zones de fibrose chez les souris sacrifiées deux semaines et

trois mois apres la troisiéme instillation de BLM.

- 129 -



Chapitre II- Utilisation du modele de fibrose chronique et stable pour
I’étude des exacerbations aigués.

Introduction

Dans cette seconde partie des résultats, nous souhaitions comparer la sévérité de la fibrose
induite apres 3 et 6 instillations de bléomycine ainsi que ses caractéristiques moléculaires. Dans
cette partie des résultats nous présenterons les caractéristiques histologiques, cellulaires et
moléculaires de ces deux propositions de modeles d’étude de la fibrose pulmonaire. Nous
présenterons également 1’utilisation de ce modele pour I’étude des exacerbations aigues (EAs)

observées chez certains patients atteints de FPI et son impact au niveau pulmonaire.
Résultats

Les résultats de ce chapitre font [’objet d’un manuscrit a soumettre prochainement
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Histopathology and molecular characterisation of a model designed in mice
for the study of chronic pulmonary fibrosis and acute exacerbation
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Idiopathic Pulmonary Fibrosis (IPF) is the most severe form of chronic Interstitial Lung
Disease (ILD), mainly observed in the elderly, and characterized by progressive respiratory
distress leading to a fatal issue 2 to 4 years after diagnosis. IPF is defined by a histological
pattern of Usual Interstitial Pneumonia (UIP) (G et al.,, 2011). The main UIP feature is a
subpleural heterogeneous pulmonary lobules remodeling with presence of fibroblast foci
adjacent to hyperplastic epithelial cells and dense scar tissue adjoining normal lung tissue. A
cystic honeycomb-like end-stage remodeling and traction bronchiectasis are observed in all
patients with an UIP pattern, which increase the disease progression (G et al., 2011). An
additional lymphocytic-macrophagic diffuse interstitial inflammation can also be observed.
The commonly accepted hypothesis concerning the pathophysiology of IPF is an improper
healing of the lung alveolar epithelium after repetitive micro-injuries. IPF is characterized by
inefficient repair and uncontrolled activation and proliferation of alveolar epithelium as a
result of a set of dysregulated processes such as apoptosis, senescence, epithelial to
mesenchymal transition (EMT), induced partly by excessive endoplasmic reticulum stress and
oxidative stress, as well as a genetic predisposition (Ptasinski et al., 2021) and overall, an

epithelial reprogramming

IPF natural history is heterogeneous, and its evolution remains unpredictable. While
most patients present a progressive decline of respiratory function over years, some patients
remains stable but others present a fast deterioration of pulmonary function and respiratory
failure without any identifiable cause such as infection, pulmonary embolism or heart failure
(Maher et al., 2015). In order to identify and describe this sudden and rapid respiratory
distress occurring in stable asymptomatic patients, the term of acute exacerbation (AE) has
been assigned (Kishaba, 2019). Acute exacerbation in IPF (AE-IPF) cannot be predicted or
prevented and the prognosis is usually poor. Unfortunately, for 80% of patients, AE-IPF results
in premature death within the year. Current criteria for AE-IPF recognition include previous or
concurrent diagnosis of IPF, unexplained worsening or development of dyspnea, with
additional radiological patterns superimposed on the underlying UIP pattern. Exclusion
criteria are evidence of pulmonary infection, left heart failure, pulmonary embolism and
identifiable cause of acute lung injury (Collard et al., 2007). Histopathology of acute

exacerbation is characterized by a combination of underlying UIP pattern associated with
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superimposed acute lung injury with diffuse alveolar damage and organizing pneumonia

(Churg et al., 2011).

The molecular mechanisms involved in acute injury observed during exacerbation
phases are poorly known. However, abnormal high expression of several biological markers
was identified, such as the Type2 alveolar epithelial cell injury proliferation markers KL6,
surfactant protein D or plasminogen activator inhibitor (PAI-1) (Collard et al., 2010). Moreover
AE-IPF seems to be supported by acute immunologic regulation involving annexin 1 (Kurosu
et al., 2008) and an increase in the collagen-specific molecular chaperone HSP47 (Kakugawa

etal., 2013).

For several years, pulmonary fibrosis models were developed to achieve a better
understanding of the mechanisms contributing to the alveolar epithelial cell (AEC) damage
observed in IPF (Tashiro et al., 2017). The most studied/used and characterized model of
pulmonary fibrosis is obtained by a single intratracheal instillation (IT) of a least 2Ul/g of
bleomycin in mice (Liu et al., 2017, Tashiro et al., 2017). This mice model enabled major
advances in understanding fibrotic lung remodeling, documenting the involvement of each
lung cell type in the pathophysiology of the disease (Aran et al., 2019), or testing treatments
to cure IPF (Jenkins et al., 2017). To briefly describe this model, IT instillations of BLM induce
lung inflammation, with, and evidence of altered type Il alveolar epithelial cells (AECII). Tissue
lesions initially localized in the peribronchial area rapidly spread into the distal lung and an
intra-alveolar edema is observed. Fourteen days later, extensive interstitial collagen
deposition is observed, along with lymphoid islets and persistent inflammation (Liu et al.,
2017). After 21 days, the inflammatory response declines and a significant fibrosis localized in
the sub-pleural area is observed. On the 28th day, this fibrosis appears to resolve highlighting
an important time point in the pathophysiology of the disease (Chung et al., 2003). However,
this model has some limitations. Indeed, a single intratracheal administration of bleomycin
usually have a heterogeneous pulmonary lung distribution, which does not reproduce all the
UIP histological features (Borzone et al., 2001). Furthermore, in mice who survive, a resorption
of the pulmonary fibrosis was observed (Chung et al., 2003). Moreover, this model fails to
reproduce the natural course of the disease or the impact of external events on its progression

such as acute exacerbation phases.
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Based on the IPF pathogenic hypothesis of repetitive micro-injuries, the generation of
a new model of pulmonary fibrosis more relevant to the progression of the disease emerged,
in which mice receive repeated IT instillations of low doses of bleomycin (Degryse et al., 2010;
Redente et al., 2021). Using such a model seems to be promising to understand, anticipate
and characterized the exacerbation phases observed in IPF. However, in these studies, few

molecular investigations have already been done.

Our study was designed to further our understanding at the histological and molecular
level of a chronic lung fibrosis model induced by repetitive IT low doses bleomycin instillation.
In addition, this model is aimed to induce AE when fibrosis is well established by increasing
the subsequent instilled bleomycin dose. In this report we document the impact of 45- day
and 90-day challenges with 3 or 6 IT bleomycin instillations respectively, on lung histology, cell
apoptosis, oxidative stress and cell senescence. Moreover, we describe the architectural,
histological and molecular changes associated with the acute respiratory distress modeling

AE-IPF in patients.
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Materials and methods

Ethical Approval: All experiments and methods were performed in accordance with relevant
guidelines and regulations. Mice models of pulmonary fibrosis and experimental procedures
were approved by the ethical committee (APAFIS #18309-2019010316127879 v16) and done

in accordance with with European community’s council directive 2010/63/EU for animal care.

Animals: Experiments were performed on 8 -weeks old C57BL/6, male mice (n=31 at the
beginning of the experiment) weighing an average of 25g + 2g (Janvier Labs, Le Genest-Saint-
Isle, France). All Animals were acclimatized for at least 5 days to the local animal facility and
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 to water and food.

Lung fibrosis induction:

Lung fibrosis was induced by intra-tracheal (IT) instillation of 0,8 Ul/g body weight BLM (Sigma-
Merck, European Pharmacopoeia) in 100 ul phosphate buffer saline (PBS) every two weeks.
Animals were anesthetized with 4% isoflurane delivered to an inhalation chamber and then
suspended by their incisors, front teeth on a slanted support; anesthesia is maintained by
inhalation with 2% isoflurane through a mask. The tongue was pushed-back and held with
forceps; the fluid was placed on the distal part of the oropharynx after the vocal cords with a
20G angiocatheter (BD Insyte, Sandy, Utah). The mice were monitored in cages until they had

fully recovered. All mice were weighed daily.

Experimental design:

The mice were randomly divided into 4 groups. The first group of 6 mice received 6 injections
of Phosphate Buffer Saline (group PBS), the second one (6 mice) received 3 injections of 0,8
Ul/g body weight of BLM (BLM, Sigma-Merck, European Pharmacopoeia) in 100 ul PBS (group
BLM45), the third group (6 mice) received 6 injections of 0,8 Ul/g body weight BLM in 100 pl
PBS (group BLM90) and the fourth group (7 mice) received 4 injections of 0,8 Ul/g body weight
in 100 pl PBS and the last instillation was performed with 1,6Ul/g body weight BLM in 100 pl

PBS to create acute exacerbation (group BLM-AE) (Figure 1).
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Lung compliance measurement by plethysmography: The pulmonary compliance was
evaluated using plethysmograph (Emka technologies). Briefly, mice were sedated (ketamine /
xylazine I.P. injection; 100 mg/kg and 20 mg/kg respectively), tracheotomised and ventilated
(RoVent Jr., Kent Scientific Corporation; respiratory frequency = 150 bpm, Tidal Volume = 0.27
ml; Insp/Exp ratio = 0.40). A differential pressure transducer is used to obtain a flow signal
which reflects the expansion and contraction of the thorax during each ventilation cycle.
Compliance and resistance were calculated following flow signal and pressure signals
acquisition. Volume signal was obtained by an integration of the flow signal measured by the
differential pressure transducer. The pneumotachograph being the only way for air to flow
into and out of the chamber, the difference of pressure between inside and outside was

proportional to this flow.

Lung sampling for analyses: At the end of the experiment, two weeks after the last instillation,
the mice were anesthetized by intraperitoneal injection of a mixture of ketamine (Fort Dodge
Animal Health, at 100 mg / kg) and xylazine (Phoenix Scientific, Inc., St. Joseph, MO, at 20 mg
/ kg) followed by exsanguination. Injecting PBS into the right ventricle of the heart rinsed the
lungs. The right lobe of the lung was isolated through a ligation to prevent the passage of
instillated products. The left lobe was inflated and fixed with 4% paraformaldehyde at a
pressure of 20 cm H,0 through the cannula. The heart and lungs were removed “en bloc”. The
right lung was placed in liquid nitrogen and stored at -80 ° C for molecular analyses (RNA and
proteins). The left lung was placed in 20 ml of 4% PFA for 24 hours. The next day, the left lungs
were placed in cassettes and dehydrated in increasing concentrations of ethanol before
paraffin embedded. Sections were cut at 5um thickness for histology. All slides were observed

and described blindly

Left lung optic microscopy analyses:

Hematoxylin-eosin staining: The left lung embedded in paraffin was cut into 5 um sections for
optic microscopy. After a xylene dewaxing step (Carlo Erba, 392602), the tissue was
rehydrated by successive decreasing ethanol baths (absolute ethanol: VWR, 20820362), the

nuclei were stained in purple with Harris hematoxylin (Sigma, MHS16) and cytoplasm as well
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as basic intracellular cellular elements are stained in pink / red by aqueous eosin (Merck,
Art.1144). Subsequently, the lungs were dehydrated, mounted and observed under an optic
microscope. The extent of lung injury was estimated by the quantification of tissue optic
density using HistoLab® Image Analysis Software. The normally aerated alveolar spaces area
was calculated as well as the total area of the examined left lung section. Subsequently, the
area occupied by the injured tissue was deduced and reported as the percentage of the total

lung section.

Masson’s Trichrome staining: Additional 5 upm sections were incubated with
phosphomolybdic/phosphotungstic acid solution (5 min), stained with aniline blue solution
((VWR International, Rosny-sous-Bois 34015.182, 5 min)), 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.

Sirius red/fast green staining: Additional 5 um paraffin sections of the left lung were used.
After paraffin removal with xylene (Carlo Erba, 392602), the tissue was re-hydrated by
successive baths of decreasing ethanol (absolute ethanol: VWR, 20820362), the alveolar
epithelium was counterstained with 0.1% Fast Green (Merck, F7252) and type 1 and 3 collagen
fibers were stained with 0.1% Picro Sirius Red (VWR, ref K640745). Subsequently, the sections
were dehydrated, mounted and observed under the optic microscope. A modified Aschroft
score was used to quantify the severity of fibrosis, according to a panel of five histologic
patterns ranging from a healthy lung with normal lung without architectural remodeling

(score 1) to a fully remodeled lung (score 5) (Ashcroft et al., 1988).

Immunohistochemistry: Antigen retrieval from deparaffinized and rehydrated S5pum sections
was performed in a boiling citrate buffer (10mM Sodium Citrate, 0.05% Tween 20, pH 6.0).
Endogenous peroxidases were quenched with 3% hydrogen peroxide for 10 minutes and
sections incubated with 5% of normal horse serum for 1 hour to block nonspecific antibody
binding sites. Sections were incubated with the different primary antibodies overnight at 4° C
(for detail see Table 1). The next day, slides were incubated with biotin-conjugated secondary

antibodies (Dako REAL ™ Detection System, Peroxidase / DAB*, Rabbit/ Mouse) for 10 minutes
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and then with peroxidase-bound streptavidin (HRP) for 10 minutes. DAB (3,3'-
diaminobenzidine) solution and Nuclear fast red (Sigma Aldrich, ref 60700) staining were used

to visualize the positive reactions.

TUNEL staining Detection and quantification of apoptosis by TUNEL staining was performed
using a ROCHE insitu cell death detection kit (number #11684795910). After dewaxing, tissues
were rehydrated and permeabilized with proteinase K. A positive control was performed using
DNase I. The labeling protocol was performed according to the manufacturer's instructions.
Slides were mounted with Vectashield Antifade mounting medium with DAPI (Vector number

H-1200, UK).

Right lung biochemical and molecular biology analyses
Soluble lung collagen: The amount of soluble pulmonary collagen, comprising the collagen
released after enzymatic digestion with pepsin, was measured using the Sircol test (Biocolor

Ltd., Belfast, UK) according to the manufacturer's instructions.

Caspase 3/7 activities. Their evaluation was done in total lung extract by addition of a
luminogenic caspase-3/7 substrate (Caspase-Glo 3/7, Promega), which was cleaved in
apoptotic cells to produce a luminescent signal. The essay was performed on 5ug of total

protein extract. Luminescence was measured with a plate reader (Bio-TEK®).

Oxidative DNA damage it was assessed in 40 ug of protein extracted from total right lung
homogenates by determination of 8-hydroxy-deoxyguanosine (8-OH-dG) concentration by
ELISA method according to the manufacturer’s instructions (Oxiselect™, Cell Biolabs Inc, San

Diego, CA).

Western blots: The whole proteins were extracted from frozen lung samples in RIPA lysis
buffer (20 mM Tris, 150 mM NacCl, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, 0.5% deoxycholate and protease
inhibitors) at pH 8. Cellular membranes were cleared by centrifugation at 15,000 rpm for 10
min at 4°C and supernatants were aliquoted and immediately frozen before use. For Western
blotting, 40 pg of protein extract were separated by SDS-PAGE and transferred to a

nitrocellulose membrane (GE Healthcare). Membranes were blocked in TBST (150 mM Nacl,

- 138 -



10 mM Tris, pH 7.4, 0.1% Tween 20) containing 5% (w/v) skim milk powder and incubated with
primary antibodies overnight at 4°C (Table 1). The next day, 3 washes with TBST are performed
and the blots were incubated for 1 hour with secondary antibodies. Immunoreactive bands
were revealed with the West kit (Thermo Scientific), using an image capture system
(ChemiDoc MP, Bio-Rad). The individual bands were quantified with Image Lab software (Bio-

Rad), protein levels were normalized to their respective internal B-actin control.

ELISA: Inflammatory Interleukin (IL-6, CXCL1 / KC) and Tumor Necrosis Factor alpha (TNF- o)
concentration were assessed on 50 pg of total protein extracts according the manufacturer's
instructions (Mouse IL-6 DuoSet ELISA DY406-05, Mouse CXCL1 / KC DuoSet ELISA DY453-05
and Mouse TNF-o. DuoSet ELISA MTAOQOOB, R&D System). The absorbance was measured at
450nm with BIO-RAD, Model 680 Microplate Reader.

Reverse transcription - quantitative polymerase chain reaction (RT - gPCR): 30mg of lung tissue
were placed in 800 pl of TRIzol reagent (Qiazol® Lysis reagent) and homogenized on ice using
an Ultra-Turrax homogenizer. RNA extraction was performed following the manufacturer's
instructions. Total RNA was quantified by measuring the absorbance at 260 nm, using a reader
Nanodrop (Nanospec, BioSpecNano software). Extraction quality and the purity of the RNA
(260nm) were evaluated using 260nm / 280nm and 260nm / 230nm ratios. Single-strand
cDNAs were synthesized from 0.5 pg of total RNA according to the manufacturer instructions
(Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit Reaction Mix, ThermoFisher scientific, llkirch,
France).

Resulting cDNA samples were 1:10 diluted and amplified by PCR conducted with
Absolute qPCR SYBR Green ROX mix (Fisher Scientific, lllkirch, France) on StepOne system
qPCR (Applied Biosystems, Life Technologies, France). Cycle threshold values were normalized
to amplification of ribosomal 18S sub-unit. Relative quantification was performed using the 2~
At method (AB Applied Bio Systems, Step One Plus Real Time PCR). Primer sequences used

for quantitative real-time PCR are listed in Table 2.
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Statistics: Graph and statistical analyses were performed using GraphPad Prism (GraphPad

Software, version 9) Data are presented as the mean * SD. Comparisons among groups were

assessed using Mann Whitney. p<0.05 differences were considered significant.

Table 1: Antibodies used for Western Blot analysis.

Antibody References Host Antibody type Dilution
p1e™* Sc-1661, Santa Cruz Biotechnology Mouse Monoclonal 1:500
p-YH,AX 05-6369-1, Merck Mouse Monoclonal 1:500
ATF4 NBP2-67766 Rabbit Monoclonal 1:200
NRF2 Sc-722 Rabbit Polyclonal 1:600
B-actin A5316, Sigma Mouse Monoclonal 1:3000

Table 2: Antibodies used for Inmunohistochemistry.

Antibody References Host Antibody type Dilution
F4-80 D2S9R, Cell Signaling Technology Rabbit Monoclonal 1:250
CcD3 D4v8L, Cell Signaling Technology Rabbit Monoclonal 1:200
CcD19 D4Vv4L, Cell Signaling Technology Rabbit Monoclonal 1:800
HIF-1a NB100-479, Novus Biologycal Rabbit Polyclonal 1:750

Table 3: Primers used for Real-Time Polymerase Chain Reaction.

Gene Forward Primer Reverse Primer

CXCL1 5’- GCA-CAC-TCA-AGA-ATG-GTC-GC-3’ 5’-GGG-GAC-ACC-CTT-TAG-CAT-CT -3’

BNIP3 5'TTT-GGG-ATC-TAC-ATT-GGA-AGG-C -3’ 5’-GTG-CAG-ACA-CCC-AAG-GAT-CA -3’

Serpin 5’- GCA-CAA-CCC-GAC-AGA-GAC-AA-3’ 5’- ATG-AAG-GCG-TCT-CTT-CCC-AC-3’
18s 5’- GTA-AGT-GCG-GGC-CAT-AAG-CTT-3’ 5’-AGT-CAA-GTT-CGA-CCG-TCT-TCT-CA-3’

10
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Results

Acute injury by high dose bleomycin instillation increases lung remodeling and worsens

fibrosis area

A < 20% mortality was observed in the BLM groups in the entire protocol. A first death
was observed after the third BLM instillation at 30 days, and no more death was observed
after the 4th injection at day 45 (Figure 1B). In the BLM groups, a significant defect in the
expected physiological weight gain was observed immediately after the first instillation as
compared to PBS instilled mice (Figure 1C). After the 4th injection at day 45, the body weight
was stabilized in the BLM-treated groups. Exacerbation induced a significant decrease in the
body weight and approximately 40% of mice died (Figure 1B). Interestingly, mice death
occurred in parallel with a strong and significant decrease in bodyweight in the BLM-AE group

as compared to the BLM90 group.

At the lung level, cartography of Hematoxylin-Eosin (HE) staining showed remarkable
modification in lung morphology as compared to PBS (Figure 2A-G). It was more pronounced
at 90 days compared to 45 days (Figure 2C-E). Quantification of injured area on HE staining
(Figure 21) confirmed significant higher injured lung areas in the BLM90 group as compared to
PBS group, and an increase, while not significant (p=0,1), in the BLM-AE group as compared to
the BLM90 group. However, a mean modified Aschcroft score of 2,9/5 was obtained after 3
instillations of BLM (BLM45), and a score of 4,5/5 was observed in the BLM90 group with only
a slight non-significant increase in the BLM-AE group (4,7/5) as compared to BLM90 (Figure
2]).

Observation of lung sections stained with Sirius red/fast green focused on fibrosis area
(Figure 2B., D., F., G) showed an excessive extracellular matrix with compact collagenous
deposits associated with air spaces reduction in BLM90 and BLM-AE groups as compared to
the BLMA45 group. In BLMA45 sparse fibrosis with cellular hyperplasia (D) are observed while
we show dense lesions with alveolar collapse and collagenous deposits (in red) in BLM 90 and
BLM-AE (F, H respectively). A severe interstitial thickening and accentuated alveolar collapse
was also observed. The ratio of the red/green staining, which represents the proportion of
collagen vs cellular background respectively, confirmed this observation (supplemental data

S2). The quantification of total collagen by the Sircol method revealed a significant burst in
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collagen synthesis associated with an acute exacerbation on an already chronic lung fibrosis.
Indeed, the soluble collagen concentration was doubled in the BLM-AE group as compared to

BLM 45 and 90 groups (Figure 2K).

The pulmonary distensibility analysis (Figure 2L) showed a significant reduced
compliance in the BLM45 group, worsened in BLM90 group as compared to the PBS group,
and that this effect was strengthened in the BLM-AE group.

Acute exacerbation is characterized by additional lesions on the chronic fibrosis pattern

Six IT instillations of low-dose BLM (BM90 group) lead to a significant pulmonary
fibrosis mainly localized at the subpleural level (Figure 3A) with cystic cavities (Figure 3B, D,
G), airway traction features mimicking of traction bronchiectasis observed in UIP (Figure 3E)
compact areas (Figure 3C and 3D) both fibrosing with collagenous and cellular deposits (Figure
3B, D, E, F) associating alveolar cell epithelial hyperplasia (Figure 3F). A marked alveolar

collapse (Figure 3 B-G) was a constant feature.

In addition to the pattern observed in the BLM90 group (Figure 3A), exacerbation by a high
dose of bleomycin (Figure 3H) induced superadded widespread perivascular cellular foci
localized in the vicinity of vessels (I, L, arrow) with a marked diffuse inflammation
characterized by inflammatory monocellular component (K.-N.). In denser areas, in addition
to inflammatory cells, organized intra-alveolar (Figure 3 N) or interstitial (Figure K, M, N) loose
collagenous fibromyxoid scars were observed (J., K., M., N., arrows) as well as at the periphery
of these lesions (I., arrows). Such features are suggestive of lesions observed in patients with
acute exacerbations of IPF (Churg et al., 2011). Reactive airway epithelial cells were also

observed (Figure 3L)
Evolution of lung fibrosis markers

The stress markers classically associated with pulmonary fibrosis i.e. apoptosis,
oxidative stress and the presence of senescent cells were analyzed 45 days and 90 days after
the first IT bleomycin injection, and the impact of AE on theses markers was investigated. No
TUNEL positive cells were detected in the PBS group (Figure 4C), few positive cells were
detected in the BLM45 group (Figure 4F), and an increasing number of positive cells were
observed in the BLM90 group (Figure 4l). No evident difference was shown between the
BLM9O0 (Figure 4l) and the BLM-AE group (Figure 4L). Such an effect was also observed through
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the cleavage activity of the pro-apoptotic caspase 3/7 (Figure 4M). Caspases activities were
significantly induced in the BLM groups (BLM45, BLM90, BLM-AE) as compared to the PBS
group and no significant increase was observed in the BLM-AE group as compared to the

BLM90 group (Figure 4M).

Induction of oxidative DNA damage (8-OH-dG, Figure 6A) was observed in the BLM90
and BLM-AE groups without differences between these two groups (Figure 5A). In the same
way the phosphorylation of YH,AX (Figure 5B) was significantly increased in BLM90 group as
compared to PBS group and a slight but significant decrease was observed for the BLM-AE
group (Figure 5B). In addition, modulation of ATF-4 (Figure 5C) and NRF-2 (Figure 5D) was
observed. A significant decrease at 45 days (BLM45) followed by a significant increase at 90
day (BLM90) was observed in ATF4 and NRF2 protein level (Figure 5C and 5D). Interestingly
ATF4 levels decreased in the BLM-AE group (Figure 5C).

A relative increase in two markers associated with cell senescence (p16™ protein,
Figure 6A, C, E, G and p21WA" protein, Figure 6B, D, F, H) was observed. In the BLM45 group,
an increased staining in p16 "NK* expression was observed in the fibrosis area in modified
epithelial cells (Figure 6C). This was more pronounced in the BLM90 group (Figure 6E).
Expression of p21%WA*1 was observed in the BLM90 group (Figure F), particularly in the fibrosis
area. In the BLM-AE group (Figure 6G, H) an increased staining of both p21"A** (Figure 6H) and

p16 "N (Figure 6H) was observed in the fibrosis area.

Inflammation is observed in the acute exacerbation model of pulmonary fibrosis.

Macrophages (Figure 7A, D, G, J) and B (Figure 7B, E, H, K) or T-lymphocytes (Figure 7C,
F, I, L) were present within the remodeled interstitium of BLM or BLM-AE groups while not in
the PBS group. After BLM instillation a dense infiltrate of F4-80 macrophages is observed in the
fibrosis area or in the vicinity of the fibrosis at 45 day (7D), decline at 90 days (7G) and shows an
upsurge after exacerbation (BLM-AE, 7J). A similar observation was done for T (Figure 7E, H)) and
B lymphocytes (Figure 7F, L). However, exacerbation displayed a more important infiltration

of B-lymphocytes in the fibrosis area as compared to the other BLM groups (Figure 71).

