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RESUME

La fibrose pulmonaire idiopathique canine (FPIck ese affection fibrotique du
parenchyme pulmonaire, majoritairement rencontréezcle West Highland White Terrier
(WHWT). Elle se traduit par une intolérance a keffet de la toux avec aggravation progressive
jusqu’au déces de lanimal par insuffisance res$pim Ses caractéristiques cliniques,
tomodensitométriques et histologiques ont été ticrécemment. Cette maladie reste toutefois
tres peu connue et le clinicien doit faire faceeandchallenges majeurs : la confirmation du
diagnostic, qui requiert de nombreux examens comghédaires, et I'absence d'un traitement
efficace. Or, lidentification d’'une thérapie cibléest tres difficile en I'absence d'une bonne
compréhension des mécanismes conduisant a ladilsbhoparenchyme pulmonaire. Une affection
comparable est par ailleurs rencontrée chez I'honianibrose pulmonaire idiopathique (FPI), et
la FPIc pourrait avoir un intérét en tant que passimodéle spontané. Ce projet a donc été
entrepris afin de répondre au moins partiellemecdgsadifférents challenges. Ces objectifs étaient
ainsi d’élucider certains mécanismes intervenansda pathogénie de la FPIc et d’'identifier des
biomarqueurs pouvant aider & son diagnostic. Leothgses de travail étaient tout d’abord que
'analyse du transcriptome au niveau pulmonaire lpatechnique des microdamiers permettrait
d’identifier de grandes fonctions biologiques a&&s lors de FPIc, de mettre en avant plus
spécifiguement certaines molécules dont I'expressst fortement altérée et d’identifier des
biomarqueurs potentiels. Une autre hypothése gtaitles voies du « transforming growth factor
beta 1 » (TGFB1), molécule centrale dans la pathiegéle la FPI chez 'homme, seraient
également altérées lors de FPlc. Enfin, I'endotieéli (ET1), biomarqueur connu dans la FPI
humaine, pourrait également avoir un intérét ehdar biomarqueur chez le chien.

L'analyse du transcriptome au niveau pulmonaire, lpaechnique des microdamiers et
grace a l'utilisation d’'un programme informatiquarthlyse de données, a tout d’abord identifié
différentes fonctions biologiques altérées lors ERIc : la croissance, la prolifération, le
mouvement et le développement cellulaires, le d@pEment et le fonctionnement du systéme
musculo-squelettique, le développement embryonndie signalisation et les interactions
intercellulaires et la présentation antigéniquertdlies genes mis en avant par cette analyse
(particulierement surexprimés ou sous-exprimés dizimal malade,) ont ensuite été étudiés
individuellement. L'analyse par RT-PCR quantitatige confirmé une régulation positive de
'expression de CCL2, CCL7, CXCL14, IL8 et FAP (biblast activation protein) ainsi qu'une
régulation négative de la PLUNC (palate, lung amgah epithelium associated). Nous avons
ensuite complété I'analyse du profil d’expressi@n pne recherche de biomarqueurs potentiels.
Trente-quatre biomarqueurs potentiels ont ainsi e identifiés dont 32 pourraient étre
mesurables dans le sang (dont le CCL2, 'amylo&@sge 1 et I'IL8), et 2 uniquement dans le
liquide de lavage bronchoalvéolaire (LLBA) (PLUNG mésothéline). La validité de cette
approche a été confirmée par la mesure dans lensggu’un de ces biomarqueurs : le CCL2. Une
concentration sérique plus élevée a été retrouhée tes WHWT atteints en comparaison de
WHWT sains. Elle était également plus élevée cleszchiens atteints de FPIc que chez ceux
atteints de bronchite chronique (BC) ou de bronokamopathie éosinophilique (BPE) ; une FPIc
étant diagnostiquée avec une sensibilité de 92%easpécificité de 80%.

Nous avons ensuite étudié le TGFB1 et certainesedevoies de stockage, d’activation et
de signalisation. L'expression génique pour le TEFBtait pas significativement différente au
niveau du parenchyme pulmonaire entre des chideintst de FPIc et des chiens contréles.
Toutefois, lors de FPIc, des taux élevés de laépret TGFB1 ont été mis en évidence par