Inflammation was further quantified through the expression of pro-inflammatory

cytokines within the whole right lung extract. Significant increased levels of KC (Figure 7M)
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and TNF-a (Figure 7N) were observed in the BLM45 group as compared to the PBS group.
Next, inflammation seemed to be resolved in the BLM90, as a decrease in expression was
found to achieve levels measured in the PBS group (Figure 7M and 7N). Interestingly, a
significant induction of KC and TNF-a was observed in the BLM-AE group as compared to

BLM90 and PBS group reaching the levels of the BLM45 group.
HIF-1¢ is associated with the worsening effect of acute injury on lung fibrosis severity.

When reported HIF-1a staining to the isotype (Figure 8B, D), immunohistochemistry analysis
of factor HIF-1a doesn’t showed significant increase in labeling in the BLM90 group (Figure

8C) as compared to the PBS group (Figure 8A).

Interestingly, acute exacerbation induced a strong increase in the expression of HIF-1a protein
in the cytoplasm of AECII (BLM-AE, Figure 8E). Moreover, BLM induced a light increase in Bnip3
and Serpin1 mRNA HIF-responsible genes, which was strongly enhanced in the BLM-AE group
(Figure 8G and 8H).
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Discussion

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a multifactorial lung disease characterized by
progressive and irreversible deterioration of lung function (Martinez et al., 2017). In order to
understand the physiological and molecular mechanisms involved in the development and
maintenance of this disease, murine models of pulmonary fibrosis have been developed. The
most widely used murine model consists on a single intra-tracheal instillation of bleomycin at
asignificant dose ranging from 2 IU/g to 3.5 1U/g. Some of the histopathological and biological
hallmarks observed in this murine model are comparable to what was reported in patients
with IPF (Borzone et al., 2001; Degryse and Lawson, 2011; Limjunyawong et al., 2014). With
the help of these models part of the pathophysiology encountered in this fibrosis-type lung
disease has been clarified. Among these, the role of AECs in the aberrant repair of the alveolar
epithelium has been well described, in particular the disruption of the dialogue between AECs
and underlying fibroblasts but also the role of the different mediators involved in this repair

fibroblasts (Zolak and de Andrade, 2012).

However, these models of fibrosis developed in 14 days present many disadvantages.
First, they are more representative of an acute damage leading to tissue fibrosis than a
progressive interstitial lung disease. Second, as the evolution of the fibrosis is limited, this
model contrasts to the known natural chronic and progressive evolution of human IPF
(Borzone et al., 2001). Indeed, in these mice models, fibrosis resolves in most of cases, which
is at variance with the fatal course of IPF in patients (Moore and Hogaboam, 2008). Therefore,
the need to develop a murine model of pulmonary fibrosis presenting more histological and
molecular similarities with the IPF disease has emerged. A new stable murine model of lung
fibrosis based on repetitive instillation of bleomycin has been developed (Degryse et al., 2010;

Redente et al., 2021).

Using a similar model based on repeated micro aggression, we went further in its
characterization and use to study acute exacerbation. This model presents a stable pulmonary
fibrosis with more uniform distribution of fibrotic lesions, and no reversibility of the lesions
observed during the experiments. At 45 days (BLM45), moderate fibrotic changes are clearly
observed with a significant collagen deposition but also partially rarefied and enlarged
alveolar spaces, with the presence of isolated fibrotic masses in some mice, and quantified by
a 2,9/5 mean Aschroft score. After six IT instillations of BLM, i.e. 90 days after the first IT
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instillation (BLM90), the stage of fibrosis has evolved with a mean Aschroft score of 4,5/5. The
lungs were severely damaged and the pulmonary architecture altered. The remodeled areas
covers more than 50% of the total surface of the lung with confluent fibrotic masses in the
subpleural area. At 90 days (BLM90), mice presented an important quantity of soluble
collagen, a decrease in the distensibility of the lung, enlarged airspaces surrounded by fibrosis
with hyperplastic or bronchiolar-like type epithelium, alveolar collapse with important cystic
cavities closed to honeycomb, and epithelial cell apoptosis, as observed in biopsies of IPF
patients (Raghu et al., 2018). In addition to IPF-like pattern IHC also revealed a significant

presence of macrophages, T and B cells.

To complete the characterization of this model, we present a cellular and molecular
analysis of the main features characterizing IPF, and premature aging, i.e. apoptosis rate,
oxidative stress, DNAdamage and cellular senescence (Lehmann et al., 2017; Phan et al., 2021;
Selman and Pardo, 2014). Our results demonstrated that 6 instillations of BLM (BLM90) were
necessary to ensure the instauration of classical molecular features of IPF (Konigsberg et al.,
2021). 90 days and 6 IT instillations of BLM were required to found TUNEL-positive AECs as
described in biopsies from IPF patients (King et al., 2011; Selman et al., 2001). Indeed, in the
BLM90 group, we noted a major oxidative stress with an increase in DNA oxidation through 8-
OH-dG detection as also reported in patients with IPF (Kuwano et al., 2003; Matsuzawa et al.,
2015). Next, we showed the modulation of ATF4 and NRF2, two transcription factors which
cooperatively work in the redox homeostasis regulation of the cell (Kasai et al., 2020, 2019).
Interestingly, in our model, we reported a lower expression of NFR2, as observed in IPF and
in bleomycin-induced fibrosis mice model (Ahmad et al., 2020; Artaud-Macari et al., 2013;
Walters et al., 2008). Finally, we observed the induction of cell cycle regulators p21WAF and
p16™&* mainly reported in IPF lung biopsies (Alvarez et al., 2017; Disayabutr et al., 2016; Wu

et al., 2020) and implicated in cellular senescence and aging .

When mice receive a high dose bleomycin challenge to generate AE (BLM-AE), we
observed an exacerbation of the main histological and molecular features of lung fibrosis.
Histopathology showed superadded inflammatory and organizing pneumonitis features as
observed in patients (Kishaba, 2019). Although apoptosis seems to be almost stable, we
observed a more compact pulmonary remodeling with an increase in collagen content leading

to a decrease in pulmonary compliance. A major observation made was an activated
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inflammatory response. Indeed, we observed an increase in pro-inflammatory cytokines KC
and TNF-a associated with a higher recruitment of macrophages, T and B lymphocytes in the
fibrosis areas. This phenomenon strengthens the insight of our model which is in line with
observations made in AE in IPF patients in which an increased level of IL-6 and IL-8 has been
reported either in the BAL (Marchioni et al., 2018; Schupp et al., 2015) or in blood (Papiris et
al., 2018).

Acute exacerbations of respiratory function in IPF patients leads to episodes of severe
acute hypoxemia sharing features similar to acute respiratory distress syndrome (Marchioni
et al., 2018). Moreover, acute exposure of alveolar epithelial cells to environmental hypoxia
favors the secretion of pro-inflammatory cytokines in the lung by recruitment of macrophages
(Chao et al., 2011), and hypoxia has been proposed to explain alveolar epithelial cells
deregulation in the pathogenic process of IPF (Burman et al., 2018; Delbrel et al., 2019, 2018;
Tzouvelekis et al., 2007). Furthermore, HIF-1a has been suggested to play a critical role in
regulating the inflammatory response as a decrease in the secretion of pro-inflammatory
cytokines has been observed in HIF " mice (Suresh et al., 2019). Although hypoxemia has not
been studied in our model, we could suggest a role for hypoxia in the epithelial response to
AE. Indeed, we observed a strong increase in hypoxia-induced transcription factor (HIF)
labeling in lung from BLM-AE mice as compared to BLM45 or BLM90 (Table 4). We also
observed increased mRNA expression of Bnip3 and Serpinl HIF-dependent genes both
strongly implicated either in apoptosis and autophagy (Mellor and Harris, 2007) and fibrosis
(Ueno et al., 2011) or in IPF.

In conclusion, our study provides new insights into this progressive and persistent
murine model of lung fibrosis for the study of IPF, confirms the clinically relevance of this
model presenting many characteristic features observed in IPF patients and the potential use
of this model for the study of acute exacerbation in fibrosing interstitial pneumonitis .
Furthermore, we proposed that this model could also be used to test the impact of new
therapeutic molecules with curative aims or the impact of the environment or comorbidities

on the development and evolution of the disease.
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A. Experimental Design
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Figure 1: Experimental protocol, survival and weight curves. (A) Eight-week-old C57BL6/J males mice
received 3 or 6 intratracheal instillations of bleomycin at 0,8 1U/g or PBS every two weeks to form the
BLMA45, BLM90 and PBS groups, respectively. At the same time, a group of mice received a dose of
BLM at 1,6 IU/g during the last instillation, thus forming the Acute Exacerbation group (BLM-AE). (B)
Mice survival was recorded every day until the end of the experimental design for the different groups
(PBS, n=6; BLM45; n=6; BLM30, n=6; and BLM-AE, n=7) and plotted on a Kaplan-Meier curve. (C) Body
weight monitoring was established throughout the experiment, the difference in weight compared to
the weight measured on day O before IT instillations of PBS (n=6), BLM45 (n=6), BLM30 (n=6) and BLM-
AE (n=7) groups are reported on a graph. ** p<0,001.
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Figure 2: Histological study and analysis of collagen deposits (A., C., E., G.): Representative mapping
of hematoxylin and eosin-stained whole lung sections at low magnification from the PBS, BLM45,
BLMS0 and BLM-AE groups respectively (B.,D.,F.,H.): Representative higher magnification of Sirius red
and fast green lung sections from the PBS, BLM45, BLMSO0 groups (scale bar corresponding to 100um).
(1.); Lung injured area was estimated by quantification of sections density after H&E staining using
HistoLab® Image Analysis Software and expressed as the percentage of the total lung section. Injury
quantification was normalized to the mean value of control group and presented as a percentage. {J.):
Histogram representing the average modified Aschroft’s score after analysis of Sirius red/fast green
stained sections for the PBS, BLM45, BLM90 and BLM-AE groups (scale bar corresponding to 100um).
(K.) Quantification of total soluble collagen in the right lung middle lobe by the Sircol method. {L.) Lung
compliance was measured by plethysmography. Raw data in (l., J., K. L.) were submitted to Mann-
Whitney test to compare each group with control group (mean + SD, control PBS group (n=6) versus
BLMA45 (n=6), BLM90 (n=6) and BLM-AE (n=7) groups, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 respectively).
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BLM-AE

| BLM90 |

Figure 3: Lung histopathology in the BLM90 and BLM-AE groups. Sections were either HE
stained (A., B., D., H., )., M.), or by the Masson’s (C., I., K., L.,N.) or Sirius red (E.-G.) methods.
(B.-G.) and (l.-N.) except for L scale bars correspond to 100um. (A.,H.) low magnification
showing the preferential subpleural location with depth extent of the diseased areas in both
groups. (B.-G.) lllustrations of pathological features observed in the BLM 90 group with
subpleural kystic (B.,D.,G.) or central (C.) fibrosis with airway traction (E.) associated with
epithelial hyperplasia (F., asterisk). (l.-N.) lllustrations of the super added cellular and
inflammatory interstitial focal lesions observed in the BLM-AE group compared to BLM90
mice. Connective tissue deposits were pointed out by arrows.
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Figure 4: Measurement of apoptosis. (A.-L.). Evaluation of DNA breaks by the TUNEL technique. A
representative image of at least n=3 mice from the PBS, BLM45, BLMS0 and BLM-AE group is shown.
Nuclei were labeled with DAPI (blue) (A., D.,G.,J.), 3'OH extremities were labeled with a TUNEL probe
(green) (B., E., H., K.) and a merge was performed by Image J (C.,F.,L.,l.) Scale bar corresponding to
50um. (M) Measurement of caspase 3 & 7 activities by CaspaseGlo® technique in PBS (n=6), BLM45
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(n=6), BLM90 (n=6) and BLM-AE (n=7) groups. All values are represented as mean + SD; Mann-Whitney
analysis was performed. * p< 0,01, ***p<0,0001.
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Figure 5: Analysis of oxidative stress. (A.) The concentration of 8-OH-dG was assessed by ELISA in
whole lung homogenate from PBS, BLM45, BLMS0 and BLM-AE mice. (B.) Western blot quantification
of p-yH,AX, ATF-4 (C.), and NRF2 (D.) proteins in total lung homogenates from PBS, BLM45, BLM90 and
BLM-AE mice. The expression levels of p-yH,AX, ATF-4, and NRF2 were related to the expression level
of B-actin for each condition. A representative blot of n=6 mice per group is show. All values are
represented as mean + SD; Mann-Whitney analysis was performed.*p<0.05 and**p<0.01.
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Figure 6: Analysis of senescence markers. (A.) Photographs of 5-um serial lung sections
immunostained for p16™* (A., C., E., G.) and p21"A™ (B., D., F., H.) protein (scale bar corresponding
to 100pm). Representatives image of PBS (n=6, A., B.), BLM45 (n=6, C., D.), BLM90 (n=6, E., F.), and
BLM-AE (n=7, G.H.) groups is shown. Increased expression of p16™*in the BLM90 (E.) and more in the
BLM-AE (G.) group is showed, mainly localized in alveolar epithelial cells in or in the vincity of fibrotic
area. p21WAF1 expression is observed only in the BLM-AE group (H.), in remained tissue specifically in
alveolar epithelial cells.
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Figure 7: Identification of macrophage and lymphocyte cell populations. (A-L): Immunostained
representative lung sections for F4-80 macrophages (A., D., G., J.), CD3 T-Lymphocytes (B., E., H., K.)
and CD19 B-lymphocytes (C., F., 1., L) identification in the PBS (A., B., C.), BLM45 (D., E., F.), BLM90 (G.,
H., I.) and BLM-AE (J., K., L.) groups. Scale bar corresponding to 100pum. A representative image of PBS
(n=6), BLM45 (n=6), BLM90, and BLM-AE (n=7) groups are shown. After BLM instillation a dense
infiltrate of F4-80 macrophages is observed in BLM45 group (D), decline in the BLM90 group (G) and
shows an upsurge after exacerbation (BLM-AE, J). A B and T lymphocytes infiltration was observed in
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BLMS9O0 (H, |, respectively) more marked after exacerbation (K, L respectively). (M, N): Quantification
of KC (M.), and TNF-a. (N.) pro-inflammatory proteins in whole lung protein lysates from PBS (n=6),
BLM45 (n=6), BLM90 (n=6) and BLM-AE (n=7) mice group. All values are represented as mean + SD;
Mann Whitney analysis was performed. * p<0,01, **p<0,001, ***p<0,0001.
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Figure 8: Hypoxia-induced factor HIF-1a. immunostainning and expression level of target genes. (A.,
C., E.) Photographs of 5-pm serial lung sections immunostained for HIF-1a protein and a rabbit isotype
(B., D., F.). (Scale bar corresponding to 50um). A representative image of PBS (n=6, A., B.), BLM90 (n=6,
C., D.), and BLM-AE (n=7, E., F.) groups was shown. When reported to the staining of isotype (5B.-D.),
no significant HIF-1a. staining is observed in the BLM90 group (C.) as compared to the PBS control
group (D.). A significant increase staining of HIF-1a. is observed in the BLM-AE group (E.) mainly
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localized in modified alveolar epithelial cells. {G.) mRNA expression of Bnip3 and (H.) mRNA of Serpinl
quantified by RT-qPCR from PBS (n=6), BLM30 (n=6), and BLM-AE (n=7) mice per groups; Effect of BLM
or BLM-AE was presented as fold induction normalized to the mean value of PBS group and reported
to 1. All values are represented as mean + SD; Mann Whitney analysis was performed. * p< 0,01,

**p<0,001.
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Supplemental materiel

Aschroft scorring: Score 1 corresponds to a lung with no fibrotic burden at the most flimsy
small fibers in some alveolar walls and with normal lung. Score 2 corresponds to clearly fibrotic
changes with alveoli partly enlarged and rarefied, but no fibrotic masses. Score 3 corresponds
to presence of single fibrotic masses (>10% of microscopic field). Score 4 corresponds to lung
with confluent fibrotic masses (>10%) with a lung structure severely damaged but still
preserved and score 5 corresponds to large continuous fibrotic masses (>50%) and lung
architecture mostly not preserved.

Supplemental data 1:
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Figure S1: Evaluation of the pulmonary lesion by Ashcroft score. (A, B) Ashcroft score scale.
Photographs panel of mouse lungs stained with hematoxylin/eosin (A) and Sirius red/fast green stain

(B).
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Conclusion générale de la partie |

Dans le modéle murin obtenu par trois injections IT de faibles doses de Bléomycine
(BLM 45d) nous confirmons la présence d’importants dépots de collagéne témoignant du
développement d’une fibrose pulmonaire. Nos résultats montrent ¢galement que cette fibrose
est évolutive, avec manifestement un changement de population de cellules circulantes, et une
augmentation du nombre de macrophages présentant un phénotype de type M2 (pro-fibrosant)
au cours du temps au sein des zones de fibrose lorsque les animaux sont maintenus en vie 90
jours apres la derniere instillation (chapitre 1). Nous mettons également en évidence que la
fibrose obtenue apres 3 instillations (BLM 45d) présente un niveau d’inflammation important
et que celui-ci semble atténué apres 6 instillations (BLM 90d) (chapitre 2). Par ailleurs, cette
fibrose est plus sévére et plus proche de ce que I’on peut observer chez le patient atteint de FPI,
avec notamment 1’expression des principaux marqueurs apoptotiques et de stress oxydant.
L’utilisation de ce modéle pour étudier les phases d’exacerbation aigiie (EA) (chapitre 2) a
montré que I’instillation d’une dose plus forte de bléomycine provoque une aggravation de la
fibrose pulmonaire et une inflammation importante similaire a ce qui est retrouvé chez les
patients FPI suite a une EA. Nos résultats mettent également en évidence une stabilisation du
facteur HIF-1a ainsi que I’induction de certains de ces geénes cible en réponse a cette nouvelle

agression.

Toutes ces caractéristiques rendent ce modele trés intéressant pour 1’étude des
mécanismes intervenant dans ’instauration, le développement et 1’exacerbation de la fibrose
pulmonaire. Ainsi, ce modele pourrait-étre utilis€ pour développer et tester de nouvelles

approches thérapeutiques de la fibrose pulmonaire.
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Partie II: Impact d’une fibrose pulmonaire sur Ia
commande centrale respiratoire

Introduction

Comme mentionné dans le chapitre II de I’introduction, la fibrose pulmonaire conduit a
un déclin de la fonction respiratoire dont I’origine pose encore question. Quelques anciennes
¢tudes suggerent que les patients atteints de FPI présentent une altération des régulations
ventilatoires (Launois et al. 1991), une faible valeur de capacité vitale forcée (CVF), une
augmentation de la fréquence respiratoire et une diminution du volume courant (V) (Javaheri
and Sicilian 1992). De maniére intéressante, il a été suggéré que les pathologies respiratoires, via
leurs conséquences sur la mécaniques ventilatoire ou les échanges gazeux, puissent affecter la
commande centrale respiratoire (CCR) (Raux et al. 2007).

Notre hypothése est que les altérations du parenchyme pulmonaire, caractérisées par
I’augmentation de la rigidité pulmonaire d’une part et la modification des échanges gazeux suite
a un épaississement de la MEC d’autre part, puissent conduire & des modifications au niveau
du réseau neuronal respiratoire via des phénoménes de neuroplasticité. Dans ce contexte, nous
proposons d’étudier sur le modele de fibrose pulmonaire que nous venons de caractériser
I’impact des atteintes pulmonaires sur la mécanique ventilatoire, ainsi que sur le réseau de
neurones associés a la commande centrale respiratoire. Ces travaux ont conduit a I’obtention

de résultats présentés ci-apres sous forme d’un article original en cours d’écriture.

Résultats

Les résultats de cette partie font |’objet d’un article en cours d’écriture.
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Abstract

Idiopathic pulmonary fibrosis is a lung disease affecting the deep lung. Some patients present impaired
ventilatory parameters characterised by low forced vital capacity values associated with an increased
in respiratory rate, a decreased in tidal volume and an altered ventilatory response to hypercapnia. To
date, the origin of the alterations in ventilatory mechanics and regulation remain unknown. Part of
these respiratory abnormalities may be related to the increased pulmonary stiffness encountered
during pulmonary fibrosis. However, this rigidity may also have an effect on the functioning of the
respiratory neural network, which could ultimately reinforce or accentuate these ventilatory
alterations. Indeed, the central respiratory drive is elaborated by a network of respiratory neurons
located at the ponto-bulbar level whose activity is permanently regulated by peripheral (chemical or
mechanical) and/or central afferents. To this end, we sought to understand what the consequences of
pulmonary fibrosis on ventilatory parameters and how the modification of pulmonary rigidity could
influence the functioning of the respiratory neuronal network. In a mouse model of pulmonary fibrosis
obtained by 6 repeated intratracheal instillations of bleomycin, we first observed an increase in minute
ventilation characterised by an increase in respiratory rate and tidal volume, a desaturation and a
decrease in lung compliance. Furthermore, BLM-induced pulmonary fibrosis led to neuroplasticity at
the level of the neuronal respiratory network and an alteration of the ventilatory response to hypoxia
and hypercapnia. Thus our results showed the pulmonary fibrosis induced not only modification of the

pulmonary architecture but also central adaptation of the respiratory neural network.
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Introduction

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is an interstitial lung disease characterized by an excessive collagen
deposition in the alveolar epithelium leading to a fatal restrictive respiratory failure. In the absence of
effective treatment, the median survival from diagnosis is around 3 years with a variable disease course
among patients (slowly progressive, with occasional exacerbation episodes or more rarely rapidly
progressive (King et al. 2011; Raghu et al. 2011) and high mortality (Dempsey 2006). Old studies
showed in patients with interstitial lung diseases a dyspnea, an impairment of ventilatory variables
characterized by a low value of forced vital capacity associated with an increase in respiratory
frequency, and a decrease in tidal volume (Javaheri and Sicilian 1992). A decrease in the ventilatory
response to hypercapnia has also been reported in patients with pulmonary fibrosis (Launois et al.
1991). However this point was controversial. Indeed, a recent review of the literature suggested that

ventilatory response to CO, rebreathing was unchanged (Plantier et al. 2018).

Histologically, patients with IPF displayed honeycombed alveolar epithelium and fibroblastic foci.
Currently, the retained physio-pathologic hypothesis consists in a deregulation of the dialog between
fibroblasts and the alveolar epithelial cells composing the alveoli. This deregulation would play an
essential role in the process of fibrosis development by allowing an aberrant healing of the alveolar
epithelium and excessive collagen deposit (Raghu et al. 2011; Bendstrup 2014). The excess of collagen
and the transformation of the parenchyma into scar tissue is at the origin of a pulmonary stiffness in
patients with IPF, decreasing lung volumes (Nava and Rubini 1999), as well as the pulmonary
distensibility, and finally results in a decline in lung function due alteration of the mechanical
properties of the lung (Plantier et al. 2018). In mice, functional decline being positively correlated with
pulmonary fibrosis degree (Manali et al. 2011). The pulmonary compliance was also an important
component of the load of the respiratory muscle and the work of breathing (Crystal et al. 1997).
Alteration in pulmonary gaz exchange was also observed in IPF patients associated with a reduction of
the diffusing capacity, an increase of the physiological dead space, and a chronic arterial hypoxemia

(Plantier et al. 2018).

These alterations could results in an activation of the central respiratory drive in IPF patients
(Meerhaeghe et al. 1981; Di Marco et al. 1983). Indeed, respiratory diseases affect the central
respiratory drive through their consequences on the ventilatory mechanics and/or on the gas
exchanges, leading to an increase in the command to the respiratory muscles (Raux et al. 2007). As a
matter of fact, some pulmonary pathologies were characterized on the mechanical level by an increase
in the load imposed on the respiratory system, whose nature depends on the pathology concerned:
resistive load (e.g. asthma), elastic load (e.g. pulmonary oedema) or threshold load (e.g. intrinsic

positive expiratory pressure in emphysema) (Raux et al. 2007). Thus, some ventilatory adaptations
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were being set up to overcome external mechanical loads. However, few things were known

concerning pulmonary fibrosis impact on respiratory neuronal network.

The Respiratory Rhythm Generator (RRG) produces the basic periodic oscillatory activity of ventilation
(Funk and Greer 2013). Then, the Central Pattern Generator (CPG), usually described as a bilateral,
mainly ventral, ponto-bulbar column, translates this basic oscillation into a coordinated pattern of
activity, which is transmitted to the respiratory motoneurons (Funk and Greer 2013). This CPG
permanently received a large number of peripheral and central afferents modulating its activity in
order to adjust the ventilatory pattern to the metabolic (blood gas, pH, ...) or mechanical (posture,
lung inflation, tracheal pressure, thoracic expansion, ...) informations. Thus, mechanical afferents (C-
type fibers, Rapidly Adapting Receptors (RAR) or Slowly Adapting Receptors (SAR)) located in the lung
parenchyma, bronchi and respiratory muscles (Raux et al. 2007), as well as chemosensitives afferents
(peripheral and central chemoreceptors; (Nattie and Li 2012)) were able to modulate pulmonary
ventilation in response to the various stimuli encountered. The first central relay of information from
these peripheral afferents corresponds to the commissural and medial subdivisions of the nucleus of
the tractus solitarius (SolC and SolM), which were the main areas of projection of sensory fibres from
the sinus nerve (Torrealba and Claps 1988) and vagal nerve (Kalia and Mesulam 1980; Contreras et al.