immunohistochimie dans les zones fibrotiques. ladkiles épithéliales présentaient également une
expression importante en récepteur de type | duBlIG& en Smad 2/3 phosphorylées, marqueur
d'une activation de la signalisation intracelludaidu TGFB1. Aucune différence d’expression
génique n’était notée entre des chiens atteirde®thiens contrbles pour les protéines de stockage
LTBP1 et LTBP2 alors que I'expression de LTBP4 tésgnificativement diminuée chez les
chiens atteints. Concernant I'expression des preseimpliquées dans I'activation du TGFB1,
'expression de la sous-unité intégrifi@ était significativement diminuée et I'expressida la
thrombospondine-1 significativement augmentée der&PIc ; celle de la sous-unfié n’était pas
modifiée. L'expression de Smad 7, une protéinebiaihi la signalisation intracellulaire du TGFB1,
n'était pas non plus modifiée. Aucune différencasdéa concentration sérique en TGFB1 n’était
notée entre des WHWT atteints et sains. Une anatygtivariée réalisée chez des chiens sains de
différentes races n'a pas mis en évidence d’'effefae mais un effet significatif du facteur race
avec une concentration sérique en TGFB1 signifieatent plus élevée dans les races
prédisposées.

Nous avons ensuite analysé une partie des voida dérotonine, un de ces récepteurs
(5HTR2B) ayant été retrouvé lors de I'analyse dofipd’expression de la FPIc. La sérotonine a
également déja été impliquée dans la pathogénita dePl chez I'homme et décrite comme
biomarqueur potentiel chez le chien lors d’endoicaal mitrale. L'expression des deux récepteurs
de la sérotonine (5HTR2A, 5HTR2B), évaluée par KRPquantitative a partir du tissu
pulmonaire, n'était pas différente entre les chiamec FPIc et les chiens contréles, alors que
I'expression du transporteur de la sérotonine (5H@&fhit significativement plus faible dans le
groupe FPIlc. Concernant la concentration sériqueéeotonine, aucune différence n'a été notée
entre les WHWT atteints de FPIc et les WHWT sainentre les chiens avec FPIc et les chiens
avec BC ou BPE.

L'ET1 a été évaluée en tant que biomarqueur dasérlem et le LLBA. Aucune différence
significative n’a été mise en évidence entre lesceatrations sériques en ET1 obtenues chez les
WHWT sains et les Beagles. L'analyse de covariamta pas mis en évidence d’influence du
facteur age. La concentration sérique en ET1 sigitificativement plus élevée lors de FPIc par
rapport & la BPE et & la BC. Les performancesE€l’a distinguer une FPIc d’'une BC ou d’'une
BPE ont ensuite été évaluées par I'analyse deuegbedROC. L’aire sous la courbe était de 0,818 et
la sensibilité et la spécificité de 91,7% et 87 E4pectivement. Au cours de cette étude, 'ET1 a
également été mesurée dans le LLBA chez un nombrdemité de chiens. Elle était mesurable
chez tous les chiens atteints de FPIc alors querszentration était inférieure au seuil de détectio
chez les autres chiens testés (sains et atteirB€jle

Méme si la FPIc et la FPI chez 'homme ne sontgaafaitement identiques d’un point de
vue tomodensitométrique, histologique ou pathogéiges résultats mettent enfin en évidence
gue ces deux affections partagent certains mécanisnoléculaires et que la FPIc pourrait ainsi
avoir un intérét en tant que modéle spontané.

Ce travail nous a permis de mieux comprendre lagogtnie de la FPIc. L’étude du profil
d’expression génique au niveau pulmonaire chezhéns atteints a d’abord permis d’identifier
différentes fonctions biologiques altérées lor$-Béc et qui pourront faire I'objet par la suite déu
étude plus détaillée. L'analyse plus ciblée deaiestgenes a confirmé une surexpression de CCL2,
CCL7, CXCL14, IL8 et de FAP. Ces résultats indigjuene régulation positive de I'expression de
différentes cytokines inflammatoires, suggérant Gjuammation pourrait avoir un réle dans la
pathogénie de la FPIc. Par ailleurs, certaines efe aytokines ont également des propriétés
profibrotiques. Le géne de la PLUNC était I'un deic dont I'expression était nettement réprimée.
Le role de cette protéine reste encore a défilie,pourrait notamment intervenir dans la réponse
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inflammatoire et 'immunité innée. Les voies du e@ppement faisait également partie des voies
altérées dans la FPIc. Parmi les genes impligig®mlyse par RT-PCR quantitative a confirmé une
surexpression de la FAP, protéine normalement méaridans les zones de remodelage tissulaire
lors du développement embryonnaire et égalemegntéé positivement lors de FPI chez 'lhomme.