1982). Neurons in the SolC and SolM integrate and relay information from these peripheral afferences

to other regions of the central nervous system involved in the elaboration of central respiratory control.

Neuronal respiratory network is talented for neuroplasticity that consist in a persistent change in the
neural control system based on prior experiences (Mitchell and Johnson stephen 2001). This
phenomenon, may involved structural and functional modifications at the neuronal respiratory
network level. Indeed, as described above, rhythm generation and pattern formation were
permanently influenced by chemoreceptors, mechanoreceptors and neuromodulatory systems
(Mitchell and Johnson stephen 2001). Moreover, plasticity could be induced by hypoxia, hypercapnia
or lung injury (Mitchell and Johnson stephen 2001). Indeed, numerous components of neuronal
respiratory network can show neuroplasticiy after lesion-induced changes in breathing behavior

(Forster 2003).

In this context, our hypothesis was that damage to the lung parenchyma due to the pulmonary fibrosis
could lead to changes in the respiratory neuronal network thought neuroplasticity mechanisms. For
this purpose we propose to investigated in a persistent mice model of chronic lung fibrosis induced by
repeated instillations of BLM (Degryse et al. 2010) the ventilatory mechanics, the ventilatory regulation
to hypoxia and hypercapnia, as well as the pulmonary fibrosis-induced neuronal plasticity at the

respiratory network level.
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Methods

Animals and Ethical approval

All experiments were conducted in C57BI/6j male mice (n= 12, Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle,
France). The animals were aged about 8 weeks and weighed 26.3 + 0.7 g at the beginning of the
experiments. From reception, the animals were housed in standard cages with a 12h/12h lighting
conditions and received a standard diet with ad libitum access to drinking water in our animal facility
(agreement number C9300801). After one week of acclimatization, experimental procedures were

initiated.

Experimental protocols was approved by the ethic committee in animals experiment Charles Darwin,
done in accordance with the European communities Council Directive of September 22, 2010
(2010/63/EU) for animal care and conducted in accordance with French laws for animal care (APAFIS

#18309-2019010316127879 v16).
Induction of pulmonary fibrosis

We have developed an original model of pulmonary fibrosis in C57BI/6j mice, obtained by repeated
intra-tracheal instillations of BLM (Sigma-Merck, European Pharmacopoeia, Reference Standard)
under general anesthesia (3% isoflurane). Briefly, 6 intra-tracheal instillations of low doses of BLM (0.8
Ul.g™) or PBS were performed with an interval of two weeks between two administrations (Degryse et
al. 2010). Survival and body weight were monitored during the entire experimental protocol. All the

following analyses were carried out 2 weeks after the last instillation.
In vivo measurement of ventilatory variables

Ventilatory variables analyses were performed using an adaptation of the technique developed by
Drorbaugh and Fenn (Drorbaugh and Fenn 1955) and modified by Bartlett and Tenney (Bartlett and
Tenney 1970), called "whole body plethysmography". As previously described (Voituron et al. 2009;
Niane et al. 2011; Samillan et al. 2013) breathing variables were measured non-invasively in
unanesthetized and unrestrained animals using whole-body flow barometric plethysmograph (Emka
technologies, Paris, France). Basically, this method consists of recording the pressure variations in a
recording chamber during spontaneous ventilation. Briefly, mice were placed in a recoding chamber
ventilated with air at room temperature (21-22°C). A differential pressure transducer measured the
pressure difference between the recording chamber and a reference chamber. Thus, whole body
plethysmography provides measurement of respiratory frequency (fx in cycle per min, c.min’), as well

as tidal volume (Vr in pl) and minute ventilation (Ve in ml.min?) which were normalized by the weight

-172 -



(Vr, ul. g* and Ve, ml.g™.min?). The Ti/Ttot and V¢/Ti ratios will also be determined to provide an

indication of breathing time and an index of inspiratory drive (Milic Emili and Grunstein 1976).

To analyze the hypoxic ventilatory response (HVR) and the hypercapnic ventilatory response (HcVR),
air was replaced with a hypoxic (10% O,) or hypercapnic (4% CO,) gas mixture for 10 minutes. Briefly
measurements were performed in normoxia (21% O,) for 30 minutes, then hypoxia for 10 min followed
by 10 min of recovery period in normoxia, then hypercapnia for 10 min followed again by recovery

period in normoxia (10 min).
Peripheral oxygen saturation

After short sedation with isoflurane 3% during 2 minutes, animals’ neck was shaved and then a collar
sensor was put in place. After waking, mice were habituated for 10 min and the peripheral blood
saturation (SpO, %) was recorded during 10 min in normoxic condition through this non-invasive

method of infrared pulse oximetry (mouseOx Plus, Starr life science) (Lax et al. 2014; Gille et al. 2018).
Evaluation of lung compliance

The pulmonary compliance was evaluated in mice using plethysmograph (Emka technologies). Briefly,
Mice were sedated (ketamine / xylazine I.P. injection; 100 mg/kg and 20 mg/kg respectively),
tracheotomised and ventilated (RoVent Jr., Kent Scientific Corporation; respiratory frequency = 150
bpm, Tidal Volume = 0.27 ml; Insp/Exp ratio = 0.40). A differential pressure transducer is used to obtain
a flow signal witch reflect the expansion and contraction of the thorax during each ventilation cycle.
Compliance and resistance were calculated following flow signal and pressure signals acquisition.
Volume signal was obtained by an integration of the flow signal measured by the differential pressure
transducer. The pneumotachograph being the only way for air to flow into and out of the chamber,

the difference of pressure between inside and outside was proportional to this flow.
Lung and brain sampling

After measuring lung compliance, a thoracotomy was realised. Then, right pulmonary lobes were
isolated through a ligation to the hilum to prevent the passage of the perfusion solution solution. After
this step, mice were transcardially perfused with 0.9% saline-buffered solution followed by 4%
paraformaldehyde (Chem Cruz, SC-253236B) in 0.1M Phosphate-buffered saline solution (pH 7.4). Thus,
the left lobes as well as the brain were fixed. After fixation, the brain and the heart/lung unit were
removed. The right lung lobes were separated, frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C for other
studies. The left lobes were placed in 20ml 4% paraformaldehyde for 24 hours and paraffin embedded.

Sections were cut at 5um thickness for Masson’s trichrome staining. Finally, the brain was post-fixed
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for 48h at 4°C and then cryoprotected in 30% sucrose solution for 2 days at 4°C for

immunohysotchemistry.
Sirius Red staining

Lung sections of 5pm thickness were dewaxed in two xylene baths and then rehydrated by successive
ethanol baths at decreasing concentration. The collagen fibers 1 and 3 were stained with 0.1% Sirius
Red (Sigma, Cat#365548) and Wash in two changes of acidified water. Subsequently, the lungs are
dehydrated, mounted and observed under the microscope. Then, preparations were dehydrated with

absolute alcohol, cleared with xylene and mounted with hydrophobic mounting solution.
Immunohistochemistry
Analysis of FOSB/AFOSB-positive cells expression

The brainstem was coronally sectioned at 40pm using a cryostat. One section out of two was collected
in 0.1M Phosphate-buffered saline solutions for immunohistochemistry processing. The other ones
were placed in cryoprotective solution and stored at -20°C for later use. Sections were processed for
FOSB/AFOSB immunohistochemistry as previously described (Perrin-Terrin et al. 2016; Baum et al.
2018). Briefly, sections were incubated for 48h at 4°C with a mouse monoclonal antibody directed
against FOSB/AFOSB (F-7, Sc-398595 Santa Cruz used at 1:2000). Then, sections were incubated 2h at
room temperature with a biotinylated goat anti-mouse secondary antibody (Vector Laboratories
BA200 used at 1:2000) and for 1h with avidin-biotin-peroxydase complex (ABC, VECTASTAN, Elit PK-
100 standard, ZE0622). Peroxydase activity were detected using 0,015% 3,3’-diaminobenzidine
tetrahydrochloride (Roth, CN75.3), 0,4% nickel ammonium sulphate (Alfa Aesar, 12519), and 0,006%
hydrogen peroxide (Fischer BioReagents, BP2633) in 0,2M tris-HCI buffer (pH 7.6). Sections were
washed, mounted on silane-treated slides, air-dried, dehydrated with absolute alcohol, cleared with
xylene and coverslipped. Control sections were treated in parallel without primary or secondary

antibodies. No labelling was observed in these conditions.
Double labelling of FOSB/AFOSB-positive cells with neurokinin 1 receptor or serotonin

The distribution analysis of FOSB/AFOSB-positive cells was associated with Neurokinin 1 receptor (NK1-
R) in order to localise more precisely the respiratory rhythm generator (the Pre-Botzinger complex,
(Gray et al. 2001). FOSB/AFOSB-positive cells were labelled according to the same protocol as
described above. Then sections were incubated with NK1-R antibody (Anti-substance P receptor
antibody produced in rabbit, Sigma Aldrich S8305, 1:2500) or 5-HT antibody (Anti-Serotonin antibody
produced in rabbit, Sigma Aldrich $5545, 1:2500) for 48h at 4°C followed by incubation with secondary
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biotinylated antibody (Biotinylated Anti rabbit IgG produce in horse, Vector Laboratories, BA-1100
1:2000) for 2h at room temperature and finally revealed with ABC kit. Thereafter, NK1-R labelling was
detected with 0,192% DAB (Roth, CN75.3), 3,6% NaCl (Fisher S/3160/60), 4% Nickel (Alfa Aesar 12519)
and 0,0125 % H,0,. Sections were then washed, mounted on silane-treated slides, air-dried,
dehydrated with absolute alcohol, cleared with xylene and coverslipped. Control sections were made

whithout primary or secondary antibodies. No labelling was observed in these conditions.
Quantification of the number of FOSB/AFOSB-positive cells

Sections were examined under a light microscope (Axioskop Zeiss Germany)) and FOSB/AFOSB-positive
cells were analysed in brainstem structures related to respiratory control using standard landmarks
(Paxinos and Franklin 2012):commissural part, median part and ventrolateral part of nucleus of the
solitary tract (SolC, SolM and SolVL respectively); raphe magnus nucleus (RMg); raphe pallidus nucleus
(RPa); raphe obscurus nucleus (ROb); retrotrapezoid nucleus/parafacial respiratory group (RTN/pFRG)
and hypoglossal nucleus (12N).

Counts were performed by eye at higher magnification (x400). Bilateral structures were analysed on
one side and positives cells were counted in the entire area for the median structures. For each
structure, results were expressed as the mean number of positive-cells per section. For double-labeled
cells, results were expressed as the mean percentage of double-labeled cells among the total number
of FOSB/AFOSB-positive cells in the pre-Botzinger complex (NK1-R), The RTN/pFRG (NK1-R) or the
medullary Raphe (5-HT). Distribution of FOSB/AFOSB-positive cells was represented on drawings to
illustrate their location and photos (QImaging Retiga 2000R Fast 1394) were taken to illustrate double-

labelled cells.
Statistical analysis

Graph and statistical analyses were performed with GraphPad Prism (GraphPad Software, version 9).

Data were presented as the mean + SD. D’Agostino-Pearson Omnibus normality test was realized to

asses the distribution of the data. Comparisons among groups were assessed using Mann-Whitney test.

*p<0.05 differences were considered to be significant.
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Results
Repeated instillations of BLM lead to collagen deposits distributed throughout the lung and alters

the ventilatory mechanics in mice

Fifteen days after the first instillation, body weight was significantly lower in BLM group as compared
to control (data not shown). This difference persists until the end (J90) and weight gain remains about
50% lower in the BLM group (Table 1). As already observed (Yegen et al., 2021-in preparation) Survival
of the BLM group significantly decreased after the third instillation (82%; Data not shown). At the lung
level, the extent of fibrosis is observed on lung biopsy mapping by collagen deposition stained with
Sirius red (Figure 1A, 1B). As expected, a large and extensive collagen deposition was observed in the

lung of BLM group as compared to PBS group.

At the beginning of the protocol (J0), the respiratory variables were not different between PBS and
BLM group (Table 1, Figure 1C, 1D). However, after 90 days of bleomycin treatment, minute ventilation
(Ve) was significantly increased in BLM group as compared to PBS group (Table 1, Figure 2C, 2D, 2E,
2F). Indeed, mice with BLM-induced pulmonary fibrosis displayed an important increase in Vr and fz
(Table 1, Figure 2F). Moreover, fifteen days after the end of the protocol, the BLM group displayed a
significant increase in the Ti/Ttot and V+/Ti ratio as compared to the PBS group (Table 1). Finally, BLM
group show a significant decrease in lung compliance (Figure 1G) and SpO, (Figure 1H) as compared to
PBS group. Our results showed that greater the fibrosis (determined according to an histological score,
Yegen etal., 2021 —in preparation; Figure 2) the lower is the saturation and the compliance. Conversely,

when the histological fibrosis score increased, the Ve increased (Figure 2).
Pulmonary fibrosis induces neuroplasticity at the respiratory network level

As compared to PBS group, BLM group displayed a significantly higher number of FOSB/AFOSB-positive
cells in the SolC, SolM and SolVL (+170% to +200%, Table 2, figure 2A, 2B, 2C, 2D), RTN/pFRG (Table 2,
Figure 3C, 3D, 3E, 3F). The localisation of the NK1-R distribution associated with that of FOSB/AFOSB-
positive cells suggested that neurons of the pre-Botzinger complex (Figure 4) displayed a long-term
modification of their activity following an experimental induction of pulmonary fibrosis (Figure 4B, 3D).
Indeed, among the FOSB/AFOSB-positive cells in pre-Bétzinger complex, 100% expressed NK1R in PBS
while 77% expressed it in the BLM group. Finally, an increase in FOSB/AFOSB-positive cells was also
observed in the RMg of the BLM group (Table 2, Figure 3D, 3F), where 67% of these positive cells were
5-HT positives (Figure 5B, 5D).

BLM-induced pulmonary fibrosis abolishes chemoreflex

10
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Exposure of mice to hypoxic stress (10% O,) significantly increases the ventilatory flow rate of PBS mice
from the first minute until the end of exposition (Figure 6A). Two minutes after the end of hypoxia,
minute ventilation had decreased in order to return to control values (Figure 6A). This increase in
minute ventilation (Ve) observed in PBS group was characterized by an increase in V- (Figure 6B) and
fr (Figure 6C). However, BLM-induced pulmonary fibrosis abolishes hypoxic ventilatory response
(Figure 6A). Indeed, exposure of BLM mice to a hypoxic gas mixture (10% O,) did not modify neither
the Vr (Figure 6B) nor their fr (Figure 6C). In the same way, while exposure to 8% of CO; led to an
increase in Ve in PBS mice (Figure 6D) mainly due to an increase in fr from the first minute until the
end of exposition (Figure 6E, 6F), no hypercapnic ventilatory response was observed in the BLM group

(Figure 6D, 6E, 1F).
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Discussion

Idiopathic pulmonary fibrosis is a deep lung disease. This pulmonary pathology of unknown origin
is characterized by an excessive accumulation of collagen fibers leading to a thickening of the
extracellular matrix (Vuorio et al. 1989). The aim of this study was to characterize the impact of
persistent fibrosis on the ventilatory function and on the neuronal plasticity of the ponto/bulbar
respiratory network. Our main results suggested that BLM-induced pulmonary fibrosis led to

modification of pulmonary mechanics leading to neuronal plasticity.
Pulmonary Fibrosis alters ventilatory mechanics

We observed alteration of ventilatory variables in our mice model of IPF, which was consistent with
what is observed in the patient with IPF (Olukogbon et al. 2016). These patients displayed an increase
in minute ventilation associated with increased respiratory rate and decreased tidal volume (Javaheri
and Sicilian 1992; FUMEAUX et al. 2003). The breathing time as well as the inspiratory drive (given
respectively by The Ti/Ttot and V:/Ti ratios; Milic Emili and Grunstein 1976) was also increased
following the induction of pulmonary fibrosis. In a mouse model of pulmonary fibrosis induced by a
single intra-tracheal instillation of BLM, the work of breathing was significantly correlated with lung
fibrosis histopathology score (Phillips et al. 2012), which was in line with our results. Our murine model
of pulmonary fibrosis obtained after repeated bleomycin instillation presents a diffuse collagen
deposition in the whole lung. This could explain, at least in part, the decrease in pulmonary compliance.
This decrease is consistent with that observed in the literature for murine models of pulmonary fibrosis
obtained by repeated instillation (Redente et al. 2021) and would be in response to an increase in the
collagen content of the pulmonary parenchyma. As there were mechanical afferents from
mechanoreceptors located in the lung parenchyma, bronchi and respiratory muscles (Raux et al. 2007),
the modification of the lung resistance could affect the thoraco-pulmonary mechanoreceptors, which
in turn can affect the control of ventilation (Figure 6). Indeed, a disturbance of the ventilatory
mechanics can have a significant effect on the respiratory control (Maszczyk et al. 1990). Furthermore,
we observed that mice developing pulmonary fibrosis 90 days after the first IT instillation of BLM
showed a decrease in SpO,, as observed in patients with IPF (Arizono et al. 2020). The observed
desaturation could activate peripheral chemoreceptors (Khoo et al. 1982; Lahiri et al. 1983)and
participate to the minute ventilation augmentation (Figure 7). Then, the alterations in ventilatory
mechanics and gas exchanges at the level of the alveolar-capillary membrane could be associated to
alteration of ventilatory variable (Figure 6) but also with the sensation of dyspnea (Schelegle et al.

2001; Plantier et al. 2018).
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The pulmonary fibrosis-induced increase in ventilation could reflect the need for the animals to make
an "effort" to compensate for the increase in pulmonary rigidity (mechanical origin) and/or could be
related to the presence of an hypoxemia (central origin, which is a consequence of the alteration of
gas exchange due to the thickening of the alveolar-capillary membrane (Launois et al. 1991). These
results suggested that the mechanism underlying the increase in Ve may also have a central origin. In
point of fact, central nervous system received different kinds of afferences including metabolic

afferents from central and peripheral chemoreceptors (Raux et al. 2007; Dean and Putnam 2010).
Pulmonary fibrosis led to a neuroplasticity phenomenon

Breathing results from the rhythmic contraction of the ventilatory muscles, which depend on a
central respiratory drive that determines the respiratory frequency and the tidal volume. A neuronal
network located at the ponto-medullary level generates this central command. Thus, the observed
changes in ventilatory variables observed in our mouse model of pulmonary fibrosis could also reflect
a change in the functioning of this respiratory neuronal network. Our hypothesis was that the
modification of the pulmonary mechanics and hypoxemia due to fibrosis could be at the origin of a
neuroplasticity due to the afferents from chemo and mecano-receptors. Indeed, in IPF patients,
increase in ventilatory effort induced by exercise could be attributed to increased afferents from the
lungs and/or chest wall (Meerhaeghe et al. 1981). Furthermore, the disturbance of the ventilatory
mechanics can have a significant effect on the respiratory control (Maszczyk et al. 1990). Analysis of
the different structures within the respiratory neural network showed in our pulmonary fibrosis mice
model an increase in the number of FosB/AFosB positive cells suggesting that some of them modify
their activities in response to lung damage. The thoraco-pulmonary mechanoreceptors as well as the
chemoreceptors, via their afferences, could be at the origin of a neuroplasticity phenomenon affecting
respiratory control. It was previously suggested that the ventilatory alterations observed in patients
with stable diffuse interstitial lung disease would be the result of neural mechanisms (Di Marco et al.
1983). Our results tried to elucidate this point. It seems that lung damage could be associated with
long-term changes in the sensitivity of pulmonary sensory receptors (Undem and Kollarik 2005) and/or
altered synaptic plasticity in second-order neurons in the nucleus tractus solitary as well as in higher-
order synapses (Getsy et al. 2019). Indeed, SolC and SolM were the first central relay of information
from the peripheral chemosensory and mechanical afferents (Torrealba and Claps 1988). Neurons in
the SolC and SolM integrate and relay information to other respiratory neuronal network such as
(Figure 7) RTN/pFRG (Takakura et al. 2006). So, changes of chemo and mecanoreceptors activity can
affect the entire respiratory neuronal network and explain the observed increase at the level of the

pre-Botzinger complex leading to an increase of the respiratory motor output, which could modify the
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respiratory pattern. Thus, it seems that chest wall mechanoreceptors sensitive to rib cage expansion,

as well as chemoreceptors could contribute to these responses.
Pulmonary fibrosis-induced ventilatory deregulation: a neural origin?

Studies conducted in the 1980s in patients with interstitial lung disease showed a "fast and shallow"
respiratory profile compared to healthy subjects during maximal and progressive exercise. This higher
respiratory drive observed during exercise could be attributed to an increase in afferent reflexes from
the lungs and/or chest wall (Meerhaeghe et al. 1981). It is also reported in some patients an alteration
of the respiratory responses to hypoxia and hypercapnia (Rhoads and Brody 1969; Roncoroni et al.
1975) and in particular a decrease in the ventilatory response to hypercapnia (Launois et al. 1991) but
there were few hypotheses to explain this. As mentioned above, alteration in pulmonary gaz exchange
was also observed in IPF patients associated with a reduction of the diffusing capacity and an increase
of the physiological dead space (Plantier et al. 2018). This phenomenon could affect the sensitivity
threshold of the chemoreceptors, explaining the lack of response of our animals. Another hypothesis
was that the neuroplasticity phenomena mentioned above impact the function of the main central
chemoreceptors (RTN/pFRG and medullary raphe), abolishing the ventilatory response to hypercapnia.
However, this hypothesis remains speculative and needs to be tested. A third explanation may lie in
the already high level of Ve of BLM mice at rest. We can therefore hypothesis that in BLM group the
the chemosensitive reflex arc was normal but that the respiratory system cannot translate this
command into an increase in Ve beyond that observed at rest. This hypothesis remains also speculative
and needs to be tested. Thus, the alterations in ventilatory observed in patients with IPF could be the
result of metabolic constraints encountered during pulmonary fibrosis, but also in response to a central

adaptation or a defect of the respiratory effector.
Conclusion

Our results showed that pulmonary fibrosis-induced lung damage affect the central respiratory
drive through their consequences on the ventilatory mechanics and/or on the gas exchanges, leading
to an increase in the command to the respiratory muscles. The activation of the respiratory neurons
was evidenced by neuroplasticity in response to this pulmonary damage, suggesting that the observed
anomalies were not only related to peripheral lung mechanical effects but also to a central adaptation

of the respiratory neural network.
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Figures and tables

Table 1: Ventilatory parameters: Representation of ventilatory flow rate (VE, in ml per min per g), tidal
volume (VT, in pl per g), respiratory rate (Rf, in cycles per min), inspiratory time to total time (Ti, Ttot,
in sec), tidal volume to Ti (VT/TI, in pl per g per min) measured by whole-body plethysmography on

non-anesthezied, free-moving animal.

PBS group BLM group
survival (%) 190 100 =20
Body weight 10 243213 231213
(&) 190 331£13" 27.8+2.3°
v, 1o 2.1610.13 1.83+0.13
E
(ml.g*min!) 190 1.810.12 4.8140.13 %
v 10 8.4710.61 7.2740.65
T
(w.g?) 190 7.2331.22 13.8711.23"
P 0 255432 255430
L3
(c.min ) 190 250123 34627
10 0.3010.11 029011
Ti/Tlﬂl -
190 0.31$0.13 0.3410.11"#
W, 10 0.1210.17 0.1010.13
(ul.g.min) 190 0.1640.13 0.41£0.14 *

Table 2: Counting of positive neurons for FOSB/AFOSB in the ponto-bulbar respiratory centers

PBS group BLM group
Solc 5.50+2.16 10.95 +6.59%*
Solm 5.93+2.37 10.77+2.35*
Solvi 4.54+2.04 7.67+1.75*
RTN/pFRG 5.15+1.77 10.39+5.68**
ROb 4.35+1.75 6.60+2.13
RMg 5.72+1.56 12.49+5.44%*
RPa 5.58+1.56 6.96+2.11
12N 5.27+2.53 6.69+2.34
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Figure 1: Measurement of ventilatory parameters of mice developing pulmonary fibrosis obtained
by repeated instillations of bleomycin. Cartography of a 5um thick section of lung stained with Sirius
Red from PBS (A) and BLM (B) groups. A representative lung slice was shown for each group.
Plethysmographic recording of breathing in PBS (C, E) or BLM (D, F) groups recorded at 0 days (C, D)
and at the end of experimental induction of pulmonary fibrosis (90 days, E, F). Calibration bar in x-axis:
1 sec and y-axis: 10pl/g. (G) Measurement of lung compliance by covariance method (Ccoy, ml/cm H,0)
using whole body plethysmography on anesthetized and tracheomized mice in the PBS (n=6) and BLM
90d (n=6) groups. (H) Measurement of peripheral oxygen saturation (SpO,, % in O,) by pulse oximeter
placed at the shaved neck of vigorous mice constituting the PBS (n=6) and BLM 90d (n=6) groups. All
values were represented as mean * SD, Mann-Whitney test was performed. *p<0,01, **p<0,001.
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Figure 2: Histogram representing the correlations between the severity of lung damage and
ventilatory functions. Scores of 1 to 2 represent lung injury representing less than 20% of the total
lung area. Scores between 3 and 5 represent lung damage representing more than 20% of the total
lung surface. A. Represents the correlation of blood oxygen saturation with the degree of severity of
pulmonary fibrosis B. Represents the correlation of pulmonary compliance with the degree of severity
of pulmonary fibrosis. C. Represents the correlation of flow rate with the degree of severity of
pulmonary fibrosis.
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Figure 3: Representative labelling showing changes in FOSB/AFOSB expression due to bleomycin-
induced pulmonary fibrosis. Drawing showing the distribution of the FOSB/AFOSB positive cells (black
dots) in the respiratory related structure in PBS (A, C, E) and BLM (B, D, F) groups. Scale bar = 100 um.
Abbreviations: SolM: median part of nucleus of the solitary tract; SolVL: ventrolateral part of the
nucleus of the solitary tract; raphe magnus nucleus (RMg); raphe pallidus nucleus (RPa); raphe
obscurus nucleus (ROb); retrotrapezoid nucleus/parafacial respiratory group (RTN/pFRG) and
hypoglossal nucleus (12N).

A

PBS

S 100um
Interneural -2.84 mm Bergma -6.64 mm

B SN D

X ’\ - O A
P AP Ko )&'-\\
BLM * : R
R Lk ALY d S v
TR 2 A
4T —

Figure 4: pulmonary fibrosis-induced FOSB/AFOSB expression at the level of pre-Bétzinger complex.
Drawing showing the distribution of the FOSB/AFOSB positive cells (black dots), NK1-R positive cells
(White dots), or both (Star) in the pre-Botzinger complex in PBS (A) and BLM (B) Photomicrographs (C,
D) below the drawing (A, B) correspond to the regions delimited in red. Black arrows indicate
FOSB/AFOSB positives cells, white arrows indicate NK1-R positives cells and grey arrows indicate
double positives cells. Scale bar = 100pm for the drawing and 100um for the photos
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Figure 5: Some FOSB/AFOSB positives cells were serotoninergic at the level of the Raphe magnus.
Drawing showing the distribution of the FOSB/AFOSB positive cells (black dots), 5-HT positive cells
(White dots), or both (Star) in the Raphe Magnus in PBS (A) and BLM (B). Photomicrographs (C, D)
below the drawing (A, B) correspond to the regions delimited in red. Black arrows indicate FOSB/AFOSB
positives cells, white arrow indicates NK1-R positives cells and grey arrows indicate double positives
cells. Scale bar = 100pm for the drawing and 100pm for the photos.
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Figure 6: Ventilatory response to hypoxia and hypercapnia in mice developing pulmonary fibrosis.
PBS (white bar) and BLM (black bar) mice were exposed to 10% O, (hypoxia; A, B, C) and 4% CO,
(hypercapnia; D, E, F) for 10 minutes each and a 15-minute recovery period. (A) and (D) represent
ventilatory flow (Ve) in response to hypoxia and hypercapnia; (B) and (E) represent tidal volume (Vr)
in response to hypoxia and hypercapnia; (C) and (F) represent respiratory rates (fz) in response to
hypoxia and hypercapnia.
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Conclusion générale de la partie Il

L’analyse de la fonction pulmonaire des souris développant une fibrose pulmonaire par
six instillations répétées BLM montre une diminution de la compliance pulmonaire, de leur
saturation en O; et une altération des variables ventilatoires. On observe chez ces souris, une
augmentation de la ventilation supportée par une augmentation de la fréquence respiratoire et
du volume courant. L’analyse des structures respiratoires ponto-bulbaires nous a permit
d’identifier les structures support de la neuroplasticité comme les sous-divisions commissurales
et médianes du noyau du tractus solitaire (c-NTS et vI-NTS), structures décrites comme étant
les sites de projection des afférences périphériques. Nous observons €¢galement une activation
du préBotC, reflet de ’augmentation de la fréquence respiratoire. En outre, une activation du
noyau rétrotrapézoide / groupe respiratoire parafacial (RTN/pFRG) et des Raphés bulbaires
(RMg) est observée. Ces structures sont décrites pour avoir un role dans la régulation de la
ventilation en réponse a une variation d’O,, CO: et/ou pH. De plus, nous observons une
altération de la réponse ventilatoire a I’hypoxie et a I’hypercapnie. Ces altérations peuvent étre
liées a une modification du fonctionnement du réseau neuronal respiratoire et/ou a une une

modification du seuil de sensibilité des chémorécépteurs ou des mécanorécepteurs.
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Partie III : Impact du syndrome d’apnée obstructive du
sommeil sur la fibrose pulmonaire idiopathique

Introduction

Nous avons vu dans I’introduction la forte prévalence des SAHOS modérés a sévéres
chez les patients présentant une FPI (Lancaster et al. 2009a; Gille et al. 2017). Le SAHOS, de par
ses ¢épisodes récurrents d’hypoxie-réoxygénation rencontrés au cours du sommeil liés aux
apnées obstructives constituent un stress d’HIC pouvant participer au développement ou a
I’aggravation de la fibrose pulmonaire. Une étude réalisée in vivo au sein de notre laboratoire
montre que I’exposition & I’HIC d’un modéle murin de fibrose pulmonaire induit par une forte
dose de bléomycine, conduit a une aggravation de la fibrose pulmonaire associée a I’apparition
d’un stress oxydant et d’une réponse inflammatoire importante (Gille et al. 2018). Par ailleurs,
pendant ma thése nous avons identifié¢ I’implication de marqueurs pro-fibrosants et du stress du
RE dans cet effet (Haine et al. 2021a). En outre, les phases d’hypoxie- réoxygénation rencontrées
dans le SAHOS peuvent avoir des effets sur le réseau neuronal respiratoire ainsi que sur la
fonction respiratoire et le réseau de neurones respiratoires. A ce jour, ces différents éléments
n’ont jamais ¢été abordés dans un contexte de fibrose pulmonaire.

Pour cela, nous proposons de documenter 1’impact de ’'HIC sur le développement, la
sévérité ou I’exacerbation de la fibrose mais également son impact sur la commande centrale

respiratoire.
Les résultats de cette Partie III seront présentés en trois grands chapitres :

Chapitre I : Etude moléculaire de I’impact de I’hypoxie intermittente chronique sur la sévérité
de la fibrose pulmonaire (Ces résultats font I’objet d’un article publi¢ récemment dans la revue

life (Haine et al. 2021a).

Chapitre II : Impact d’une exposition prolongée a de I’hypoxie intermittente chronique au

niveau pulmonaire et sur 1’elaboration de la commande centrale respiratoire.

Chapitre III : Impact d’une exposition a de I’hypoxie intermittente chronique sur la commande

centrale respiratoire dans un contexte de fibrose pulmonaire.
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Chapitre I- Etude moléculaire de I’impact de I’hypoxie intermittente
chronique sur la sévérité de la fibrose pulmonaire

Introduction

De nombreuses études ont mit en évidence la forte prévalence des SAHOS dans la FPI,
ainsi qu’un effet aggravant de I’HIC sur la fibrose pulmonaire induite expérimentalement
(Braun et al. 2018; Gille et al. 2018; KANG et al. 2018). Cependant, les mécanismes moléculaires
sous-jacents a 1’origine de ces aggravations restent méconnus.

Dans une ¢étude a laquelle j’ai contribué nous nous sommes intéressés aux mécanismes
moléculaires impliqués dans cet effet aggravant, et a la place que peut jouer le SAHOS dans la
fibrogéneése, en testant un protocole de préexposition ou de co-exposition des animaux a de
I’HIC avant I’initiation de la fibrose expérimentale.

Ces travaux réalisés sur un modele murin de fibrose pulmonaire obtenue par instillation unique

de bléomycine ont conduit a I’obtention de résultats récemment publiés dans la revue life

Résultats

Les réultats de ce chapitre ont fait ['objet d’'un article publié dans le journal « Life » en 2021.
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Abstract: Background: High prevalence of obstructive sleep apnea (OSA) is reported in incident and
prevalent forms of idiopathic pulmonary fibrosis (IPF). We previously reported that Intermittent
Hypoxia (IH), the major pathogenic element of OSA, worsens experimental lung fibrosis. Our
objective was to investigate the molecular mechanisms involved. Methods: Impact of IH was
evaluated on C57BL /6] mice developing lung fibrosis after intratracheal instillation of Bleomycin
(BLM). Mice were Pre-exposed 14 days to IH before induction of lung fibrosis or Co-challenged with
IH and BLM for 14 days. Weight loss and survival were daily monitored. After experimentations,
lungs were sampled for histology, and protein and RNA were extracted. Results: Co-challenge or
Pre-exposure of IH and BLM induced weight loss, increased tissue injury and collagen deposition,
and pro-fibrotic markers. Major worsening effects of IH exposure on lung fibrosis were observed
when mice were Pre-exposed to IH before developing lung fibrosis with a strong increase in sXBP1
and ATF6N ER stress markers. Conclusion: Our results showed that IH exacerbates BLM-induced
lung fibrosis more markedly when IH precedes lung fibrosis induction, and that this is associated
with an enhancement of ER stress markers.

Keywords: obstructive sleep apnea; idiopathic pulmonary fibrosis; ER stress; intermittent hypoxia

1. Introduction

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is the most common form of chronic interstitial
lung disease in elderly adults [1,2]. The well-accepted hypothesis to explain the pathogene-
sis of the disease is related to recurrent micro-aggressions of the alveolar epithelium by
various endogenous and exogenous factors (viruses, cigarette smoke, gastroesophageal
reflux, pollutants, etc.). Indeed, repetitive alveolar aggressions induce a deregulation of
epithelial-mesenchymal interaction and lead to an aberrant repair of the injured epithe-
lium [2]. Alveolar epithelial cell (AEC) phenotype and function are altered and fibroblast
proliferation is enhanced. AECs undergo apoptosis [3,4] and/or epithelial-mesenchymal
transition (EMT) [5,6]. Moreover, fibroblasts are activated into myofibroblasts. A character-
istic micro-environment is formed, principally made up of pro-fibrotic mediators (TGFf3,
PDGEF, CTGE, etc.) [7]. Accumulation of extracellular matrix (ECM) is then observed, which
leads to parenchymal rigidity and contributes to an alteration of lung function [2].

Life 2021, 11, 973. https:/ /doi.org/10.3390/1ife11090973
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Recently, several studies reported the high prevalence of obstructive sleep apnea
(OSA) syndrome in IPF patients [8,9]. Indeed, 62% of patients with newly diagnosed IPF
present a moderate to severe OSA [8], suggesting that OSA could precede (or at least
occur at the same time as) the onset of IPF [8]. Interestingly, the use of OSA therapy by
continuous positive airway pressure (CPAP) was shown to be effective on some clinical
aspects, improving daily living activities and quality of sleep in IPF patients [10]. However,
the impact of OSA on IPF development is unclear [9], and the molecular mechanisms
involved in these effects are poorly understood.

OSA consists of repeated upper airway obstructions leading to transient reduction
in inspiratory air flow caused by increased resistance in the upper airways [11]. These
obstructions induce hypercapnia and hypoxemia [12]. Thus, OSA is characterized by cyclic
episodes of hypoxia-reoxygenation during sleep named “intermittent hypoxia, (IH)” which
is particularly deleterious through the generation of oxidative stress and inflammation
response and is considered as a key factor in OSA-related comorbidities [13,14].

Interestingly, IH exposure, the main pathogenic element of OSA, negatively impacts
lipopolysaccharide (LPS)-induced acute lung injury [15]. Indeed, we and others showed
that IH worsens the severity of lung fibrosis in rodent models of Bleomycin (BLM)-induced
lung fibrosis [16,17] by an undefined molecular mechanism.

Among the molecular mechanisms that may be involved both in IH and in IPF patho-
genesis, endoplasmic reticulum (ER) stress seems to play a significant role. ER stress
markers have been found overexpressed in IPF biopsies [18] as well as in mouse models
of Bleomycin-induced lung fibrosis [19], and in the heart and lung of mice exposed to
intermittent hypoxia [20,21]. ER is involved in calcium homeostasis and in the synthesis,
maturation and folding of proteins. When homeostasis is disturbed, following an accu-
mulation of Ca* or improperly folded proteins, a specific signalling pathway called the
Unfolded Protein Response (UPR) is activated, monitoring the ER stress. Three essential
branches of the UPR (IRE1-XBP1), (PERK-ATF4) and ATF6 are initiated by the release and
the shifting of the GRP78 and GRP75 chaperone proteins on unfolded proteins [22]. As a
consequence, UPR will moderate the overall proteins synthesis, promote their degradation,
or induce apoptosis or change in cells phenotype by EMT [19,23,24]. Interestingly, ER
stress-induced lung apoptosis and fibrosis have recently been observed in the lung of mice
exposed to IH [21].

In this study, we document the impact of IH on lung fibrosis severity, and we investi-
gate the molecular mechanisms involved in the worsening effect of IH on lung fibrosis and
the impact of a pre-exposure to IH. We show that IH increases ECM deposition and the
expression of pro-fibrotic factors. Moreover, we evidence that pre-exposure to IH before
the induction of lung fibrosis enhances the expression of ER stress markers.

2. Materials and Methods
2.1. Ethical Approval
Experimental protocols, approved by the Charles Darwin Ethics committee, were

followed in accordance with European community’s council directive 2010/63/EU for
animal care, and French laws for animal care (APAFIS #18309-2019010316127879 v16).

2.2. Animals

Experiments were performed in 54 C57BL/6] male mice (Janvier Labs, Le Genest-
Saint-Isle, France), about 8 weeks old. All animals were housed in standard conditions in
a 12 h/12 h light/dark cycle, at an ambient temperature of 2022 °C, and had ad libitum
access to water and food.

2.3. Lung Fibrosis Induction

Lung fibrosis was induced by a single intra-tracheal instillation of Bleomycin (BLM,
Bellon-Sanofi, Aventis, France) at 21U/g in 100 uL of PBS. The control group was instilled
with 100 pL of PBS. The same qualified experimenter always performed instillations.
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Weight and survival were monitored daily. Induction and presence of fibrosis injury was
confirmed by histological analysis (Hematoxylin-Eosin and Aniline blue staining).

2.4. Experimental Design

To document the impact of the main pathogenic aspect of OSA, i.e., hypoxia-reoxygenation,
we exposed mice to intermittent hypoxia.

Mice were exposed to intermittent hypoxia (IH; 30 cycles/hour, 8 h/day, Nadir 7%
O,) or intermittent air (IA) (day-14). Fourteen days later, Bleomycin (BLM) (2 IU/g) or
PBS instillations were performed (day 0). Mice were then exposed to IH or IA at d1 and
sacrificed 2 weeks later (d15). Six experimental groups of at least 5 mice were compared:
Control (12 mice); IH exposure (14 d, 9 mice); IH exposure (28 d, 8 mice); BLM exposure
(11 mice); Co-challenge (5 mice) and Pre-exposure (9 mice) (Figure 1).

Experimental design

do
PBS or BLM
instillation
d-14 d14 after challenge
1A or IH d1 Mouse sacrifice
exposure 1A or IH and lung extraction
exposure

|

IH, 30 cycles/hour
8 hours/day
Nadir 7% O,

Experimental groups:

Control/IA IH exposure (14d) IH exposure (28d)

Figure 1. Experimental design of Bleomycin instillation and Intermittent Hypoxia exposure. Mice
were exposed to Intermittent Hypoxia (IH; 30 cycles/hour, 8 h/day, Nadir 7% O, magenta color) or
intermittent air (IA, white color) (day-14). Fourteen days later, Bleomycin (BLM, black color) or PBS
was instilled intratracheally (day 0). Mice were then exposed at d1 to IA or IH; black hatched bars
are for BLM/IA exposure, blue color for IH exposure (14 d), blue hatched black for the Co-challenge
group, and magenta hatched black for the Pre-exposure. Two weeks later (d14), mice were sacrificed
and lungs were extracted for molecular and histological analyses.

%

2.5. Intermittent Hypoxia Exposure

As previously described [17], mice were placed in a customized plexiglas chamber
(VelO,X, Baker Ruskinn-Alliance Bio Expertise, France) associated with an automated ni-
trogen/air delivery system (Iconic, Baker Ruskinn-Alliance Bio Expertise, France). Oxygen
level was permanently monitored and IH was achieved by adding nitrogen or oxygen in
the chamber. The fraction of inspired oxygen (FiO,) varies from 21% to 7%. In order to be
as close as possible to the kinetics observed in OSA [25], the nadir was reached by adding
nitrogen slowly (around 58 s) and the reoxygenation was rapid through oxygen flushing
(around 26 s). Mice were exposed for 30 cycles/hour, 8 h/day (during their sleep period)
for 14 or 28 days. Control animals were exposed to IA in an identical chamber flushed with
the same alternating period with air.
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2.6. 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 the lung, trachea was canulated and a thoracotomy was performed.
Lung was rinsed by an injection of physiological saline through the pulmonary artery.
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 H,O 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
were placed in 20 mL 4% paraformaldehyde for 24 h and paraffin embedded. Sections
were cut at 5-um thickness for histology.

2.7. Histological Staining

Left pulmonary lobe sections were deparaffinized with xylene, rehydrated and rinsed
before Haematoxylin-Eosin (H&E) or Aniline blue (AB) staining. For H&E staining, 5-um
lung sections were consequently stained with Haematoxylin (RAL Diagnostics, Bordeaux,
France, 362850-2500, 10 min), 80% ethanol (5 min) and alcoholic Eosin (VWR International,
Rosny-sous-Bois, France, 10047103, 2 min). For AB staining, 5-um lung sections were
stained with aniline blue solution (VWR International, Rosny-sous-Bois 34015.182, 5 min),
and rinsed with 0.1% acetic acid solution (2 min). After H&E or AB staining process,
sections were washed, mounted, dehydrated with ethanol, and cleared with xylene and
cover-slipped using mounting medium for microscopic analysis.

2.8. Lung Injury and Fibrosis Quantification

Lung injury was estimated by the quantification of tissue density after H&E staining
using HistoLab®Image Analysis Software version 10.1 (Microvision Instrument, Every,
France). The normally aerated alveolar spaces area was calculated as well as the total area
of the examined left lung section. Subsequently, the area occupied by the injured tissue
was deduced and reported as the percentage of the total lung section.

Fibrosis (i.e., collagen deposition) was evaluated by the quantification of the deep
blue AB staining using HistoLab® Image Analysis Software version 10.1 (Microvision
Instrument, Every, France). Collagen deposition area was reported to the total area of the
left lung section.

2.9. Quantitative Real-Time Reverse Transcription—Polymerase Chain Reaction

Total RNA was isolated from right lung tissues (superior lobe) using Trizol reagent
protocol (Thermo Scientific, Illkirch, France). In this process, 1 ug of total RNA was used
to synthesize cDNA using Maxima first strand cDNA synthesis kit for RT-qPCR (Thermo
Scientific, Illkirch, France) according to the manufacturer’s instructions.

Resulting cDNAs were diluted to 1/10° and amplified by quantitative real-time
polymerase chain reaction (qQPCR) using SYBR Green (Absolute SYBR Green Rox Mix;
Thermo Scientific, Illkirch, France) with specific gene primers designed to have 25-30 cycle
threshold values (Table 1).

Table 1. Summary table of primers used for Real-Time Polymerase Chain Reaction.

Gene Forward Primer (5'-3') Reverse Primer (5'-3')
Collagen 1al GTGGTGACAAGGGTGAGACA GAGAACCAGGAGAACCAGGA
Collagen 3al TACACCTGCTCCTGTGCTTC CATTCCTCCCACTCCAGACT
Serpin 1 GCACAACCCGACAGAGACAA ATGAAGGCGTCTCTTCCCAC
Cxcl 12 CCTTCAGATTGTTGCAAGGCTG TCCTTTGGGCTGTTGTGCTT
Pdgf p TCGCCTGCAAGTGTGAGACA CCGAATGGTCACCCGAGCTT
18S GTA AGT GCG GGC CAT AAG CTT AGT CAA GTT CGA CCGTCT TCT CA
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As an internal control, 18s RNA was used to verify the equality of cDNA quantity in
each condition. Relative quantification of gene expression was performed using the 2744t
method reported to basal condition.

2.10. Lung Protein Extraction and Immunoblotting Analysis

Total proteins were isolated from right lung (inferior lobe). Tissues samples were
homogenized on ice using an Ultra-Turrax homogenizer in RIPA protein extraction buffer
(50 mM TRIS-HCI, 150 mM NaCl, 1% NP40, 0.1% SDS, 0.5% sodium deoxycholate with ad-
justed pH 3.7) supplemented with Complete Protease Inhibitor Cocktail (Thermo Scientific,
Illkirch, France). Proteins concentration was determined using BCA kit (Thermo Scientific,
Ilkirch, France) according to the manufacturer’s instructions.

Forty micrograms (40 ug) of proteins were used for western blotting according to
standard procedures. Briefly, proteins were electrophoresed in denaturized conditions
(SDS-PAGE), transferred to a nitrocellulose membrane and blocked 1h 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 3-actin protein expression level, used as an equal
loading control.

Table 2. Summary table of antibodies used for western blot analysis.

Antibodies (Anti-) Type Host Dilution Reference Manufacturer
B-ACTIN Mouse 1/5000 A5316 Sigma
ATF6-N Mouse 1/1000 Clone 1-7 MAB 6762 Abnova
ATF4 Primary Rabbit 1/1000 SC-200 (C-20) Santa Cruz
GRP 78 antibodies 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 Goat 1/3000 P0447 Dako
Anti-rabbit IgG HRP antibodies Goat 1/3000 P0448 Dako

2.11. Data and Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism® software version 9. Re-
sults are presented as means + standard deviations (SD). D’ Agostino—Pearson omnibus
normality test was used to assess the distribution of the data.

Friedman test followed by Dunn’s multiple comparisons test was performed to esti-
mate the difference in mice weight as compared to initial weight. T-test or Mann-Whitney
test were applied to compare the difference in mice weight between control group and other
three groups and between Co-challenge or Pre-exposure condition versus BLM-challenged
group. Differences were considered significant when p <0.05.

Mann-Whitney test was performed to compare the effect of Bleomycin challenge,
intermittent hypoxia exposure (14 d or 28 d), Co-challenge or Pre-exposure condition
versus control group at the histological and molecular levels and the effect. This test was
also applied to compare differences between the Co-challenge group or Pre-exposure group
versus BLM-exposure group. Differences were considered significant when p < 0.05.

3. Results
3.1. Intermittent Hypoxia Promotes Tissue Remodelling and Collagen Deposition That Worsens
BLM-Induced Lung Fibrosis

Animals were exposed to IH and/or BLM as presented in Figure 1.

No mortality was observed in the six groups: control, IH exposure (14 d), Co-challenge,
BLM exposure, IH exposure (28 d), Pre-exposure (data not shown). Intermittent hypoxia
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exposure or BLM instillation alone did not induce a body weight loss after 14 or 28 days
(Figure 2A and Figure 2B, respectively). As compared to BLM alone, double challenge of
BLM instillation and IH exposure leads to a significant weight loss from the fifth days after
BLM instillation (Figure 2A, p = 0.01). The pre-conditioning with 14 days of IH before the
double challenge (Pre-exposure group) leads to a significant weight decrease occurring
the next days after BLM instillation (Figure 2B, p = 0.032). Impact of IH alone or in co-
treatment with BLM on lung fibrosis was documented by the measurement of lung injury
and collagen deposition on tissue sections (Figure 2C). Lung injury was documented by
Haematoxylin and Eosin (H&E) staining (Figure 2C upper panel), and fibrotic areas were
estimated as the deep blue areas after aniline blue (AB) staining (Figure 2C lower panel).
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Figure 2. The effect of Bleomycin instillation and or intermittent hypoxia exposure on lung injury and lung collagen
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deposition. Bleomycin instillation and intermittent hypoxia exposure were performed according to the experimental design.
(A) Variation of mouse body weights in the Co-challenge (14 d) protocol; (B) Variation of mouse body weights in the
Pre-exposure (28 d) protocol. Weight loss or gain was calculated by the difference between the daily mice weight (dx)
and the initial mice weight at day 0 (A weight = dx — d0). Friedman test was performed to evaluate the difference in
delta weight relative to initial weight (A weight (dx — d0) versus initial weight at d0). Difference on delta weight between
Co-challenged or Pre-exposed group versus BLM exposure group was evaluated by T-test or Mann-Whitney test (* p < 0.05,
**p <0.01, ** p < 0.001). (C) Histological staining of lung sections. Haematoxylin-eosin (H&E) staining was used to assess
lung remodelling (upper panel) and Aniline Blue staining (AB) for visualization of lung collagen deposition (lower panel).
Five pm sections of paraffin-embedded left lung were prepared from mice exposed to the experimental design. H&E
results were represented by cartography of total left lung section area using Cartography® software. Pictures shown are
representative of multiple experiments (n > 5) (D,E) Lung injury was estimated by the quantification of tissue density after
H&E staining using HistoLab® Image Analysis Software. The normally aerated alveolar spaces area was calculated as the
total area of the examined left lung section. Subsequently, the area occupied by the injured tissue was deduced and reported
as the percentage of the total lung section. Fibrosis ie. collagen deposition was evaluated by the quantification of the deep
blue AB staining using HistoLab® Image Analysis Software. Collagen deposition area was reported to the total area of
the left lung section. The effects of IH exposure (14 d, n =7 or 28 d, n = 8), BLM exposure (n = 8), Co-challenge (n = 5) or
Pre-exposure (n = 8) were presented as fold induction normalized to the mean value of control group and reported to 1.
Each “B" represent one animal included in the protocol. Raw data were submitted to Mann-Whitney test to compare each
group with control group (Control group versus others groups, * p <0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001). Y axis is represented
in two segments with both bottom and top at 50% length. (F) Co-challenge and Pre-exposure experimental conditions
were compared to BLM exposure alone. The effects of Co-challenge (n = 5) or Pre-exposure (n = 8) are presented as fold
induction normalized to the mean value of BLM exposure group and reported to 1. Each “B” represent one animal included
in the protocol. Raw data were submitted to Mann-Whitney test to compare each group with BLM exposure group (BLM
exposure group versus others groups, * p < 0.05).