Cette étude a permis de démontrer qu’'une signalisaictive en TGFB1 existait au sein
des poumons atteints de FPIc, notamment au nived(épithélium pathologique. Elle suggere
également que les voies de stockage et d’activatioRGFB1 sont altérées lors de FPIc. Des taux
élevés de TGFBL1 circulant sont retrouvés dansdessr prédisposées, ce qui pourrait au moins
partiellement influencer leur susceptibilité a IRI& Au regard des propriétés profibrotiques du
TGFB1 et de ces résultats, nous pouvons suggéecteqliGFB1 est probablement impligué dans
la pathogénie de la FPIc et que la modulation de stockage, de son activation ou de sa
signalisation intracellulaire représente des cithésapeutiques potentielles.

Nos premiers résultats ne sont pas en faveur dhogification importante des voies de la
sérotonine dans la FPIc et donc de son implicataoms la pathogénie. Une expression pulmonaire
plus faible du transporteur SHTT a toutefois étéémochez les chiens atteints de FPIc en
comparaison de chiens sains. Cette régulation inégde I'expression du 5HTT pourrait avoir un
impact sur la quantité de sérotonine présente iaudsetissu. Il s'agit toutefois de spéculations et
d’autres études sont nécessaires pour conclure.

Au cours de ce travail, différents biomarqueurseptiéls ont été identifiés et certains ont
été évalués en détail. Alors que les mesures sigealisées lors de I'étude du TGFB1 et de la
sérotonine indiquent que ces derniers n'ont pagé&@t en tant que biomarqueur diagnostique, il
semble que I'ET1 et le CCL2 sériques présenteritadebonnes performances diagnostiques. Ces
résultats doivent toutefois étre validés sur uneupaiion indépendante. La combinaison de
différents biomarqueurs identifiés par la suiterpaitiégalement s’avérer intéressante.



SUMMARY

Canine idiopathic pulmonary fibrosis (cIPF) is drditic disease of the pulmonary
parenchyma, mainly seen in the West Highland wtétgier. It is characterized by exercise
intolerance and cough with a progressive deteiaratntil death from respiratory insufficiency.
Clinical, tomodensitometric and histological chaesistics of cIPF have been described recently.
However, this disease remains largely unknown #&eddinicians are dealing with two major
challenges: confirmation of the diagnosis, whiclyuiees many complementary exams, and
absence of effective treatment. Identification ofaegeted therapy is difficult without having a
good understanding of the mechanisms leading tonquéiry parenchyma fibrosis. A similar
disease, the idiopathic pulmonary fibrosis (IPF)resognized in humans and cIPF might be
interesting as a spontaneous model. This projedb@s was undertaken to answer, at least partly,
to these challenges. The aims were to elucidatee soathanisms involved in cIPF pathogenesis
and to identify biomarkers that could be used m diagnosis process. The hypotheses were first
that analysis of the transcriptome through micaexperiment would identify altered biological
functions in cIPF, highlight specific molecules hian altered expression and identify potential
biomarkers. Another hypothesis was the transforngirgyvth factor beta 1 (TGFB1) pathways,
considered central in the pathogenesis of IPF, avalso be modified in clPF. Finally, ET1, a
known biomarker in human IPF, might also be anrésng biomarker in dogs.

Gene expression analysis through microarray arsalgsimbined with the use of IPA, a
data analysis program, identified altered biologifanctions in cIPF: cellular growth and
proliferation, developmental processes, cellulavemeent, cell to cell signaling and interaction and
antigen presentation. Some genes highlighted innttoeoarray experiment were then analyzed
individually. Quantitative RT-PCR analysis confirdhan upregulation of the expression of CCL2,
CCL7, CXCL14, IL8 and FAP (fibroblast activationopein) as well as a downregulation of the
expression of PLUNC (palate, lung and nasal epithelbssociated). We then complete the gene
expression analysis with a search for potentiaibidkers. Thirty-four potential biomarkers were
identified with 32 biomarkers potentially measugalsi blood (including CCL2, serum amyloid 1,
IL8) and 2 biomarkers measurable only in the broatreolar lavage fluid (BALF) (PLUNC and
mesothelin). This approach was validated by measemé in serum of one of this biomarker:
CCL2. CCL2 serum concentration was higher in afé&/HWT compared to healthy WHWT and
also higher in dogs with cIPF compared to dogs witinonic bronchitis (CB) or eosinophilic
bronchopneumopathy (EBP). Based on serum CCL2 rdetation, clPF was diagnosed with a
sensibility of 92% and a specificity of 80%.