A 14-day IH exposure did not induce remarkable modification in lung morphology,
and no significant increase in lung injury and collagen deposition has been observed
(Figure 2C,D). Co-challenge and Pre-exposure with IH as well as BLM exposure alone
induced architectural changes with epithelium damage and fibrosis evidenced by collagen
deposition (Figure 2C). Double challenge induced parenchymal remodelling with compact
lung structure and alveolar collapse (H&E staining, Figure 2C), a reduction of alveolar
spaces (Figure 2C), and an excessive extracellular matrix synthesis and collagen deposition
(Figure 2C,D). This observation was more pronounced when mice where pre-exposed
14 days to IH before the double challenge. In this condition, we observed a severe interstitial
thickening and an accentuated alveolar collapse with a total loss of alveolar space (H&E
staining, Figure 2C upper panel). Furthermore, IH pre-exposure induced an excessive
extracellular matrix synthesis with an important proportion of collagen deposition (AB
staining, Figure 2C lower panel). These observations were confirmed by the quantification
of histological abnormalities, showing a significant increase in tissue remodelling and
collagen deposition (Figure 2D,E). When comparing the Co-challenge or the Pre-exposure
effect to the BLM impact on lung injury, we observed that only the Pre-exposure worsens
the injury and collagen deposition observed in the BLM exposure alone (Figure 2F).

3.2. Intermittent Hypoxia Increases Collagen and the Production of Pro-Fibrotic Mediators and
Contributes to Its Worsening Effect on BLM-Induced Lung Fibrosis

Expression of Collagen 1al, Collagen 3al, and pro-fibrosing mediators Cxcl12, Pdgf-
B and Serpin 1 were quantified by RT-qPCR in each condition. Both 14 d and 28 d IH
exposure significantly induced expression of ColIal and Col3al gene expression (data not
shown) but the magnitude of this effect was relatively low as compared to other challenges
(Figure 3A). Interestingly, as highlighted in the heatmap (Figure 3A), Co-challenge and
Pre-exposure induced strong up-regulation of Col3al and Pdgf-p as compared to BLM
exposure (Figure 3A). BLM exposure, Co-challenge and Pre-exposure induced a significant
increase in Collal, Col3al, Cxcl12, Pdgf-p and Serpin 1 gene expression as compared to
control condition (Figure 3B and Figure 3C, respectively). The major effect of IH exposure
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on BLM-induced pro-fibrotic factors is observed in the Pre-exposure group with a strong
induction of Col3a1 expression (red in the heatmap).
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Figure 3. The effect of Bleomycin instillation and/or intermittent hypoxia exposure on collagen and pro-fibrotic marker
expression. Bleomycin instillation and intermittent hypoxia exposure were performed according to the experimental design.
(A) Heatmap representing mRNA expression of Collagen 1al (Collal), Collagen 3al (Col3al) and pro-fibrotic markers
(Cxcl12, Pdgf-p and Serpinl) quantified by RT-qPCR. RT-qPCR were performed on right lung total lysates (superior lobe)
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from mice exposed to each experimental protocol. Relative quantification of mRNA gene expression was performed using
the 2~85Ct method with 18S as an internal control. Effect of each protocol was presented as fold induction normalized
to the mean value of control group and reported to 1. (B) Statistical representation of mRNA expression of Collagen 1al
(Collal) and Collagen 3al (Col3al) in the Co-challenge, BLM exposure and Pre-exposure group. Each “l” represent one
animal included in the protocol. Raw data were submitted to Mann-Whitney test to compare each group with control
group (Control group versus others groups, * p < 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.001 with IH exposure (14d, n=7or28d,n =7),
BLM exposure (n = 11), Co-challenge (n = 5) or Pre-exposure (n = 9). Y axis is represented in two segments with both
bottom and top at 50% length. (C) The effects of the double challenge BLM/HI in the Co-challenge or in the Pre-exposure
experimental conditions on Collagen 1al (Collal) and Collagen 3al (Col3al) were compared to BLM exposure alone. The
effects of Co-challenge (n = 5) or Pre-exposure (n = 9) are presented as fold induction normalized to the mean value of BLM
exposure group and reported to 1. Each “B” represent one animal included in the protocol. Raw data were submitted
to Mann-Whitney test to compare each group with BLM exposure group (BLM exposure group versus others groups,
* p <0.05). (D) Statistical representation of mRNA expression of pro-fibrotic markers (Cxcl12, Pdgf-p and Serpinl) in the
Co-challenge, BLM exposure and Pre-exposure group. Each “B” represent one animal included in the protocol. Raw data
were submitted to Mann-Whitney test to compare each group with control group (Control group versus others groups,
*p<0.05,* p<0.01, ** p <0.001 with IH exposure (14 d, n=7 or 28 d, n = 7), BLM exposure (n = 11), Co-challenge n = 5)
or Pre-exposure (n =9). Y axis is represented in two segments with both bottom and top at 50% length. (E) The effects of
the double challenge BLM /HI in the Co-challenge or in the Pre-exposure experimental conditions on pro-fibrotic markers
(Cxcl12, Pdgf-p and Serpinl) were compared to BLM exposure alone. The effects of Co-challenge (n = 5) or Pre-exposure
(n =9) are presented as fold induction normalized to the mean value of BLM exposure group and reported to 1. Each “Il”
represent one animal included in the protocol. Raw data were submitted to Mann—-Whitney test to compare each group
with BLM exposure group (BLM exposure group versus others groups, * p < 0.05).

When comparing the Co-challenge or the Pre-exposure effects to the BLM alone effect
on collagen and pro-fibrotic mediators, we observed that only the Pre-exposure condition
emphasizes Collal, Cxcl12 and Serpin 1 expression already observed in the BLM exposure
alone (Figure 3C,E).

3.3. Intermittent Hypoxia Modulates ER Stress Response That Enhances BLM Impact on ER
Stress Markers

Protein level expression of the three major transcription factors induced for the resolu-
tion of ER stress, i.e. sSXBP1, ATF6N and ATF4, and the expression of the mitochondria-
to-ER chaperone GRP75 and GRP78 were analysed by western blot in each condition
(Figure 4A,B).

Western blots analysis demonstrated that long-time exposure (28 days) of mice to IH
induced an increase in the expression of the mitochondria-to-ER chaperone GRP75. Inter-
estingly, whereas BLM exposure alone induced the expression of either the ER chaperone
GRP78 and the mitochondria-to-ER chaperone GRP75, no induction was observed either in
the Co-challenge or Pre-exposure experimental condition (Figure 4B). Expression of GRP78
was slightly induced in the BLM exposure condition and GRP75 in the BLM condition and
in the long time IH exposure (28 d) condition.

Analysis of ER stress markers modulation showed an increase in the expression of
sXBP1 in each condition, except for long IH exposure (28 d). ATF6N was strongly induced
in the BLM and Pre-exposure condition, while ATF4 was only induced in the long time
IH exposure (28 d) (Figure 4B). Statistical analyses of the expression of sXBP1, ATF6N
and ATF4 (Figure 4C) confirmed the observations made in Figure 4A,B. BLM exposure
significantly induced sXBP1 and AT6N expression, an effect which was not observed in
the Co-challenge group. Finally, the major increase in the expression of both sXBP1 and
ATF6N in the Pre-exposure group observed in the Heatmap representation (Figure 4B) was
confirmed by the statistical analyses in Figure 4C.

When comparing the Co-challenge or the Pre-exposure effects to the BLM alone effect
on collagen and pro-fibrotic mediators, we observed that only the Pre-exposure condition
emphasizes ATF6N expression already observed in the BLM exposure alone (Figure 4D).
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Figure 4. The effect of Bleomycin instillation and/or intermittent hypoxia exposure on ER stress markers and chaperones
expression. Bleomycin instillation and intermittent hypoxia exposure were performed according to the experimental design.
(A) Western blot analysis of ER stress markers sXBP1, ATF6N, ATF4, and chaperones GRP78, GRP75 protein expression.
Western blots were performed on right lung total lysates (inferior lobe) from mice exposed to each experimental protocol.
Blots shown were representative of four experiences. (B) Heatmap representing the quantification of protein expression
of ER stress markers (sXBP1, ATF6N, ATF4) and chaperones (GRP78, GRP75) analysed by western blot. Densitometry
analysis of each band has been obtained with Image Lab software. Protein expression was normalized to -actin. Expression
of each protein tested is presented as a mean value expressed in fold induction normalized to the mean value of control
group reported to 1. (C) Statistical representation of the quantification of ER stress markers expression in the Co-challenge,
BLM challenge and Pre-exposure group. Each “B” represent one animal included in the protocol. Raw data were submitted
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to Mann-Whitney test to compare each group with control group (Control group versus others groups, * p <0.05, ** p <0.01)
with IH exposure (14 d, n=9 or 28 d, n = 8), BLM exposure (n = 11), Co-challenge (n = 5) or Pre-exposure (n=9). (D) The
double challenge BLM/HI in the Co-challenge or in the Pre-exposure experimental condition were compared to BLM alone
exposure. The effects of Co-challenge (n = 5) or Pre-exposure (n = 9) are presented as fold induction normalized to the mean
value of BLM exposure group and reported to 1. Each “B” represent one animal included in the protocol. Raw data were
submitted to Mann-Whitney test to compare each group with BLM exposure group (BLM exposure group versus others
groups, * p < 0.05).

4. Discussion

In the present study, we proposed to investigate the link between OSA and IPF, to
explore the impact of presenting OSA before IPF, and to decipher the mechanisms involved
in the worsening effect of intermittent hypoxia on the severity of lung fibrosis previously
observed [17]. Here, we hypothesized that this effect would be secondary, at least in part,
to an increased cellular ER stress.

To address this question, we used a mouse model of lung fibrosis induced by intratra-
cheal instillation of Bleomycin. Different concentrations of Bleomycin are used to induce
pulmonary fibrosis depending on the mice strain, the source of the Bleomycin as well
as the housing conditions in the animal facility [26]. This widely-characterized model
recapitulates at day 14 after BLM instillation many features of human lung fibrosis i.e.
collagen deposition within the alveolar interstitium, a thickening of the alveolar walls and
masses of fibrosing-type lesions on the lung surface [27]. In our experimental conditions, no
significant aggravating effect of IH on lung fibrosis severity was observed by histological
analysis in mice Co-challenged with I[H and BLM. However, as compared to BLM alone,
when mice were pre-exposed to IH, a significant weight loss, and an aggravated lung
fibrosis is observed, characterized by a more reshaped lung parenchyma with an excessive
increase in collagen deposition.

Twenty eight days of IH exposure alone significantly increased the induction of Colla-
gen 1al and Collagen 3a1 mRNA expression in whole lung extracts and protein deposition
in lung parenchyma, two fundamental events in fibrosis development [28]. Furthermore,
and in agreement with the study of Shi et al. [21], IH significantly increased the Pdgf-p and
Cxcl 12 mRNA pro-fibrotic markers expression. Cxcl12 and Pdgf-p are well identified in
the pathogenesis of IPF [29] and well known to induce the proliferation, and migration of
fibroblasts [30], and to chemoattract circulating fibrocytes [31].

As reported by others, we found an increase in the expression of extracellular matrix
component (collagens) and pro-fibrotic Cxcl12, Pdgf-p and Serpin 1 mediators in mice
challenged with BLM [32]. Interestingly, as compared to mice treated with BLM alone, we
observed an additive effect with increased expression of Collagen 1al, Cxcl12 and Serpin 1
mRNA expression when mice were pre-exposed to IH before BLM challenge. Interestingly,
IH and BLM both induced the expression of Serpin 1 (PAI-1 in Human). PAI-1 was shown
to be up-regulated in AEC II cells from IPF patient [33], and could play a critical role in the
development of lung fibrosis [34] through induction of cell senescence [35]. Interestingly,
cellular senescence has also been proposed to explain the pathophysiology of IPF [36], and
its potential role in the aggravating effect of IH cannot be excluded.

Twenty-eight days IH exposure also induced an increase in the expression of ATF4, and
GRP75 mitochondria-to-ER chaperone ER stress markers. These findings are in agreement
with a recent study that showed an induction of ATF4 ER stress marker in lung after
four weeks of IH exposure [21]. In the latter study, Shi et al. suggested that the lung ER
stress induced by IH was 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 [37]. Moreover oxidative stress response was described as a
major deleterious consequence of IH in lung [38]. Indeed, it has been recently proposed
that the NF-kB/NRF2 signaling pathway could partly explain the deleterious impact of IH
on lung fibrogenesis [39].
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Induction of sXBP1, ATF6N and GRP78 ER stress markers was considered as a com-
mon molecular feature of IPF, also observed in BLM-induced lung injury in mice [19,32]
The origin of ER stress observed in lung biopsies from IPF patients and mice lung in
experimental fibrosis is not completely understood and the implication of a hypoxic mi-
croenvironment of AEC cells has been proposed [19,40]. IH effects on the induction of
ER stress markers were widely studied in several organs. In particular, the induction of
GRP78, CHOP, sXBP1 mRNA has been reported in cardiomyocytes of mice in a model of
ischemia-reperfusion injury [20]. Intriguingly, IH exposure alone, BLM exposure alone
and the double challenge induced distinct UPR pathways. IH exposure activated the
ATF4 branch of the UPR, BLM exposure the XBP1/ATF6 branch, and the double challenge
exacerbated the activation of ATF6. The precise mechanism of this switch remains to be
determined. We could hypothesize that activation of ATF6N directs the cells to a senescent
phenotype (as proposed by Kim et al. [41]) mainly observed in IPF [36] and described
as a consequence of both exposure to IH [42] and to BLM treatment [43]. Future studies
are needed to decipher the implication of cell senescence and its relationship with ER
stress in the worsening effect of IH in lung fibrosis, and will be essential to understand the
molecular mechanisms involved in lung fibrogenesis.

Our study aimed to understand the impact of OSA on IPF by exploring the effect of
intermittent hypoxia—the key pathogenic element of OSA—on the severity of experimental
lung fibrosis. This approach has some limitations. For instance, the hypercapnia component
present in OSA (due to the physical obstruction of the throat) was not integrated in our
model, and we cannot exclude a worsening additive effect of hypercapnia. Moreover,
abnormal mechanical strains applied on the lung parenchyma during increased respiratory
efforts associated with OSA were not taken into consideration in the present study. OSA
has been reported in prevalent and incident case of IPF [8], and we tried to address the
question whether OSA could modulate the course of pulmonary fibrosis. We showed that
the major impact of IH on lung fibrosis was observed when IH started 14 days before
induction of lung fibrosis by intratracheal instillation of BLM. The major pathogenic feature
reported in IH and in related-comorbidities of OSA are oxidative stress and inflammatory
response. However, BLM also induced an oxidative stress and inflammation [44]. In our
study, we showed that the additive and worsening effect of IH on lung fibrosis involved
the induction of pro-fibrotic markers and the expression of ER stress transcription factors.
Interestingly, distinct UPR signalling pathways were activated by IH and BLM exposure.
Unfortunately, the relationship between induction of ER stress and oxidative stress could
not be investigated in our experimental model since BLM alone induces DNA strand breaks
and localized oxidative stress. However, in our study we could not exclude a synergic
effect of IH and BLM on lung fibrosis.

5. Conclusions

To conclude, this experimental study highlighted the critical role of intermittent
hypoxia in the induction of lung Endoplasmic Reticulum (ER) stress in the context of
lung fibrosis. Because lung ER stress plays a key role in the development of Idiopathic
Pulmonary Fibrosis (IPF), our results support the concept that intermittent hypoxia related
to Obstructive Sleep Apnea (OSA) should be considered as a potential worsening factor
in IPF. Therefore, preventing deleterious effects of intermittent hypoxia with Continuous
Positive Airwaiy Pressure (CPAP) could represent an attractive approach to limit IPF
exacerbation. Interestingly, a recent study has demonstrated a positive effect of OSA
treatment with CPAP on ER stress on obese subjects [45]. Therefore, it would be highly
useful to investigate the potential impacts of CPAP on ER stress/pro-fibrotic marker
expression in IPF patients and on their lung function evolution.
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Conclusion

De nombreuses études décrivent la présence des marqueurs du stress du RE dans des biopsies
pulmonaires de patients atteints de FPI (Korfei et al. 2008) ou au sein de modeles animaux (Hsu
et al. 2017). Les résultats obtenus dans cet article confirment que I’exposition a de I’hypoxie
intermittente chronique (HIC) exacerbe la fibrose pulmonaire induite par la BLM. Cette
aggravation est plus importante lorsque 1’exposition a ’HIC précede 1’induction de la fibrose
pulmonaire et semble étre en lien avec I’activation des marqueurs du stress du RE et des

marqueurs pro-fibrosants.
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Chapitre II- Impact d’une exposition prolongee a de 1’hypoxie
intermittente chronique au niveau pulmonaire et sur 1’elaboration de la
commande centrale respiratoire.

Introduction

Dans nos précédents travaux (Haine et al. 2021a), nous avons mis en évidence que
I’exposition a des temps relativement cours d’hypoxie intermittente (28 jours) conduisait a
I’induction de I’expression des marqueurs associés au développement de la fibrose, tels que le
Collal, Col3al,le PDGF-fetle CXCLI2. Nous proposons dans ce travail d’étudier I’impact
d’une exposition plus longue, soit de 45 ou 90 jours d’HIC sur la fonction pulmonaire et les

marqueurs de fibrose.
Résultats

Des souris C57BL/6 males de 8 semaines ont été exposées a I’HIC (Nadir a 7% O- - pic
a 21% O3) durant 8 heures par jour a une fréquence de 30 cycles par heure (Figure 52). Les
souris ont été sacrifiées le dernier jour d’exposition a I’HIC, soit apres 45 jours (groupe HIC
45d) ou 90 jours d’exposition (groupe HIC 90d). Le groupe contrdle a été laissé en normoxie
(FiO2 21% Os - groupe Nx) (Figure 52). Les prélévements des poumons ont été réalisés dés la

fin de I’exposition.

prélévements
10 Normoxie 21% O, J90
| > N
1
Exposition a de I’HIC (Nadir 7% O,) 30 cycles/heure, 8h/jour 1 190
}> HIC 90d
I145
l D HIC 45d

Figure 49: Design expérimental. Des souris males de souche C57BL/6 de 8 semaines ont été exposé a
la normoxie, (Nx, n=6) ou a I’hypoxie intermittente chronique (HIC) avec un nadir & 7% d’O> a une
fréquence de 30 cycles/jour, 8h/j durant 45 jours (groupe HIC 45d ; n=7) ou 90 jours (groupe HIC 90d ;
n=6).

a. Analyse des marqueurs pro-fibrosants

Les dépdts de collagéne ont été analysés sur des coupes histologiques de biopsies

pulmonaires colorées au rouge Sirius-Fast Green (Figure 53.A). L’analyse des lames
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histologiques montrent une grande proportion de tissu ayant été coloré au rouge Sirius contre
coloré au Fast Green confirmant des dépdts de collagéne de type I et III apres 45 jours
d’exposition a de I’HIC (HIC 45d) comparé au groupe normoxie (Nx) (Figure 53.A). Il est
observé un dépot de collagene de type I et III plus important aprés 90 jours d’exposition a de
I’HIC (HIC 90d) comparé au groupe HIC 45d (Figure 53.A). La quantification du collagéne
total pulmonaire par la technique du Sircoll (Figure 53.B) confirme une quantité de collagéne
plus importante dans le poumon des souris exposés a de 'HIC durant 45 jours (HIC 45d)
comparées au groupe normoxie (Nx) (Figure 53.B). L’analyse de la distensiblité pulmonaire
(Figure 53.C) montre une diminution non significative (p= 0,0523) apres 45 jours d’exposition

a de I’HIC (HIC 45d) comparé au groupe Nx (Figure 53.C).

Nota Bene : Les échantillons prélevés dans le groupe exposés 90 jours a de [’ HIC sont en cours
d’analyse (HIC 90d), c’est pourquoi, nous ne présenterons que les groupes exposés a 45 jours

d’Hypoxie Intermittente (HIC 45d) dans la suite du manuscrit.

HIC 90d

B Sircoll c Compliance Cov

30+ 0.10
— -
= ° 0.08
? 201 f 0.06 |
c &
?n | = 0.04
= 104 €
© 0.02
[

0 0.00
Nx HIC 45d Nx HIC 45d

Figure 50: Architecture pulmonaire. A. Photographies représentants des coupes du lobe gauche du
poumon inclus en paraffine et colorées au rouge Sirius-Fast green des groupes Nx (n=6), HIC 45d (n=7)
et HIC 90d (n=6). Une photographie représentative pour chaque groupe a ¢été représentée. B.
Quantification du collagéne au sein du lobe pulmonaire intermédiaire (grossissement x200, barre
d’échelle=100pm). Toutes les valeurs sont représentées en tant que moyenne + SD et soumises au test
de Mann-Whitney. **p<0.001. C. Représentation de la compliance pulmonaire des souris. Toutes les
valeurs sont représentées en tant que moyenne + SD et soumises au test de Mann-Whitney.
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L’analyse de I’expression des geénes pro-fibrosants tel que le collagéne 1 (Collal) (Figure
54.A), le collagene 3 (Col3al) (Figure 54.B) et la fibronectine (Fnl) (Figure 54.C) ne montre

aucune différence significative entre le groupe HIC 45d et le groupe controle Nx.

Coltat B. Col3at C. Fn1
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Figure 51 : Expression des génes codant pour des protéines pro-fibrosantes. Quantification des
genes codants pour les protéines pro-fibrosantes collageéne 1 (Collal) (A), collagéne 3 (Col3al) (B) et
Fibronectin (Fnl) (C) dans I'homogénat pulmonaire total des groupes Nx (n=11) et HIC 45d (n=11).
Toutes les valeurs sont représentées en tant que moyenne £+ SD et soumises au test de Mann-Whitney.

b. Analyse des variables ventilatoires

La fonction pulmonaire a été analysée par mesure des variables ventilatoires (Tableau 4),
le débit ventilatoire (Vg), le volume courant (V7), la fréquence respiratoire (Rf), le temps
d’inspiration (Ti), le temps d’expiration (Te), le temps total d’un cycle respiratoire (Ttot), la
compliance pulmonaire et la saturation en O,. Nous observons une augmentation non
significative du débit ventilatoire caractérisé par une augmentation de la fréquence respiratoire
chez les souris HIC 45d comparé a leur controle Nx (Tableau 4). Cependant, les autres
parametres ne sont pas modifiés lorsque les animaux sont exposés pendant 45j a de HIC (HIC

45d) comparé au jour 0 ou a la condition Nx (Tableau 4).
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Nx HIC 45d
. |0 214+0.2 147403
Ve (ml.g*min”) =7 1.8+0.1 235+0.1
. 10 84106 7.4+01
Vr(ul-g7) 145 72+12 8+0.2
10 255+ 32 262+ 23
Rf (cmin”) g 250+ 23 355+ 17%*
T 10 0.30£0.2 03201
145 031+0.1 03101
1 | 10 0.12+0.1 01401
T/T (le-s) e 0.14+0.1 0.16+0.1
Saturation O; J45 98 £+ 0.5 98+1

Tableau 4 : Fonction ventilatoire, compliance pulmonaire et saturation en O,. Représentation du
débit ventilatoire (V¢, en ml par min par g), volume courant (Vr, en pl par g), fréquence respiratoire (Rf,
en cycles par min), temps d’inspiration par rapport au temps total (Ti, Ttot, en sec), volume courant par
rapport au Ti (V1/Ti, en pl par g par min) dans les groupes normoxie (n= 11) et HIC 45d (n=11) mesurées
par pléthysmographie de corps entier sur animal non-anesthésié et libre de ses mouvements. Toutes les
valeurs sont représentées en tant que moyenne + SD et soumises au test de Mann-Whitney.

c. Analyse des structures respiratoires ponto-bulbaires

La quantification des neurones positifs pour le marqueur d’activité neuronale a long terme
FOSB/AFOSB (Figure 55) montre une augmentation de la quantité de neurones FOSB/AFOSB
positifs dans la sous-division ventro-latérale du noyau du tractus solitaire (vI-NTS), du noyau
rétrotrapézoide / groupe respiratoire parafacial (RTN/pFRG) et des raphés bulbaires obscurus
(ROb) et magnus (RMg) dans le groupe de souris exposées a I’HIC pendant 45 jours (HIC 45d)

comparé au groupe contrdle laissé en normoxie (Nx).
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Nx HIC 45d

c-NTS 5.50+2.16 10.58 + 6.59

m-NTS 5.93+2.37 10.52 + 8.27
vI-NTS 4.54+2.04 8.45 +3.59*
RTN/pFRG 5.15+1.77 13.01 +3.12*
ROb 435+1.75 10 +2.13*
RMg 5.72+1.56 15 +2.12*

RPa 5.58 +1.56 11.0+4.29

12N 5.27 £2.53 6.42 +2.55

Figure 52: Tableau représentant le nombre moyen de cellule FOSB/AFOSB positifs par structure
et par coupe. Toutes les valeurs sont représentées en tant que moyenne + SD et soumises au test de
Mann-Whitney. *p < 0.05, les étoiles représentent les significativités entres les groupes HIC 45d et Nx.

d. Analyse des cytokines pro-inflammatoires

Les dosages des cytokines pro-inflammatoires, IL-1B (Figure 56.A) et KC (CXCLS)

(Figure 56.B), ne montre aucune différence entre les groupes exposés a I’HIC 45 jours (HIC

45d) et le groupe normoxie (Nx). Le dosage de la cytokine pro-inflammatoire TNF-o (Figure

56.C) montre une augmentation de cette cytokine dans le groupe HIC 45d par rapport au groupe

normoxie.
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Figure 53: Expression des cytokines pro-inflammatoires. Quantification des protéines pro-
inflammatoires IL-13 (A), IL-8 (B) et TNF-a (C) dans I'homogénat pulmonaire total des souris du

groupe Nx (n=11) et HIC 45d (n=11). Toutes les valeurs sont représentées en tant que moyenne + SD
et soumises au test de Mann-Whitney. **p<0,001.

e. Analyse du 8-OHdG

Le stress oxydatif a été évalué par quantification du 8-OHdG (Figure 57), cette analyse
montre une augmentation significative de la quantité d’ADN hydroxylé aprés 45 jours

d’exposition a de ’'HIC (HIC 45d) compar¢ au groupe normoxie (Nx).

8-OHdG
2.5
2.0 1
- 1.8
E
)
S 1.0+
0.59
0.0 T

Nx HIC 45d

Figure 54: Dosage de la cytokine pro-oxydante 8-OHdG. Quantification de la 8-OHdAG dans
I'homogénat pulmonaire total des souris du groupe Nx (n=12) et HIC 45d (n=9). Toutes les valeurs sont
représentées en tant que moyenne + SD et soumises au test de Mann-Whitney. *p<0,005.
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f. Réponses ventilatoires a I’hypoxie (HVR)

L’analyse de la réponse ventilatoire a I’hypoxie (Figure 58) montre une augmentation de
la ventilation (V) des souris du groupe Nx et HIC 45d (Figure 58.A), par rapport a leur
condition pré-hypoxique. Cette augmentation de la ventilation est supportée par une

augmentation du volume courant (Figure 58.B) et de la fréquence respiratoire (Figure 58.C).
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Figure 55: Réponse ventilatoire a I’hypoxie (HVR). Les souris ont été exposées a un mélange d’air
normoxique a 21% d’O; puis exposées durant 10 minutes a un mélange hypoxique a 10% d’O, avant un
retour en condition normoxique (21% d’0,) durant 10 minutes. A. Mesure du débit ventilatoire (Vr)
obtenu par le produit du volume courant (Vr) et de la fréquence respiratoire (Rf). B. Mesure du volume
courant. C. Mesure de la fréquence respiratoire. Toutes les valeurs sont représentées en tant que
moyenne = SD et soumises au test de Mann-Whitney. * compare chaque condition a sa condition
normoxique (controle).
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g. Réponses ventilatoires a I’hypercapnie (HcVR)

L’analyse de la réponse ventilatoire a I’hypercapnie (HcVR) (Figure 59) montre une
augmentation non significative du débit ventilatoire (V) (Figure 59.A). On observe également
une augmentation de la ventilation chez les HIC 45d par rapport a leur condition pré-
hypercapnique (Figure 59.C). Cette réponse a I’hypercapnie observée chez les souris Nx et HIC

45d est supportée par une augmentation de la fréquence respiratoire (Rf) (Figure 59.C).
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Figure 56: Réponse ventilatoire a I’hypercapnie (HcVR). Les souris ont été¢ exposées a un mélange
d’air normoxique a 21% d’O; puis exposées durant 10 minutes a un mélange d’air hypercapnique a 8%
d’CO; avant un retour en condition normoxique (21% d’O) durant 10 minutes. A. Mesure du débit
ventilatoire (Vz) obtenu par le produit du volume courant (V1) et de la fréquence respiratoire (Rf). B.
Mesure du volume courant. C. Mesure de la fréquence respiratoire. Toutes les valeurs sont représentées
en tant que moyenne + SD et soumises au test de Mann-Whitney. * compare chaque condition a sa
condition normoxique (contrdles).
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Conclusion

Ces résultats montrent que 1’exposition a de 1’hypoxie intermittente chronique pendant
plusieurs semaines conduit a des dépots de collagéne dans le poumon et une augmentation de
la quantité de collageéne quantifiée au Sircoll. Cependant, cette quantité de collagene n’impacte
pas les variables ventilatoires. De plus, nous observons que 45 jours d’exposition a de I’hypoxie
intermittente chronique induit un stress oxydatif et une augmentation de la cytokine pro-
inflammatoire TNF-o dans le tissu pulmonaire. De plus, nous montrons que 45 jours
d’exposition a de I’HIC induit une activation du la sous-division ventro-latérale du noyau du
tractus solitaire (vI-NTS), du noyau rétrotrapézoide/groupe respiratoire parafacial (RTN/pFRG)
et des raphés bulbaires obscurus (ROb) et magnus (RMg).
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Chapitre III- Impact d’une exposition a de 1’hypoxie intermittente
chronique sur la commande centrale respiratoire dans un contexte de

fibrose pulmonaire.

Introduction

Nous avons vu dans la Partie III de I’introduction que I’hypoxie intermittente chronique
induit une neuroplasticité respiratoire en modifiant les seuils de chémosensibilité¢ des
chémorécepteurs périphériques (Lovett-Barr et al. 2006; Mateika and Syed 2013).

Dans cette partie du travail, nous proposons d’étudier, dans un contexte de fibrose
pulmonaire stable et chronique, la répercussion de I’exposition a I’HIC sur le réseau de

neurones respiratoires ponto-bulbaires.

Résultats

Pour réaliser ce travail, nous avons utilisé le modéle murin de fibrose chronique et stable
obtenu apres 90 jours de traitement a la Bléomycine présentée dans la Partie I. Chapitre 11 des
résultats. Des souris males C57BL/6 de 8 semaines ont regu 6 instillations IT de BLM a 0,8
Ul/g ou de PBS toutes les deux semaines. Deux semaines apres la derniére instillation les souris
ont été sacrifiées afin de former deux groupes, le groupe instillé a la bléomycine et laissé en
normoxie/air (BLM/AI) et le groupe contrdle instillé au PBS et laissé en normoxie/air (PBS/AI)
(Figure 60). Afin d’¢étudier ’impact de I’HIC dans le contexte de fibrose pulmonaire, a J45, un
groupe d’animaux a été exposé a de I’HIC en plus du protocole d’instillation IT de bléomycine

toutes les deux semaines jusqu’a J90 (groupe BLM/HIC).
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Figure 57: Protocole expérimental. Des souris males de souche C57BL/6 de 8 semaines ont regu 6
instillations IT de BLM a 0,8Ul/g (fleche rouge) ou de PBS (fléche noire). Deux semaines apres la
derni¢re instillation IT, les souris ont été sacrifiées afin de former respectivement les groupes BLM/AI
(n=6) et PBS/AI (n=6). Un groupe de souris ayant recu 6 instillations de BLM a été exposé a de 'HIC
(nadir 7% Oa, 30 cycles/h, 8h/jours) le jour de la 4° instillation jusqu’a la fin du protocole expérimental.
Deux semaines apres la derniére instillation, les souris ont été prélevées afin de constituer le groupe
BLM/HIC (n=9).

a. Analyse des marqueurs pro-fibrosants et de la compliance pulmonaire

Comme montré précédemment, I’instillation de bléomycine (BLM/AI) induit un dépdt de
collagéne de type I et III (Figure 61.A), cependant 1’exposition a de I’HIC (BLM/HIC) ne
semble pas exacerber visuellement cet effet. La quantification du collageéne dans le poumon par
Sircoll (Figure 61.B) montre une augmentation de la quantité de collagéne dans le groupe de
souris présentant une fibrose et exposées a I’HIC (BLM/HIC) par rapport au groupe fibrose
(BLM/AI) (Figure 61.B). L’analyse de la compliance pulmonaire (Figure 61.C) ne montre pas
de différence significative entre le groupe fibrose pulmonaire (BLM/AI) et le groupe fibrose
expos¢ a I’HIC (BLM/HIC), alors qu’une diminution significative est observée par rapport au

groupe control (PBS/AI) (Figure 61.C).
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Figure 58: Architecture pulmonaire. A. Photographies représentants des coupes de poumon gauche
inclus en paraffine et colorés au rouge Sirius-Fast green des groupes PBS/AI (n=11), BLM/AI (n=11)
et BLM/HIC (n=9). Une photographie représentative par groupe a été illustré (barre d’échelle=100pum).
B. Quantification du collagéne dans le lobe inférieur du poumon. Toutes les valeurs sont représentées
en tant que moyenne £ SD et soumises au test ANOVA One way. ** p<0,001. C. La compliance
dynamique pulmonaire sur des souris anesthésiées et trachéomisées a l'aide d'un pléthysmographe corps
entier. Les résultats sont représentés en tant que moyenne = SD et soumises au test de de ANOVA One
way. ** p<0,001.

L’expression des geénes codants pour des protéines pro-fibrosantes tels que le collagéne 1
(Collal) (Figure 62.A), le collagene 3 (Col3al) (Figure 62.B) et la fibronectine (Fn/) (Figure

62.C), ne montre aucune différence entre les différents groupes.
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Figure 59: Expression des génes codant pour des protéines pro-fibrosants. Quantification par RT-
gPCR de I’expression des geénes codants pour les protéines pro-fibrosantes collagéne 1 (Collal) (A),
collagene 3 (Col3al) (B) et Fibronectin (Fnl) (C) dans I'homogénat pulmonaire total des souris du
groupe PBS/AI (n=11), BLM/AI (n=10) et BLM/HIC (n=9). Toutes les valeurs sont représentées en tant
que moyenne £ SD et soumises au test ANOVA One way.
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b. Analyse des cytokines pro-inflammatoires

La quantification des cytokines pro-inflammatoires IL-1f (Figure 63.A), CXCLS8 (Figure

63.B) et TNF-a (Figure 63.C), ne montre aucune différence significative entre les groupes.
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Figure 60: Expression des cytokines pro-inflammatoires. Quantification des protéines pro-
inflammatoires IL-10 (A), CXCLS8 (B) et TNF-a (C) dans I'homogénat pulmonaire total des souris du
groupe PBS/AI (n=11), BLM/AI (n=11) et BLM/HIC (n=9). Toutes les valeurs sont représentées en tant
que moyenne £ SD et soumises au test ANOV A One way.

c. Analyse de la fonction pulmonaire

L’analyse de la fonction pulmonaire montre que les souris BLM/AI présentent une
augmentation de la ventilation (V) supportée par une augmentation du volume courant (Vr) et
de la fréquence respiratoire (Rf) (Tableau 5) comparé¢ au groupe PBS/AI. Ces paramétres ne

sont pas modifiés apres expositions a de I’'HIC au sein du groupe BLM/HIC comparé au groupe

BLM/AL
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PBS/Al BLM/AI BLM/HIC
. o 2.14+0.02 1.8+0.02 1.7+0.27
Ve (mlgmin”) ™00 1.8+0.03 48+0.06"" " 3.5+038"
o 10 8.4£0.6 7.2+06 6.8+0.9
Vr (Wl g*min) 7o 72412 13.8 +1.2°™ 9.8+0.9
10 255 £ 32 255 £ 30 255 £ 30
Rf (c.min %) T =~
190 250 + 23 346 + 27 360 + 14"
T 10 0.30+0.03 0.29£0.03 0.30 £ 0.03
190 0.31+0.01 0.34£0.02 0.32£0.02
1 | 10 0.12 £0.01 0.10 £ 0.02 0.10 £ 0.01
T/Tule-s') [7g5 01301 0.27+0.1 0.19+0.1
Saturation O, | J90 98.64 £ 0.50 96.82 + 4.06 98.48 £ 0.67

Tableau 5: Fonction ventilatoire et saturation en O,. Représentation du débit ventilatoire (V, en ml
par min par g), du volume courant (Vr, en pl par min par g), de la fréquence respiratoire (Rf, en cycles
par min), du temps d’inspiration (Ti, en sec), du temps d’expiration (Te, en sec), du temps total d’un
cycle respiratoire (Ttot=Ti+Te, en sec), du temps d’inspiration par rapport au temps total (Ti, Ttot, en
sec), du volume courant par rapport au Ti (V1/Ti, en pl par g par min. Toutes les valeurs pour sont
représentées en tant que moyenne = SD et soumises au test de Kruskal-Wallis. * compare a la fin de la
6° instillation, les groupes BLM/AI ou BLM/HIC au groupe PBS/AI et * compare la condition J90 a la
condition JO respectivement a chaque groupe. Mesure en normoxie de la saturation en O, (en %) par
oxymétrie de pouls infrarouge (mouseOxPlus®). Toutes les valeurs sont représentées en tant que
moyenne + SD et soumises au test ANOVA Two way.

d. Analyse des structures respiratoires ponto-bulbaires

La quantification des neurones positifs pour le marqueur d’activité neuronale a long terme
FOSB/AFOSB (Figure 64) montre une augmentation de la quantité de neurones FOSB/AFOSB
positifs dans la sous-division commissural, médiane et ventro-latérale du noyau du tractus
solitaire (c-NTS, m-NTS, vI-NTS), du noyau rétrotrapézoide/groupe respiratoire parafacial
(RTN/pFRG), le raphé magnus (RMg) et le noyau hypoglosse (12N) dans le groupe de souris
présentant une fibrose pulmonaire exposées a I’HIC (BLM/HIC) compar¢ au groupe présentant

une fibrose seule (BLM/AI).
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PBS/Al BLM/AI BLM/HIC
c-NTS 5.50%2.16 10.95 + 6.59** 28.45 + 13.34%%
m-NTS 5.93+2.37 10.77 + 2.35* 28.04 +17.16°
vI-NTS 4.54+2.04 7.67 £1.75* 21.12 + 14.05°
RTN/pFRG 515%1.77 10.39 £ 5.68** 26.71+12.17%
ROb 435%1.75 6.60 +2.13 13.69+11.19
RMg 572 £1.56 12.49 £ 5.44*%* 28.94 + 14.26°
RPa 5.58 £1.56 6.96 +2.11 20.41+16.19
12N 5.27 £2.53 6.69 +2.34 21.71+10.13%%

Figure 61: Tableau représentant le nombre moyen de cellule FOSB/AFOSB positifs par structure
et par coupe. Toutes les valeurs sont représentées en tant que moyenne + SD et soumises au test ANOVA
One way. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, les étoiles représentent les significativités entres les
groupes BLM/AI et BLM/HIC, les résultats sont exprimés en moyenne = SD. “compare le groupe BLM/AI
au groupe PBS/AI et *compare le groupe BLM/HIC au groupe BLM/AI

e. Réponses ventilatoires a I’hypoxie (HVR)

L’analyse de la réponse ventilatoire a I’hypoxie (Figure 65) montre une augmentation de
la ventilation (V) des souris du groupe PBS/AI (Figure 65.A) par rapport & leur condition
normoxique. Cette augmentation de la ventilation est supportée par une augmentation du
volume courant (Figure 65.B) et de la fréquence respiratoire (Figure 65.C). En revanche, aucune

réponse a I’hypoxie n’est observée pour les groupes BLM/AI et BLM/HIC (Figure 65.A).
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Figure 62: Réponse ventilatoire a I’hypoxie (HVR). Les souris ont été exposées a un mélange d’air
normoxique a 21% d’O; puis exposées durant 10 minutes a un mélange hypoxique a 10% d’O, avant un
retour en condition normoxique (21% d’0,) durant 10 minutes. A. Mesure du débit ventilatoire (Vr)
obtenu par le produit du volume courant (V1) et de la fréquence respiratoire (Rf). B. Mesure du volume
courant. C. Mesure de la fréquence respiratoire. Toutes les valeurs sont représentées en tant que
moyenne + SD et soumises au test ANOVA Two way. * compare chaque condition a sa condition
normoxique et les $ compare les conditions aux groupes controles.

f. Réponses ventilatoires a I’hypercapnie (HcVR)

L’analyse de la réponse ventilatoire a I’hypercapnie (HcVR) (Figure 66) montre une
augmentation non significative du débit ventilatoire (V) (Figure 66.A) dans le groupe PBS/AI,
li¢ a une augmentation significative de la fréquence respiratoire (Rf) (Figure 66.C). On note
¢galement une augmentation du débit ventilatoire dans le groupe BLM/HIC alors que le groupe

BLM/AI ne semble pas répondre a I’hypercapnie.
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Figure 63: Réponse ventilatoire a I’hypercapnie (HcVR). Les souris ont été¢ exposées a un mélange
d’air normoxique a 21% d’O; puis exposées durant 10 minutes a un mélange d’air hypercapnique a 8%
d’CO; avant un retour en condition normoxique (21% d’0,) durant 10 minutes. A. Mesure du débit
ventilatoire (Vz) obtenu par le produit du volume courant (V1) et de la fréquence respiratoire (Rf). B.
Mesure du volume courant. C. Mesure de la fréquence respiratoire. Toutes les valeurs sont représentées
en tant que moyenne + SD et soumises au test ANOVA Two way. * compare chaque condition a sa
condition normoxique et les $ compare les conditions aux groupes controles.

Conclusion

Chez les souris présentant une fibrose pulmonaire, I’exposition a ’HIC conduit a une
augmentation de la quantité¢ de collagéne et une activation supplémentaire des neurones dans
les sous-divisions commissurales et médianes du noyau du tractus solitaire (c-NTS et m-NTS)

et le 12N.
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Discussion génerale

Mes travaux de recherches ont permis d’évaluer I’impact d’une atteinte pulmonaire de
type fibrosante sur le réseau de neurones respiratoires associé ou non a un contexte d’hypoxie

intermittente chronique.

La premiére partie de mes travaux a permis de mettre en place et de caractériser un modele
murin de fibrose pulmonaire chronique et stable dans le temps qui présente de nombreuses
caractéristiques histologiques et moléculaires se rapprochant de celles observées chez les
patients atteints de fibrose pulmonaire idiopathique. Nous avons par la suite utilisé ce modele
pour évaluer la possibilité de recréer et d’étudier les phases d’aggravation de la maladie (EA).
Par la suite, nous avons montré qu’une aggravation aigu¢ de la fibrose pulmonaire induit un
remodelage supplémentaire avec une augmentation de la quantité de collagéne, une apoptose

une inflammation et la présence du facteur HIF-1a..

Dans la seconde partie de nos travaux, nous avons montré qu'une fibrose pulmonaire
chronique modifie la ventilation de base et abolie les réponses ventilatoires suite a un stimulus
hypoxique et hypercapnique. Nous avons également caractérisé 1’impact de modifications de
I’architecture pulmonaire sur le réseau respiratoire et identifié les strucutures présentant une

neuroplasticité.

Pour finir, nous avons décrit I’impact d’expositions longues a de I’hypoxie intermittente
chronique sur la sévérité de la fibrose pulmonaire ainsi que sa répercussion sur les réponses

ventilatoires, le réseau et la plasticité des neurones respiratoires.
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Comparaison du modele murin de fibrose pulmonaire obtenu
par instillation unique de bléomycine a celle obtenue par
instillations répétees

I. Les modeles murins de fibrose pulmonaire

La physiopathologie de la FPI est décrite comme un déréglement de la réponse de
I’épithélium pulmonaire a des 1ésions chroniques conduisant & une réparation aberrante de
I’épithélium alvéolaire et I’instauration d’un tissu cicatriciel. L'ensemble de ces 1ésions conduit
a la destruction des structures pulmonaires et au développement d'une insuffisance respiratoire
chronique. De nombreuses études montrent qu'une grande variété de cytokines pro-
inflammatoires comme le TGF-3, le TNF-a ou des interleukines jouent un réle important dans
la pathogénicité de la fibrose pulmonaire idiopathique. La/les causes de la maladie restent mal
connues et aucun traitement curatif n’est encore disponible pour soigner les patients. Afin de
mieux comprendre la physiopathologie de la FPI, il est nécessaire de disposer d'un modele
animal développant une fibrose pulmonaire assez proche de celle retrouvée chez les patients
(De Vuyst and Camus 2000). Un des premiers modéle murin de fibrose pulmonaire étudié résultait
d’une déficience en tyrosine phosphatase SHP1, qui conduisait a une inflammation sévére au
sein de différents organes, notamment des poumons (Rossi et al. 1985). Cependant, il a été
montré que ce modele refléte davantage une alvéolite inflammatoire avec cedéme et ne présente
que tres peu de caractéristiques spécifiques de la fibrose (Bringardner et al. 2008). Ainsi, il a été
nécessaire de développer un modéle murin de fibrose pulmonaire présentant 1’ensemble des
caractéristiques décrit selon I’« Usual Interstitial Pattern ». De nombreux mod¢les de fibrose
pulmonaire obtenus par mutations génétiques ou par traitement pharmacologiques ont été
proposés. Parmi les modéles génétiques, des modeles de fibrose obtenues par surexpression du
TGF-B (Sime et al. 1997) du TNF-a (Miyazaki et al. 1996) d’IL-1B (Kolb et al. 2001) ou d’IL-13
(Zhu et al. 1999) ont été proposé chez la souris. Cependant, ces modeles présentent tous des
limites. Les mod¢les obtenus par surexpression du TGF- et du TNF-a développent des
fibroses réversibles dans le temps (Lee et al. 2004; Redente et al. 2014). Les modeles obtenus par
surexpression des interleukines conduisent au développement d’une fibrose trés inflammatoire
limitant les études des mécanismes impliqués dans son développement (Zhu et al. 1999; Kolb et
al. 2001). Parmi les fibroses pulmonaires obtenues suite a un traitement pharmacologique, on

retrouve la fibrose déclenchée par injection de FITC (Christensen et al. 1999), ou par de la silice
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(Shoeb et al. 2019). Un autre modele de fibrose pulmonaire, le plus étudi¢ aujourd’hui est celui

induit par une instillation intra-trachéale de Bléomycine (BLM) (TIANJU et al. 2017).

II. Modele murin de fibrose pulmonaire obtenu par instillation de
bléomycine

1) Rappels sur le modele murin de fibrose pulmonaire le plus utilisé

La bléomycine (BLM) est une molécule extraite d'un antibiotique qui a été isolé d'une
souche de Streptomyces verticillus en 1967 (Umezawa et al. 1967). La BLM a été utilisée avec
succes pour traiter de nombreux cancers et le lymphome de Hodgkin. Cette molécule entraine
des ruptures d'ADN simple et double brin, ce qui a pour conséquence d'interrompre le cycle
cellulaire et de produire des radicaux libres superoxyde et hydroxyde qui détruisent 'ADN
(Claussen and Long 1999). L'un des effets secondaires du traitement a la BLM est sa capacité a
provoquer des 1ésions cellulaires importantes et une inflammation localisée. On observe alors
chez les patients traités avec de la bléomycine un cedéme interstitiel avec une infiltration de
cellules inflammatoires et immunitaires et une augmentation des espéces réactives de I’oxygeéne
(ROS) qui peuvent conduire au développement d’une fibrose pulmonaire interstitielle
(également appelée alvéolite fibrosante) (Bonniaud 2005; Sleijfer and Pasquet 2008; Biya et al.
2016).

De ce fait, la bléomycine a été utilisé chez la souris pour créer un modéle expérimental
de fibrose pulmonaire (Moore and Hogaboam 2008). Ce modéle murin reste le mieux décrit et le
plus utilisé. Il a permis la description de multiples phénoménes moléculaires et cellulaires
impliqués dans la fibrogénése pulmonaire et a été utilisé¢ pour tester de nombreuses stratégies

thérapeutiques.

Le développement d’une fibrose pulmonaire plus ou moins sévere a été observé pour
différentes doses de bléomycine injectées a I’animal mais également pour différentes souches
de souris utilisées (Gabetta 1989). Ainsi des doses variables de 1,25 Ul/kg (Hecker et al. 2015)
jusqu'a un maximum de 4 Ul/kg (Ortiz et al. 2003; Rojas et al. 2005) de bléomycine ont été injectés
chez I’animal. Suite a I’instillation de la BLM, trois étapes majeures sont observées : une étape
inflammatoire 8 jours apres I'instillation (J8), illustratif de ce modele et caractérisée par un
large infiltrat cellulaire composé essentiellement de cellules inflammatoires telles que les
lymphocytes et les macrophages, mais aussi la présence de marqueurs pro-inflammatoires tels

que des cytokines et chimiokines (Izbicki et al. 2002; Moore and Hogaboam 2008); puis une phase
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fibrosante avec un pic a J14, une fibrose établie jusqu’a J21 et enfin une résorption des lésions

apres 28 jours (Figure 67) (Janick-Buckner et al. 1989; Izbicki et al. 2002; Tashiro et al. 2017).

Figure 64: Installation d'une fibrose pulmonaire induit par la bléomycine au cours du temps.
Photographies représentant des poumons de souris traitées a la bléomycine ou PBS coloré a
I’hématoxyline-€osine A. Trois jours apres I’instillation, il est observé une augmentation du nombre de
lymphocytes au niveau péri-vasculaire et péribronchique. B. Six jours aprés I’instillation de BLM, il est
observé une fibrose sous-pleurale. C. Quatorze jours plus tard, il est observé une augmentation du
nombre de macrophage dans les espaces alvéolaires mais également de foyer de fibroblastes. D. A 21e
jours, il est observé des 1ésions importantes avec des zones denses de fibroses. E. Poumon traité avec
une solution saline ne présentant pas de remodelage 1’architecture pulmonaire. D’apres (Izbicki et al.
2002).

La fibrose semble se développer de manicre péribronchique, aléatoirement et de manicre

hétérogene suivant la diffusion de la bléomycine entre les deux poumons ; contrairement a une

-231-



distribution sous-pleurale observée chez le patient (Figure 68) (Borzone et al. 2001; Harari and

Caminati 2005; Nalysnyk et al. 2012).

Figure 65: Fibrose pulmonaire hétérogéne observé suite a une instillation unique de bléomycine.
Photographies de poumon de rat traité avec du PBS (a gauche) ou de la bléomycine (a droite) coloré¢ a
I’hématoxyline-éosine (grossissement x40). L’instillation d’une dose unique de BLM conduit a des
dépots de fibrose péribronchique répartis de maniéres hétérogeénes sur la surface du poumon. Adaptée
d’apres (Borzone et al. 2001).

Un des points critiques majeur de ce modele est la réversibilité des 1ésions, ce qui n’est
pas le cas chez le patient, et le fait que la fibrogénése ne suive pas le cours normal d’évolution
de la maladie. Bien que I’étude du caractere réversible de cette fibrose soit trés intéressante

dans un but thérapeutique, cet aspect limite les études consistants a la compréhension des

mécanismes a 1’origine de la persistance de la fibrose pulmonaire observée chez I’homme.