We then studied TGFB1 and part of its storageyatitin and signaling pathways. TGFB1
gene expression was not significantly differenthi@ pulmonary parenchyma between affected and
control dogs. However, in affected dogs, increadg€aFB1 protein levels were seen by
immunohistochemistry in fibrotic areas. High expiea of bothTGFB1 type | receptor and
phosphorylated Smad2/3, markers of an active ielidar TGFB1 signal, were seen in epithelial
cells. No difference in expression for the storggeteins LTBP1 and LTBP2 was seen while
expression of LTBP4 was significantly decreaseddags with cIPF. Concerning the proteins
involved in TGFBL1 activation, gene expression wasrdased for integrin subupB, increased for
thrombospondin-1 and not modified for integrin swib6. Expression of Smad 7, involved in
intracellular TGFB1 signal inhibition, was not mbeld. No difference for TGFB1 serum
concentration was seen between WHWT with cIPF azadtiy WHWT. A multivariate analysis
performed on healthy dogs showed no age effeca lsignificant breed effect with higher levels in
predisposed breeds.



We evaluated part of the serotonin pathway, as a@inés receptor (5HTR2B) was
highlighted during the gene expression analysigotSein has also been involved in the
pathogenesis of human IPF and described to betehpal use (?) as a biomarker in degenerative
mitral valve disease in dogs. Expression of 2 saiot receptors (5HTR2A and 5HTR2B),
evaluated by quantitative RT-PCR in pulmonary &ssmas not different between dogs with cIPF
and control dogs while expression of the serotdr@nsporter (SHTT) was significantly lower in
affected dogs. No difference in serotonin serunellevas seen between affected and healthy
WHWT or between dogs with cIPF, CB or EBP.

ET1 was evaluated as a biomarker in serum and BAIIA. serum concentration was not
different between healthy WHWT and Beagles. Covagaanalysis did not reveal any significant
age effect. Serum levels were significantly higimedogs with cIPF compared to dogs with CB or
EBP. ROC curve analysis was then used to evaltatidgnostic performances. The area under
the curve was 0,818 with a sensitivity of 91.7% arspecificity of 87.5%. ET1 was also measured
in the BALF in a small number of dogs. Its concetitn was measurable in all dogs with cIPF
while it was below the detection limit in all oth#ogs tested (healthy and with CB).

Even though cIPF and human IPF are not completelgntical from clinical,
tomodensitometric or histological points of viewese results show that both canine and human
diseases share molecular pathways, supporting dba that cIPF might have an interest as
spontaneous model.

This work allowed a better understanding of clPEhpgenesis. Gene expression analysis
in the pulmonary parenchyma of affected dogs fitentified several altered biological functions
that should be analyzed in details in further ssdiA more targeted analysis of some genes
confirmed an upregulated expression of CCL2, CGLXCL14, IL8 and FAP. Such a positive
regulation of the expression of various inflammugtoytokines tends to suggest that inflammation
might have a role in cIPF pathogenesis. Some cetlogtokines also have profibrotic properties.
PLUNC was one of the top down-regulated genes.SRufi¢he protein are still largely unknown; it
might have a role in the inflammatory response andhe innate immunity. Developmental
pathways were also altered in cIPF and quantit&iVePCR confirmed an upregulation of FAP, a
protein normally expressed in areas of tissue refimgl during fetal development and also
positively regulated in human IPF.

This study has shown that there is an active TG§iBdal in the lungs of dogs with cIPF,
especially at the level of the pathological epitivel TGFB1 storage and activation pathways also
seemed to be altered. Elevated TGFB1 circulatimgl$ewere found in predisposed breeds, which
might explain at least partly their susceptibility cIPF. Because of these results and its well-
known profibrotic properties, we can suggest th&FB1 is probably involved in cIPF
pathogenesis and that modulation of its storagéyation or intracellular signaling might offer
potential therapeutic targets.

Our preliminary results are not in favor of a sfgrint modification of the serotonin
pathways in cIPF, although a decreased expres$iBR BT was seen in affected dogs and might
have an impact on the amount of serotonin preseatlyy. However, other studies are needed to
conclude.

Finally, several potential biomarkers have beentifled and some of them were evaluated
in details. While serum measurements performedTfeFB1 and serotonin indicated that these
molecules have no interest as diagnostic biomarkgrs and CCL2 were identified as interesting
candidates with good diagnostic performances. Hewdwese results need to be confirmed in an
independent validation cohort and the interesioofilsining both biomarkers should be evaluated.