Par ailleurs, on observe dans ce mod¢le, une distribution hétérogeéne des altérations de
la compliance pulmonaire dynamique avec une atteinte trés forte pour certaines souris et des
altérations moins significatives pour d’autres (Borzone et al. 2001; Moore and Hogaboam 2008).
Cette observation différe de la dyspnée et des signes de restriction avec une diminution de la
capacité vitale forcée et de la compliance pulmonaire observée chez tous les patients FPI (Harari
and Caminati 2005). Ainsi, il a été nécessaire de proposer de nouveaux modeles, plus proche ce
qui est observé et décrit chez I’homme avec une fibrose pulmonaire évolutive au cours du

temps.
2) Caractéristiques du nouveau modele murin de fibrose pulmonaire

Le modele animal que nous avons développé par injection répétée d’une dose de
bléomycine a 0,8Ul/g espacée de deux semaines permet de générer a chaque instillation des

micro-agressions de 1’épithélium alvéolaire. Ces micro-agressions vont conduire a
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I’instauration progressive de la fibrose pulmonaire au cours du temps mimant ce qui est décrit
chez les patients (Degryse et al. 2010)(Redente et al. 2021). L’inflammation en réponse a la BLM
pouvant étre un facteur concomitant au développement de la Iésion (Rosa et al. 2014), nous avons
espacés les instillations de 15 jours afin de nous affranchir du pic inflammatoire observé 7 jours
apres une instillation de BLM. Nos résultats montrent 1’installation d’une fibrose pulmonaire
deés trois instillations IT de BLM, caractérisée par un remaniement du tissu pulmonaire et la
présence d’une quantité importante de collagéne dans les poumons. Ces observations rejoignent
celles caractérisant I’UIP (Adamson and Prieditis 1998; Reed et al. 2015; Williamson et al. 2015;
Gschwandtner et al. 2017). Le dévellopement d’une fibrose pulmonaire peu inflammatoire dans

ce modele a également été rapporté par I’équipe d’amber Degryse (Degryse et al. 2010).

Dans notre mod¢le, I’induction de I’ensemble des marqueurs classiquement décrits dans
la FPI, tels que I’expression des génes pro-fibrosants Collal, Col3al et Fnl, mais également
I’infiltration de différentes populations de cellules inflammatoires notamment des
macrophages, des lymphocytes T et des lymphocytes B correspondant aux critéres UIP ne sont
observable qu’apres 6 instillations IT, bien que de nombreuses cytokines pro-inflammatoires
en sont détectés que suite a 3 instillations. Dans les poumons des souris ayant regus trois
instillations IT de BLM et prélevées trois mois plus tard, les analyses histologiques et les
quantifications de collagéne montrent la persistance de la fibrose au cours du temps. Ces mémes
observations ont été rapportées tres récemment par 1’équipe d’Elizabeth Redent jusqu’a 12
semaines apres trois instillations I'T de BLM (Redente et al. 2021). De manicre intéressante, nous
avons réalisé une description histologique précise des biopsies pulmonaires sur lequelles nous
observons une fibrose évoluant naturellement de manicre trés similaire a ce qui est observé chez
les patients avec la présence des foyers de fibrose localisés au niveau sous-pleural. Les
immunomarquages montrent une population de lymphocytes de type B et de macrophages de
type M2 pro-fibrosants. Ces macrophages de type M2, majoritairement présents dans un
poumon fibrotique (Gordon and Martinez 2010; Wynn et al. 2013) sont nécessaires a la résolution
de la Iésion et sécreétent de nombreux facteurs de croissance, notamment le TGF-f3, mais
¢galement le FGF, le PDGF, le VEGF (Duru et al. 2016), la L-Arginine contribuant a la synthése
du collagéne (Mills 2012), ou encore CCL18 (Schraufstatter et al. 2012) chémoattractant des
lymphocytes T et activateur des fibroblastes (Chenivesse and Tsicopoulos 2018). Cependant,
I’analyse des différents types de cellules inflammatoires présentent au niveau des zones de

fibrose, n’a pas permis d’identifier de neutrophiles, pourtant décrit comme participants a la
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fibrogénese chez le patient via leur action sur la prolifération et la différenciation des

fibroblastes et I’activation du TGF-3 (Gregory et al. 2015).

Enfin, de maniére complémentaire aux analyses effectuées par 1’équipe de Redente
(Redente et al. 2021), nous avons analysé les parameétres ventilatoires associées a cette fibrose
chronique et évolutive. L’analyse de la fonction pulmonaire montre la diminution de la
compliance pulmonaire et une altération des variables ventilatoires avec une augmentation de
la ventilation caractérisée par une augmentation de la fréquence de maniére similaire a ce qui

est observé chez les patients FPI (FUMEAUX et al. 2003; Harari and Caminati 2005).

III. Caractérisation des évenements cellulaires et moléculaires
observes dans ce modele murin de fibrose pulmonaire

1) Mise en évidence d’une apoptose des cellules pulmonaire

L’apoptose joue un role crucial dans la physiopathologie de la FPI, et peut contribuer a
une réparation aberrante de I’épithélium alvéolaire si celle-ci est altérée ou dérégulée (Uhal et
al. 1998; Maeyama et al. 2001; Plataki et al. 2005; Uhal 2008). En effet, alors que les CEA Il meurent
par un exces d’apoptose, les fibroblastes présentent une résistance accrue a la mort cellulaire
programmée (Drakopanagiotakis et al. 2008; Im et al. 2016). Cependant, le manque d’élimination
des fibroblastes observé dans la FPI pourrait également étre associé a un défaut d’efferocytose
(Blirando 2021) impliqué également dans I’orientation des macrophages vers un phénotype M2
pro-fibrosant. le (Lee et al. 2012). Nos résultats montrent la présence d’une augmentation de
’activité des caspase 3 et 7 mais également une dégradation importante de I’ADN témoignant
d’une apoptose dans notre modele de fibrose pulmonaire. Nos analyses histologiques montrent
que les principales cellules TUNEL positives (apoptotiques) sont les CEA II. Ces résultats sont
en accord avec les données de la littérature, démontrant une augmentation des protéines pro-
apoptotiques Bax ou caspase 3 et une diminution des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 dans les
CEA de patients atteints de FPI (Plataki et al. 2005). Cependant, il serait intéressant d’analyser,

dans notre modele, les variations d’expressions de ces marqueurs.
2) Mise en évidence d’un stress oxydant et de I’expression des marqueurs de
senescence

Le stress oxydant est impliqué dans de nombreuses pathologies et pourrait contribuer a

I’initiation de la fibrogénése dans la FPIL. En effet, une quantité importante d’espéces réactives
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de I’oxygene (ROS) (Teramoto, S. 1995; Rahman et al. 1999) et une augmentation des marqueurs
de stress oxydatif a été rapporté dans les poumons et dans le sérum des patients atteints de FPI
(Rahman et al. 1999). Par ailleurs, une altération du systéme redox dans le LBA de ces patients
a également été décrite (Beeh et al. 2002). Dans notre étude, les poumons d’animaux avec une
fibrose pulmonaire induite expérimentalement présentent une quantité importante de 8-OHdG
et de p-yH2AX. Ces facteurs témoignent de lésions au niveau de I’ADN, et sont souvent
associées a la présence d’un stress oxydant majeur. L’analyse de 1’expression de facteurs pro
et anti-oxydants dans notre modéle permettra de confirmer la présence de ce déséquilibre. Cette
information est d’autant plus importante que I’existence d’un stress oxydant peut conduire a un
état de sénescence cellulaire, qui est par ailleurs mis en évidence chez les patients FPI au niveau
des fibroblastes mais également des CEA II (Minagawa et al. 2011; Demaria et al. 2014; Alvarez et

al. 2017; Liu and Liu 2020). Dans notre modele, par immunohistochimie, nous avons mis en

INK4 WAF1
6 1

¢vidence 1’expression des acteurs du cycle cellulaire pl et p2 qui semblent étre
exprimés niveau des CEA II. L’expression de ces marqueurs associés a la senescence renforce
I’hypothése d’un mécanisme complexe et intégré dans la physiopathologie de la fibrose
pulmonaire mélant inflammation et apoptose médi¢ par le SASP que sécrétent ces cellules
sénescentes (Zhu et al. 2014) sur les cellules environnantes telles que les cellules épithéliales,

endothéliales, les fibroblastes et les macrophages (Kasahara et al. 2001; Yokohori et al. 2004).
3) Laplace de I'inflammation dans les exacerbations aigués

Certains patients atteints de FPI peuvent voir leur fonction respiratoire se dégrader tres
rapidement suite a la survenue d’une exacerbation aigué (EA). A ce jour, il n’existe pas de
modele animal idéal pour I’étude de la survenue des exacerbations aigué€s idiopathiques. Une
seule étude rapporte 1’utilisation du virus de I’herpes dans un modele de fibrose pulmonaire
induit par de la FITC (Moore and Hogaboam 2008) provoquant une augmentation des réponses
fibrotiques (Lok et al. 2002). Cependant, I’induction d’une infection virale complexifie
I’utilisation de ce modele. Ainsi, nous proposons un modele d’EA provoqué par une instillation
de BLM a forte dose sur un modé¢le de fibrose déja installée. De maniére intéressante, il a été
montré que le lavage broncho alvéolaire (LBA) des patients ayant une EA présentent une
quantité importante de neutrophiles (Schupp et al. 2015), et un taux élevé de chimiokines IL-8 et
CXCLI activant les macrophages M1, et attirant et activant les neutrophiles (Schupp et al. 2015).
Nous n’avons pas récupéré le LBA de nos souris apres ’EA et cette donnée aurait pu étre tres

informative sur I’effet de cette instillation plus forte de BLM sur 1’aggravation de la fibrose.
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Cependant, nos résultats montrent une quantité importante des cytokines pro-inflammatoires
KC et du TNF-o mais également une quantit¢é plus importante de marquage F4-80
(macrophages). Nous observons également une stabilisation plus importante du facteur HIF-
la. De manicre intéressante, un role de HIF en tant que régulateur de l'immunité et de
l'inflammation a été proposé (Palazon et al. 2015; Wang et al. 2020). HIF induirait le facteur TNF-
o (Haddad and Land 2001), ou encore NF-KB, favorisant la survie des neutrophiles, et entrainant
une inflammation importante (Walmsley et al. 2005). La présence de marquages trés importants
de HIF sur les coupes histologiques d’animaux exposés a une EA suggere la présence d’un
microenvironnement hypoxique trés localisé au niveau des CEA. Cette hypoxie localisée a été
observée sur les scanner de patients et observés aprés TM et injection de f-MISO (Porter et al.
2021) mais également sur les biopsies de patients et dans les modéles murins de fibrose
pulmonaire via I’expression de HIF (Tzouvelekis et al. 2007; Weng et al. 2014; Burman et al. 2018;
Delbrel et al. 2019) et semblerait contribuer au processus fibrosant via I’activation de 1’apoptose
(Bernard et al. 2018), de la TEM (Uzunhan et al. 2016) et du stress du RE (Delbrel et al. 2019). De
plus, il a été décrit que les patients présentant une EA ont un déclin de leur fonction respiratoire
(Kim et al. 2006; Churg et al. 2007). Ainsi, il serait intéressant de documenter 1’existance d’un tel

déclin dans notre modéle.
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Impact d’une fibrose pulmonaire sur le réseau de
neurones respiratoires

I. Consequence d’une activation du réseau de neurone respiratoire

en réponse a une fibrose pulmonaire

Les patients atteints de FPI présentent un épaississement de leur épithélium alvéolaire ou
des troubles de circulation pouvant conduire a un défaut de perfusion pulmonaire (Plantier et al.
2018) pouvant générer une hypoxémie. De plus, cette hypoxémie peut également étre la
résultante d’une augmentation de 1’espace mort ou d’une altération de la perfusion pulmonaire
(Plantier et al. 2018). Ce taux de variation d’O; (King et al. 2001) peut étre détecté par les
chémocepteurs périphériques sensibles aux variations de PaO,, PaCO; et de pH (Dejours 1962;
Biscoe et al. 1970; Fitzgerald and Dehghani 1982; Andrade et al. 2018) comme décrit dans la Partie
1. Chapitre Il de !’introduction. De plus, I’accumulation d’un exces de collagéne conduit a une
rigidité pulmonaire se traduisant par une diminution de la compliance pulmonaire (Raghu 2011),
pouvant étre pergue par les mécanorécepteurs thoraco-pulmonaires (Mathew and Ghosh 1995) ou
les récepteurs a 1’étirement (Carr and Undem 2003; Del Negro et al. 2018). Nos travaux montrent
que les souris développant une fibrose pulmonaire présentent une activation des sous divisions
commissural et médiane du noyau du tractus solitaire (c-NTS et du m-NTS), structures
caractérisées comme point d’entrées des afférences périphériques chimiques (Torrealba and
Claps 1988; Finley and Katz 1992) et mécaniques (Kalia and Mesulam 1980a, b). Par la suite, le NTS
projette vers I’ensemble du réseau neuronal respiratoire (Schelegle et al. 2001; Pascual et al. 2002;
Buchanan and Richerson 2010; Wakai et al. 2015). Cependant, dans notre étude, nous n’avons pas
réussi a discriminer si la neuroplasticité avait pour origine les contraintes mécaniques au niveau
pulmonaire et/ou I’hypoxémie induite par le remaniement pulmonaire. De plus, nos résultats
montrent une augmentation de fréquence respiratoire chez les animaux présentant une fibrose
pulmonaire. Cette augmentation de la ventilation peut étre liée a une augmentation de I’activité
du préBotC consécutive a la stimulation du réseau respratoire par les afférences périphériques.
De plus nous montrons une augmentation d’activité dans le RTN/pFRG ce qui pourrait étre le

reflet de la mise place d’une expiration active comme suggéré dans la littérature.
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II. Altération de la réponse ventilatoire a I’hypoxie et a I’hypercapnie

dans la fibrose pulmonaire

Dans notre mod¢le, I’analyse des structures neuro-respiratoires montre que la fibrose
pulmonaire induit une activation, des trois sous-divisions du NTS, du RTN/pFRG et des Raphés
bulbaires. La littérature montre que le RTN/pFRG et les Raphés bulbaires sont impliqués dans
les régulations chémoréflexes (Richerson 2004; Corcoran et al. 2009; Da Silva et al. 2011; Ray et al.
2011). Ainsi, les phénoménes de neuropasticité liés a la fibrose pulmonaire et observés au
niveau du RTN/pFRG et des Raphés bulbaires pourraient étre a I’origine des modifications des
réponses ventilatoires a 1’hypoxie et a ’hypercapnie dans notre modele, suggérant que ces
altérations puissent avoir une origine centrale. D’autre part, ’hypoxémie consécutive a la
fibrose pourrait modifier les seuils de sensibilité des chémorécepteurs contribuant également a
I’abolition de ces réponses ventiatoires. Ces données sont en accord avec les observations
cliniques rapportant une altération des régulations ventilatoires chez certains patients atteints

de FPI (Launois et al. 1991; Javaheri and Sicilian 1992).
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Limite du mode¢le d’hypoxie intermittente chronique

dans les phénoménes d’agravation de la FPI liés au
SAHOS

De nombreuses études observent des SAHOS chez les patients atteints de FPI sans savoir
si il précéde I’apparition de la pathologie et les mécanismes moléculaires ne sont pas
parfaitement connus (Mermigkis et al. 2007; Lancaster et al. 2009a; Gille et al. 2018). L analyse des
biopsies pulmonaires de patients atteints de FPI (Korfei et al. 2008) mais également des poumons
de souris développant une fibrose pulmonaire (Hsu et al. 2017) montrent la présence de
marqueurs du stress du RE. De plus, des études montrent que 1’exposition a de I’HIC induit un
stress du RE (Belaidi et al. 2016b; Shi et al. 2020), et que cette induction pourrait dépendre de la
stabilisation du facteur HIF-1a par ’HIC. Induisant les protéines HIF, PERK, ATF-4, et CHOP
(Belaidi et al. 2016b), également décrits dans le processus de fibrogénése, I’HIC pourrait étre un
facteur aggravant de la fibrose pulmonaire. Cependant, dans notre modele, I’ajout d’une HIC
dans un mode¢le de fibrose installé ne semble pas moduler I’expression de ces facteurs. Durant
ma these, nous avons également montré que le pré-conditionnement a de I’HIC durant 28jours
avant le développement de la fibrose pulmonaire exacerbe la fibrose pulmonaire par un
mécanisme impliquant un stress du RE (Haine et al. 2021a). Ainsi, afin d’étudier les mécanismes
cellulaires et moléculaires impliqués dans 1’aggravation de la fibrose pulmonaire associé a de
I’HIC, il serait intéressant d’évaluer dans notre modele I’impact d’une préexposition a de I’HIC
sur la sévérité de la fibrose. De ce fait, suite a I’exposition a de ’'HIC, une fibrose pulmonaire
induite par 3 instillations répétées comme décrit dans la Partie I des résultats peut étre

envisagée.

Bien que le modé¢le classiquement utilis¢ pour mimer le SAHOS soit I’exposition a une
hypoxie intermittente, il ne permet pas de prendre en considération la composante
hypercapnique ni I’obstruction des VAS. En effet, le SAHOS est défini par une répétition
d’épisodes d’hypoxie-hypercapnie réoxygénation. Il a été montré que I’exposition a de
I’hypercapnie entraine une neuroplasticité respiratoire au niveau des Raphés bulbaires suite a
’activation de la voie sérotoninergiques (Yue et al. 2008; De Carvalho et al. 2013). Dans notre
modele expérimental visant @ mimer les effets du SAHOS, les cycles d’HIC sont uniquement
générés par une baisse de la FiO; sans impacter le taux de CO», ne prenant pas en considération
les épisodes d’hypercapnie que I’on peut observer chez les patients. Ainsi, nous nous

confrontons a une limite non négligeable de ce modéle. En effet, la chémosensibilité au CO»/H"
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qui pourrait influencer la plasticité neuronale associée au SAHOS n’est pas prise en compte

dans ce modele et pourrait jouer un role majeur dans la sévérité de la fibrose pulmonaire.

Par ailleurs, chez les patients présentant un SAHOS, on observe une altération de la
stimulation des VAS, ce qui pourrait contribuer aux effets délétéres sur le poumon. Ces
contraintes mécaniques ne sont pas reproduites dans notre protocole expérimental. De ce fait,
les répercussions de la stimulation des mécanorécepteurs pharyngés dans les sous-divisions
commissural et médiane du noyau du tractus solitaire (c-NTS et m-NTS) ne sont pas pris en
compte dans notre modele. Or de nombreuses ¢tudes ont montré que les stimuli mécaniques
induisent une activation du TGF-f par le biais des plusieurs types cellulaires (Sakata et al. 2004;
Wipff et al. 2007; Sarrazy et al. 2014), suivie d'une fibrogénése (Giacomini et al. 2012; Reed et al.
2015). Ainsi, la stimulation des mécanorécepteurs pharyngés suite a I’obstruction des voies
aériennes supérieures dans les SAHOS mais également I’inspiration forcée rencontrée durant
la respiration chez les patients FPI pourrait-&tre un stimulus pour I’activation du TGF-B1 et
pourrait jouer un role important dans les processus de maintien de la fibrose pulmonaire (Froese

et al. 2016).

Afin d’étudier plus en détail I’'impact du SAHOS sur la fibrogéneése, il serait alors important
d’intégrer les stimuli permettant la stimulation des afférences pharyngées et neuronale induits

par I’hypercapnie (Aronson et al. 1991; Kimoff 1996).
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Conclusion et Perspectives

Les approches expérimentales développées au cours de cette thése ouvrent de
nombreuses perspectives pour 1’étude et la compréhension des mécanismes physiologiques et
moléculaires impliqués dans la FPI. Ainsi partant de I’hypothése pathogénique des agressions
répétées de 1’épithélium pulmonaire pour expliquer le développement de la FPI, nous avons
caractérisé un nouveau modele murin présentant de nombreuses similitudes avec la pathologie
humaine, tant sur le point de I’atteinte des parameétres ventilatoires, que des modifications de
I’architecture pulmonaire observée sur des biopsies pulmonaires histologiques, mais également
des mécanismes moléculaires décrit dans la littérature. Ainsi nous avons choisi d’étudier durant
ce travail doctoral I’impact de la fibrose pulmonaire sur la commande centrale respiratoire et
les réponses ventilatoires ainsi que I’impact de I’'IHC mimant le SAHOS dans ces conditions.
Par ailleurs ce mod¢le peut également permettre 1’étude de I’impact des phases d’exacerbations
aigues sur la détérioration de la fonction pulmonaire.

I1 est connu que de nombreuses populations cellulaires sont impliquées dans la fibrose
pulmonaire (Janick-Buckner et al. 1989; Renzoni et al. 2014), ainsi il est intéressant de se pencher
sur la prévalence et le role de chacun de ces acteurs dans le processus de développement de
maintien et d’évolution de la fibrose. Ce travail doctoral a permis de proposer un mode¢le animal
d’étude de I’initiation, et de 1’évolution de la fibrose pulmonaire trés proche de ce qui est
observé chez le patient. Ainsi nous avons montré que la population cellulaire du tissu
pulmonaire est en constante évolution, avec notamment des modifications phénotypiques dans
les populations de cellules immunitaires. En revanche, nous n’avons pas identifi¢ le role précis
des différentes populations cellulaires tout au long du développement de la fibrose ni durant les
phases d’EA. Dans cette continuité, il serait enviseageable d’identifier les populations
cellulaires rencontrées dans ces deux modeéles par une techinque quantitative telle que la
cytométrie en flux.

L’¢tude du transcriptome de ces différents types cellulaires a différents temps de
développement de la fibrose serait trés informative. En effet, nous pourrions dans un premier
temps définir I’évolution des changements phénotypiques des macrophages, depuis leur
polarisation M1 pro-inflammatoire vers une polarisation M2 pro-fibrosant en fonction du stade
de fibrose. Dans un second temps, nous pourrions décrire 1’évolution de I’expression des genes

impliqués dans les phénoméenes de TEM, apoptose ou senescence dans les CEA II afin
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d’identifier de nouvelles cibles moléculaires impliquées dans I’évolution et la persistance de la
fibrose.

De plus, les cellules sénescentes peuvent contribuer a I’aggravation de la fibrose
pulmonaire en stimulant de maniére chronique 1’inflammation via leur SASP. Nous observons
une augmentation de ’expression des marqueurs associ¢s a la senescence chez les souris
présentant une exacerbation aigué. Dans cette continuité, il serait intéressant d’identifier le type
de cellules sénescentes dans notre modele et d’analyser leur SASP afin d’identifier les cytokines

produites et les conséquences sur le transcriptome des cellules avoisinantes.

Nos résultats suggerent I’implication du facteur HIF, de I’inflammation, du stress
oxydant et de I’apoptose dans les EA rencontrées dans la FPI. Afin de confirmer I’implication
et le role de ces stress cellulaires, il serait envisageable de mimer une EA chez des souris
déficientes pour le facteur HIF-1a afin d’évaluer le degré de sévérité de la fibrose développée.
De plus, il serait intéressant de quantifier ce facteur mais également certaines de ses cibles par
la technique du western blot. Une EA est définie comme étant un déclin rapide de la fonction
respiratoire suite a la survenue d’un mécanisme idiopathique. Dans notre étude, il serait d’autant
plus intéressant d’analyser la fonction respiratoire des souris développant une fibrose
pulmonaire et ayant une EA afin de les comparer aux souris sans EA. Durant nos travaux, nous
avons mesuré¢ les variables ventilatoires des souris développant une fibrose pulmonaire et ayant
eu une exacerbation aigué mais également leur réponse ventilatoire a 1’hypoxie (HVR) et
I’hypercapnie (HcVR), cependant, par manque de temps nous n’avons pas pu analyser ces

données a ce jour.

Deux études s’intéressant a la survenue des EA ont montré une corrélation entre la présence
d’un pic de pollution et la survenue d’EA (Johannson 2018; Sesé¢ et al. 2018). De plus, une
¢tude menée au Chili a montré que les niveaux d’exposition aux PM (particules) et au dioxyde
d’azote (NO») était associé au risque d’hospitalisation pour FPI (Dales et al. 2020). Ainsi, il a été
suggéré que la pollution atmosphérique, a laquelle le tractus respiratoire est exposé au
quotidien, pourrait jouer un role important dans 1’apparition ou 1’aggravation de pathologies
pulmonaires. La pollution atmosphérique pourrait favoriser ou aggraver la fibrose pulmonaire
soit directement en accélérant les processus physiopathologiques, soit indirectement en
potentialisant ’effet d’autres facteurs déclenchants comme c’est le cas lors d’exacerbations
aigu€s. Grace a notre modele murin de fibrose pulmonaire chronique, stable et peu

inflammatoire, nous pourrons décrire et évaluer les effets d’atmosphéres polluées complexes
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reproduisant de facon réaliste la pollution de I’air sur I’évolution de la fonction pulmonaire et

sur la sévérité de la fibrose.

Sur une premicre approche neurobiologique, nous avons montré que la fibrose pulmonaire
induisait une activation des structures respiratoires ponto-bulbaires probablement par la mise
en jeu des afférences chémo et mécanosensibles. De méme, nous observons une sur-activation
des structures respiratoires ponto-bulbaires suite a une exposition des souris développant une
fibrose pulmonaire a de I’HIC. Cependant nous n’avons pas a réussi a discriminer la part de
chacune de ces composantes. Ainsi il serait intéressant de réaliser des marquages rétrogrades
pour identifier les lieux de projections de ceux-ci. De plus, il serait également intéressant
d’évaluer Dl’activité des motoneurones innervant les muscles respiratoires afin d’identifier
I’impact d’une atteinte pulmonaire sur leur fonctionnement. Toujours au sein de ces structures
respiratoires ponto-bulbaires activées par la fibrose pulmonaire, il serait intéréssant de savoir si
les cellules presentant une neuroplasticit¢é (FOSB positives) sont des cellules gliales, des
neurones matures ou immatures. De plus, il serait intéressant de savoir si la neuroplasticité est
supportée par le renforcement de connections synaptiques existantes ou la création de nouvelles
connections. Enfin il est envisagé d’évaluer I’'impact des aggravations induites par la
bléomycine sur les différentes structures respiratoires étudiées. Ces observations nous
permettrons de mieux comprendre I’impact des EA sur le déclin de la fonction respiratoire.
D’autre part pour identifer le role des chémorecepteurs dans I’abolition des répnses ventilatoires
a ’hypoxie et a I’hypercapnie, il serait également interessant de les mettre au silence via

chemodenervation ou par a une exposition a I’hyperoxie.

De nombreuses études ont montré la forte prévalence des SAHOS chez les patients atteints
de FPI (Lancaster et al. 2009a; Gusbin et al. 2013; Gille et al. 2017). Dans la littérature, aucune étude
ne s’est intéressée a la fonction pulmonaire de ces patients comparés aux patients FPI ne
présentant pas de SAHOS. Les épisodes d’hypoxie réoxygénation rencontrés dans le SAHOS
ont été décrit comme facteurs aggravant la fibrose pulmonaire dans un mod¢le in vivo (Gille et
al. 2018; KANG et al. 2018; Haine et al. 2021a; Xiong et al. 2021). Dans notre étude, nous
démontrons un réle de ’'HIC dans le déclin de la fonction respiratoire des animaux présentant
une fibrose pulmonaire, mise en évidence par une augmentation de la ventilation de ces
animaux comparés aux souris développant une fibrose pulmonaire et non exposée a de I’HIC.
Ainsi, il serait important d’analyser les variables ventilatoires des patients atteints de FPI et
présentant un SAHOS dans le but d’évaluer le rdle du SAHOS dans le déclin de la fonction

pulmonaire des patients atteints de FPI.
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Dans la FPI, les cellules épithéliales alvéolaires (CEA) 1ésées subissent un stress du
réticulum endoplasmique (RE) au-dela de leurs capacités de résilience, entrent en sénescence,
voire en apoptose, et ne sont pas capables de proliférer et de ré-épithélialiser intégralement
I’épithélium alvéolaire. Dans la littérature, il est rapporté que le stress du RE des CEA 11 occupe
une place importante dans la survenue de la fibrose pulmonaire (Lawson et al. 2008).
L’aggravation de la fibrose pulmonaire suite a de I’exposition a de I’HIC est médiée par
I’induction d’un stress du RE (Haine et al. 2021a). Dans notre modé¢le, nos analyses réalisées sur
lysat pulmonaire total ne montrent pas de marqueurs du stress du RE. De ce fait, il serait
intéressant d’évaluer dans un premier temps sur coupe histologique ou sur tranche de poumon,
les types cellulaires exprimant ces différents marqueurs. Par ailleurs, il serait intéressant
d’isoler les différentes populations cellulaires pulmonaires impliquées dans la pathogenése de
la FPI comme les CEA, les fibroblastes et les macrophages des souris développant une fibrose

et exposées a de I’'HIC afin d’évaluer I’expression des marqueurs du stress du RE.

Outre son role dans I’érythropoiese, 1’érythropoiétine (Epo) joue un rdle dans la
protection tissulaire, notamment par des effets cardioprotecteurs, néphroprotecteurs et
neuroprotecteurs. La présence de I’Epo et de son récepteur (Epo-R) dans le tissu pulmonaire
suggere ¢galement un effet cytoprotecteur dans le poumon (Yegen et al. 2020; Haine et al. 2021b).
D’autre part, une récente étude montre que I’Epo carbamylé réverse les effets déléteres de I’HIC
(Andrade et al. 2021). Dans ce contexte nous pourrions envisager de traiter les souris présentant
une fibrose pulmonaire exposées et ou non a I’HIC avec de I’Epo carbamylée afin d’identifier

d’eventuels effets bénéfiques sur la sévérité de la fibrose pulmonaire.
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Annexes

Modele murin de fibrose pulmonaire

Des souris C57BL6/JR ont ét¢ instillées avec de la bléomycine (groupe BLM) a 0,8Ul/g
ou du PBS (groupe PBS) toutes les deux semaines durant 12 semaines, soit 6 instillations intra-
trachéales. Afin d’induire une exacerbation aigue, les souris ont recu une dose de BLM a

1,6Ul/g lors de la 6¢ instillation IT.

Le jour du sacrifice, les poumons ont été séparés pour différentes études (protéiques,
moléculaires et histologiques). Pour la partie histologie, les tissus sont fixés, un nceud au niveau
du hile est réalisé afin de séparer le poumon droit du gauche. Une fois le poumon droit isolé a
I’aide d’un fil de ligature, le poumon gauche est fixé par perfusion transcardiaque avec du
paraformaldéhyde (PFA) 4%. Le PFA permet une fixation de 1’organe, en arrétant le
métabolisme cellulaire, inactivant les enzymes lysosomiales, les RNases endogénes, tout en

conservant la morphologie cellulaire et I’intégrité des acides nucléiques.
Prélevements et préparation des échantillons
e Perfusion et prélévement des organes

A la fin du protocole expérimental, les souris sont anesthésiées par un mélange de
Kétamine (100 mg/kg) - Xylazine (20 mg/kg), les poumons ainsi que les cerveaux sont lavés
par injection de PBS au niveau du ventricule gauche du cceur pendant 10 minutes. Ensuite, un
nceud est réalisé au niveau de I’hile du poumon afin de fixer seulement le poumon gauche et le
cerveau par perfusion transcardiaque de PFA 4% (paraformaldéhyde, Chem Cruz, SC-
253236B). Une fois prélevés, les poumons et cerveaux sont conservés dans du PFA 4% durant

24 heures pour permettre post- fixation optimale.
e Préparation et coupe de poumon

Les différents lobes du poumon peuvent servir a différentes études. Dans le cas de ma
these, ce sont les lobes supérieurs gauches des poumons des souris qui ont été utilisés afin de

réaliser des marquages immunohistochimiques.
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Lobe supérieur droit

extraction d'ARN Lobe gauche

\ /v histologie THC
Lobe inférieur droit

extraction de pro[éines

Figure 1 : Schéma reprenant le devenir des différents lobes de poumon aprés extraction. Les marquages
IHC et/ou les colorations histologiques sont réalisées sur le lobe gauche. Les études protéiques sont réalisées

sur le lobe inférieur droit. L extraction des ARN se fait & partir d’un broyat du lobe supérieur droit.

Comme cité ci-dessus, les structures tridimensionnelles des organes extraits sont
immobilisées par du PFA 4% qui est un agent fixateur ayant une pénétration intracellulaire

rapide et homogene en créant des liaisons covalentes.

Ensuite, les échantillons sont déshydratés dans des bains successifs de concentration croissante
d’éthanol de 35 a 100% (VWR, 20820362). Ensuite, ils sont plongés dans du xyléne (Carlo

Erba, 392602) qui est un solvant miscible avec la paraffine et qui remplace 1’éthanol.

Les échantillons sont déposés dans des moules et ensuite inclus en paraffine (Klinipath
paraclean, 2079A). Cette substance liquéfiée entre 54-56°C est chimiquement neutre et permet
de solidifier les prélévements en durcissant a 4°C sur une plaque froide. Les organes a présent

durcis sont mis en cassettes et sont préts a étre découpé.

Des coupes de 5 microns d’épaisseur sont réalisées au microtome, puis déposées sur lames
Superfrost® Plus (J1ISO0OAMNZ, Thermo Scientific) et sont laissées sécher 24h avant de réaliser

différents traitements.
e Préparation et coupe de cerveau

Aprées I’incubation des cerveaux pendant 24 heures dans du PFA 4%, ils sont conservés
dans une solution cryoprotectrice contenant du sucrose a 30% (Sigma, 59378-1KG) et 0.1%

d’azide de sodium (antibiotique, Sigma, 58032) dilu¢ dans du PBS.

Lors de la coupe, les cerveaux sont enrobés dans du gel OCT (Optimal cutting temperature
compound, VWR Chemicals, mounting medium for cryotomy 361603E) qui durcit a -10°C et
les solidifient ainsi pour faciliter la coupe au cryostat (Leica CM 1850 UV). L’OCT fond au
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moment de la coupe et pour cela, un aérosol de congélation est pulvérisé (Labonard cryolab,
005-28200). Des coupes coronales séri¢es de 40um sont réalisées et sont conservées dans un
cryoprotecteur composé de polyvinyl pyrolidone (Sigma, PVP360-100G), d’éthyléne glycol
(Sigma, 324558-1L) et de sucrose dilué¢ dans du PBS.

Coloration a I’"Hématoxyline Eosine (HE)

La coloration des tissus est initiée par un traitement a I’hématoxyline de Harris (Sigma,
MHS16) durant 10 minutes. Cette coloration est fixée par un lavage continu dans de I’eau du
robinet durant 5 minutes. Le surplus de colorant est rincé par deux bains successifs de 5 minutes
dans de 1’eau déionisée. Par la suite, les cytoplasmes et les éléments cellulaires basiques
intracellulaires sont colorés par de 1’¢éosine aqueuse (Merck, Art.1144) pendant 2 minutes.
L’exces d’éosine est rincé par trois bains successifs d’eau déionisée. Déshydratation et Montage
La conservation des tissus nécessite un processus de déshydratation de celui-ci qui se fait par
des bains a des concentrations croissantes d’éthanol (70%, 95% et 100%) pendant 5 minutes.

Deux bains de 10 minutes dans le xyléne sont réalisés afin d’éclaircir le tissu.

Pour le montage lames-lamelles, une colle hydrophobe et miscible au xyléne (VWR, H157-

475NL) est déposée sur la lamelle, qui est ensuite retournée délicatement sur la lame.
Coloration au Trichrome de Masson

Les noyaux sont colorés dans de I’hématoxyline de fer (ou de Weigert) (Roth, X907.1)
pendant 10 minutes, cette coloration est fixée durant 5 minutes sous un filet d’eau du robinet
en continu. Les tissus sont ensuite placés 5 minutes dans de I’eau déionisée avant une coloration
de 5 minutes dans de la fuchsine (Merck, CI 42685). La fuschine est un colorant acide qui
colore le cytoplasme en rose. Les tissus sont ensuite rincés 5 minutes dans de 1’eau déionisée
avant d’étre fixé grace a un mélange d’acides (acide phosphotungstique (Roth, NR 26352) a
5% et acide phosphomolybdique (VWR, 20616184)) a 5%) pendant 5 minutes. Les fibres de
collagenes I et III de nos tissus sont ensuite colorées grace a de 1’aniline bleue (VWR,
34015182) pendant 5 minutes. L exces de colorant est ensuite ¢liminé avec de 1’acide acétique
a 0,7% (Fisher BioReagents, BP 1185-500) durant 2 minutes, il est nécessaire de laver a I’eau

déionisée pour arréter 1’effet de 1’acide acétique.
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Coloration au Rouge Sirius/Fast Green

Les noyaux sont colorés dans de I’hématoxyline de fer (ou de Weigert) (Roth, X907.1)
pendant 8 minutes, cette coloration est fixée durant 5 minutes sous un filet d’eau du robinet en
continu. Le collagéne est coloré par du 0,1% de Rouge Sirius durant 30 minutes. Apres deux
ringages avec de 1’eau acidifiée, une contre-coloration est réalisée par 0,1% de FastGreen. Le

surplus de colorant est rincé par de 1’eau désionisée.
Immunohistomarquage des coupes pulmonaires

Les sites antigéniques sont démasqués en condition acide. Pour ceci, les lames,
immergées dans une solution de citrate (Sigma Aldrich, S4641-500G) a pH 6, sont chauffées
au micro-onde 7 minutes a 800W puis 15 minutes a 450W. Ces deux propriétés permettent le
changement de conformation des protéines qui vont alors exposer leurs sites antigéniques. Par
la suite, les lames sont gardées a température ambiante avant d’étre rincées avec de I’eau
déionisée pendant 5 minutes. L’inhibition des peroxydases est nécessaire pour avoir un
marquage spécifique aux peroxydases de Raifort associées aux anticorps secondaires. Cette
étape est réalisée par une solution de méthanol (MERK Lichrosolv) avec 3% de H202
(peroxyde d’hydrogene, Fischer BioReagents, BP2633-500) pendant 10 minutes. Les lames
sont ensuite placées dans une jarre avec du tampon phosphate salin (phosphate buffer saline,
PBS) préparé en amont. Le PBS est une solution tampon physiologique contenant du chlorure
de sodium (NaCl), du chlorure de potassium (KCI), du phosphate disodique et du phosphate
monopotassique. Pour empécher un marquage aspécifique de I’anticorps primaire, on effectue
un blocage des sites antigéniques aspécifiques. En effet, ces sites sont saturés avec une solution
riche en protéines préparée dans du PBS et composée de 5% de sérum de cheval feetal (Vector,
S-2000) durant 1 heure a température ambiante. Par la suite, les tissus vont-étre marqués avec
un anticorps primaire (voir tableau en annexe) préparés dans du PBS contenant 5% de sérum
de cheval feetal 4°C pendant la nuit. Le lendemain, le surplus d’anticorps primaire non fixé est
lavé trois fois durant 5 minutes avec du PBS. La révélation du marquage est initiée par la
fixation de la peroxydase de Raifort a I’anticorps secondaire par I’intermédiaire d’un complexe
avidine-biotine. Ce dernier a été préparé dans du PBS Tween 0.1% par 1’utilisation d’un kit
(Thermo Scientific, TA-015-BB) contenant I’avidine d’une part et le complexe biotine-
peroxydase d’autre part. 100puL de ce mélange sont déposés sur les tissus pendant 30 minutes.
Les lames sont ensuite rincées avec du PBS, 3 fois pendant 5 minutes, pour enlever le surplus

d’avidine-biotineperoxydase n’ayant pas été li¢ a ’anticorps secondaire. Par la suite, les lames
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sont rincées 5 minutes dans une solution de Tris Acétate 1X a pH 6. Les substrats de la
peroxydase de Raifort sont la DAB (ROTH, CN75.3), qui est un substrat chromogéne, et
I’H20,. L’oxydation de la DAB aboutie a la formation d’un précipité coloré (renforcé par la
suite grace au nickel) visible en microscopie photonique. Le substrat de la peroxydase est
préparé dans une solution contenante 0,0164% Tris Acétate (Roth, Nr.0188.4) 0,4% de NaCl
(Fisher, S/3160/60), 0,5% de Nickel (Alfa Aesar, 12519) et 0,024% DAB (Roth, CN75.3), cette
premigére est ajustée a pH 6, pH optimal pour I’activité catalytique de ces enzymes. La solution
filtrée est activée grace a I’ajout de 12,5 pL de H,O, avant d’y déposer les lames pendant 4
minutes. Les tissus sont lavés avec une solution de Tris Saline (0,0141% de Tris et 0,0045% de
NaCl dissous dans de ’eau déionisée) a pH 7,4 pendant 2 minutes et placés 4 minutes dans du
Tris Cobalt filtré (0,7% de Tris et 0,5% de Cobalt Chloride (Sigma, C2644) dans de 1’eau
déionisée a pH 7,2). Ce colorant sert a intensifier la couleur brune obtenue apres la réaction
enzyme-substrat. Les lames sont rincées a 1’eau déionisée. Une contre-coloration est ensuite
réalisée dans du Nuclear Fast Red (Sigma, 60700-5G) filtré pendant 2 minutes. Le Nuclear Fast
Red va colorer les cytoplasmes en rose et les noyaux en fuchsia. Un lavage de 5 minutes dans
de I’eau déionisée est fait pour retirer I’exces de colorant et permettre la déshydratation des

tissus et le montage des lames comme décrit précédement.
Immunohistomarquage sur coupes flottantes

De la méme maniere que pour les poumons, le marquage immunohistochimique se base
sur la méthode immuno-enzymatique indirecte avec des anticorps II (secondaires) biotinylés
anti-anticorps I (primaires), qui vont étre couplés a la HRP. La révélation se fait également au

Nickel / DAB. (Cf figure annexe 2).

précipité
\\/ coloré brun

» Acll
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Figure 2 : Schéma récapitulant la réaction enzymatique lors d’un marquage immunohistochimique
dans le cerveau. L’avidine posséde 4 sites de fixation pour la biotine. La biotine se fixe elle-méme a la
péroxydase de Raifort, HRP, ce qui forme le complexe Avidine-Biotine-HRP. Cet ensemble se lie alors aux
anticorps secondaires biotinylées. Une fois ce complexe immuno-enzymatique formé, la peroxydase catalyse
la réaction dont les substrats sont le chromogéne oxydable DAB et le peroxyde d’hydrogéne H,O» qui sont

ajoutés, pour former un précipité brun stable, localisé au voisinage des sites antigéniques.

Les coupes flottantes sont déposées dans des filtres (Corning ™ Inserts Costar, Netwell
3477) sur des plaques a 12 puits contenant du tampon salin. Trois lavages successifs au PBS de
10 minutes chacun sont réalisés, afin d’éliminer les résidus de sucrose. Afin d’inhiber toutes
les péroxydases endogenes, les échantillons sont incubés dans de I’'H202 a 3%, qui est un

substrat de la peroxydase, dilué dans du PBS.

Par la suite, afin de faciliter ’accés aux antigénes cibles, les membranes cellulaires sont
perméabilisées par 2 ringages de 10 minutes avec solution détergente a base de Triton (t-
Octylphenoxypoly-ethoxyethanol) a 0.3% (Sigma, X-100) diluée dans du PBS. Les sites
aspécifiques sont saturés avec de la BSA a 1% (Sigma, A7030-100G) préparée dans du PBST
pendant 1 heure. Les coupes sont ensuite incubées avec 1’anticorps primaire monoclonal anti-
FosB/AFosB produit chez la souris et (F-7, Sc-398595 Santa Cruz), dilué dans du BSA 1%
PBST au 1 : 2000° pendant 48h a 4°C.

48 heures apres, les coupes sont rincées 3 fois pendant 10 minutes au PBS afin d’éliminer les
résidus d’anticorps. Ensuite, 1’anticorps secondaire biotynilé anti-Ig de souris préparée chez le
cheval (Vector Laboratories BA200), dilué¢ dans du BSA 1% PBST au 1 : 1000¢ est ajouté pour
2 heures d’incubation a température ambiante. Aprés 3 lavages au PBS, une solution contenant
un complexe avidine-biotine (VECTASTAIN, Elit PK-100 standard, ZE0622) est ajoutée afin

d’amplifier le signal de I’anticorps primaire. (Cf Annexe 3).

Aprées une autre étape de 3 lavages successifs, une solution contenant 0.015 % de DAB, 0.4 %
de Nickel et 0.006% d’H>O» préparée dans de 1’eau déionisée est ajoutée. La réaction est arrétée
par trois lavages successifs avec du PBS une fois qu’une coloration brune est visible, qui

témoigne d’un marquage achevé, tout en évitant un éventuel bruit de fond.

Enfin, les coupes sont étalées sur des lames Superfrost® Plus (JISOOAMNZ, Thermo Scientific)

a I’aide de pinceaux fins selon 1’axe rostral-caudal.

Déshydratation et montage :
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Cinq heures apres avoir laissé les lames a température ambiante, sous une hotte
chimique, les tissus sur les lames sont déshydratés par 2 bains successifs d’éthanol absolu
pendant 15 secondes chacun. Ensuite, elles sont mises dans 2 bains de xyléne pendant 10
minutes pour éclaircir les coupes. Enfin, les lamelles (24 x 60 mm, Menzel-Gléser, VWR) sont
montées avec de la colle de montage en chassant toute bulle d’air. Les lames sont laissées a

sécher 5 heures avant observation.
Analyse & quantification des lames :

Afin de quantifier le marquage obtenu, il est nécessaire de se référer a un atlas de coupes
de cerveau de souris en suivant I’axe rostro-caudal. Les coupes sont observées une a une en
déterminant a quel niveau anatomique ils correspondent. Une fois la zone d’intérét détectée, le
comptage se fait manuellement en jouant sur la vis micrométrique. (Cf figure annexe 3). Alors
que les marquages dans le cNTS sont comptés sur la totalité de la structure ; les marquages au
niveau des structures bilatérales sont comptés que d’un seul c6té (coté droit) puisqu’il s’agit de
structures bilatérales et médianes. Par la suite, une moyenne de neurones positifs au marquage
est faite de toutes les coupes pour une souris. Les données sont ensuite traitées avec des tests

statistiques sur le logiciel Prism.
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Figure 3 : Photographie montrant des marquages positifs au FosB/AFosB sur une coupe de cerveau.

Photographie obtenue par microscope optique au grossissement x200. Echelle 10 microns.
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Quantification du collagene par la méthode du Sircoll

Cette étape est réalisée pour toutes les conditions sur le lobe 3 ¢’est-a-dire le lobe accessoire et

particulierement la pyramide.
Jour 1 : Digestion par la pepsine

Afin d’accéder aux protéines de collagéne situées au niveau des bronches et des
vaisseaux, une endoprotéase, la pepsine, est utilisée pour faciliter la digestion des tissus. Pour
ceci, les tissus sont broyés a vitesse moyenne avec 0, mg/mL pepsine (EMD Milipore, 516360-

500MG) puis placés sur une plaque tournante pendant 24 heures a 4°C.
Jour 2 : Concentration du collagene

Le lendemain, la digestion par la pepsine est arrétée par une solution neutralisante Acid
neutralising Reagent. Ensuite, le collagéne est isol¢ et concentré avec du « Collagen Isolation
and Concentration Reagent ». Les tubes sont homogénéisés puis laissés 24 heures sur une

plaque tournante a 4°C.
Jour 3 : Quantification du collagene

Le troisiéme jour, les tubes sont centrifugés a 7 rpm pendant 5 minutes a 4°C pour
enlever la partie insoluble qui se retrouvera alors dans le culot. 22 Une gamme de concentration
de collagene (Sigma, C7661-5MGQG) est préparée a partir de 1 mg/mL. Un volume de 1 mL de
Sircol collagen assay - Dye reagent ref est ajouté dans tous les surnageant récupérés puis laissé
sur un agitateur pendant 30 minutes a température ambiante. La solution Acid Salt Wash est
diluée au 1/5¢éme dans de ’eau déionisée, et placée 30 minutes a 4°C. Les tubes sont ensuite
centrifugés a 12 rpm pendant 10 minutes a 4°C. Le culot est lavé avec une solution « Acid Salt
Wash », afin de retirer le surplus de « Sircol collagen assay - Dye reagent ». Les tubes sont
centrifugés a 13 rpm pendant 10 minutes a 4°C et le surnageant est une nouvelle fois éliminé
par retournement. Le culot obtenu en condition acide est re-suspendu avec de I’« Alkali reagent
» qui est une solution d’ammoniac trés concentrée. La gamme et les échantillons sont déposés
sur une plaque 96 puits transparentes a fond plat. La lecture est faite au spectrophotometre a

une longueur d’onde de 570 nm.
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Dosage des cytokines pro-inflammatoires par ELISA

Tout d’abord, la plaque (R&D Systems, DY990) coatée avec un anticorps de capture
dilué dans du PBS (Tableau 3) puis conservé toute la nuit a 4°C. Le lendemain, les anticorps
non fixés sont rincés trois fois avec un tampon de lavage (Wash Buffer, R&D Systems,
WA126). La plaque est ensuite saturée avec une solution contenante 1% de Sérum Albumine
Bovine (BSA) préparée dans du PBS (Reagent Diluent, R&D Systems, DY995). En paralléle,
une gamme est préparée avec le standard (cf tableau 3). La gamme et 50ug d’échantillons
protéique, déterminés par condition expérimentale, sont déposées sur la plaque durant 2 heures
a température ambiante sous agitation. Les protéines non fixées sont rincées trois fois avec le
tampon de lavage. Les protéines fixées a I’anticorps de capture sont 23 associées a un anticorps
de détection (préparé selon le tableau 3), la plaque est incubée 2 heures sur agitation a
température ambiante. Le surplus d’anticorps de détection est lavé trois fois avec le tampon de
lavage. La révélation se fait par de la Streptavidine-HRP préparée selon les dilutions indiquées
dans le tableau 3. La plaque est recouverte de papier aluminium afin d’éviter I’activation de la
streptavidine grace a la lumicre, puis placées sous agitation durant 30 minutes. Le substrat de
la HRP (R&D Systems, DY999) est déposé dans chaque puits, la coloration est observée entre
2 a 20 minutes afin d’étre arrété par la solution stop (R&D Systems, DY 994). La plaque est

lue au spectrophotometre a 450 nm
Mesure de I'activité des caspase 3 et 7 par le CaspaseGlo ®

Cette technique permet de mesurer 1’activité des caspases effectrices de 1’apoptose, les
caspases 3 et 7 par luminescence. Les caspases 3 et 7 actives présentes au sein des échantillons
clivent leur substrat luminogene couplé a une luciférase, par la suite, est produit un signal
luminescent. Ainsi, 1’activité des enzymes est proportionnelle a la luminescence dosée. b.
Protocole Les molécules d’intéréts, ici les caspases sont rendues accessibles en fragilisant les
structures membranaires par un tampon de lyse (RIPA ou un cocktail d’inhibiteurs de protéases
sans anti-caspases). Par la suite, 5 ug de protéines et le controle sont préparés (avec la Caspase
Glo® seule), et sont déposés dans une plaque 96 puits blancs a fond plats. Aprés ajout de la
Caspase Glo®, la plaque est incubée a 37°C et la lecture de celle-ci est faite au luminométre au

bout de 30 minutes.
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