L ISTE DES ABREVIATIONS

(A-a)02
aSMA
5HTR2A
5HTR2B
S5HTT
ALK
CEA
CCL

CcoO
COX-2
CTGF
CVF
CXCL
DLCO
ET1
FAP

FPI

FPIc

IL

KL-6
LAP
LBA
LLBA
LLC
LTBP
MMP
PAI-1
PaCO2
Pa0O2
PAR1
PDGF
PIC
PIINP
PLUNC
RAGE
ROC
gRT-PCR
SLC
SP-A
SP-D
TDM-HR
TEM
TGFB1
TGFBRI
TGFBRII

gradient alvéolo-artériel
a smooth muscle actin
récepteur de la sérotonine de type 2A
récepteur de la sérotonine de type 2B
transporteur de la sérotonine
activin receptor-like
cellules épithéliales alvéolaires
chimiokine ligand (famille CC)
monoxyde de carbone
cyclooxygénase 2
connected tissue growth factor
capacité vitale forcée
chimiokine ligand (famille CXC)
capacité de diffusion du monoxyde de carbone
endothéline-1
fibroblast activation protein
fibrose pulmonaire idiopathique
fibrose pulmonaire idiopathique canine
interleukine
antigen Krebs von den lungen-6
latency associated peptide
lavage bronchoalvéolaire
liquide de lavage bronchoalvéolaire
large latent complex
latent TGF binding protein
matrix metalloprotease
activateur du plasminogéne 1
pression artérielle partielle en dioxydeatbone
pression artérielle partielle en dioxygeéne
proteinase-activated receptor 1
platelet-derived growth factor
pneumopathie interstitielle commune
pro-collagene aminoterminal de type Il
palate, lung and nasal epithelium associated
receptor for advanced glycation end products
receiver operating characteristic
PCR inverse quantitative
small latent complex
protéine A du surfactant
protéine D du surfactant
tomodensitométrie en haute résolution
transition épithélio-mésenchymateuse
transforming growth factor beta 1
récepteur spécifique du TGFB de type |
récepteur spécifique du TGFB de type Il



THBS1
TIMP
TNFa
UPR
VEGF
WHWT

thrombospondine-1

tissue inhibitor of metalloproteinase
tumor necrosis factar

unfolded protein response
vascular endothelial growth factor
West Highland white terrier
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INTRODUCTION

La fibrose pulmonaire idiopathie canine (FPIc) adéabord été évoquée dans le cadre du
projet LUPA(Lequarreet al, 2011) dont le but était d'améliorer les connaisea sur l'origine
génétique de différentes pathologies humaines, adlectant et en analysant des échantillons
d'ADN prélevés sur des chiens de pure race, sainsoaffrant de maladies pertinentes pour la
médecine humaine. Le principe était de réaliserétigdes d’'association sur génome entier sur des
chiens sains et atteints dans une méme race mssdiféérentes races afin d’identifier des géenes et
méme des mutations associés a la présence deddimates mutations étant ensuite recherchées
chez les patients atteints d'une maladie identimuérés semblable a la maladie canine. Le chien
est en effet un modéle génétique particulieremainéréssant pour la réalisation d’études
d’association sur génome entier en raison de saterde sélection et de I'existence de différentes
races (Ostrander et Kruglyak, 2000). La réalisatiame étude d’association sur génome entier
nécessite deux populations issues de la méme raeefaitement phénotypées (saine et atteinte) et
avec un nombre suffisant de chiens dans chaquepgrfune centaine pour un trait complexe
(Lindblad-Tohet al, 2005)). Dans le cadre du projet LUPA, ce recrateindevait avoir lieu en
une période réduite, le projet étant prévu pourdurée de 4 ans.

La FPIc avait été évoquée initialement comme maladindidate, cette affection présente
en effet une nette prédisposition raciale pourtégsers, en particulier le West Highland white
terrier (WHWT), et elle semblait tres similaire a fibrose pulmonaire idiopathique (FPI)
rencontrée chez '’homme. Néanmoins, le recrutemergemblant pas réalisable durant la période
dédiée, la FPIc n'a pas été incluse dans le pkdj&A. Tout d’abord, il s’agit d’'une maladie rare
et la confirmation du diagnostic est difficile, ckedonnées qui compliquent le recrutement d’'une
population atteinte. Son apparition étant tardlgepopulation contréle saine aurait donc di étre
composée de WHWT &agés pour diminuer le risque @secbiens développent par la suite une
FPIc. Par ailleurs, méme si les signes cliniquesbtsient comparables a ceux de la FPI, aucune
donnée ne confirmait qu’il s’agissait de la mémieafon dans les deux espéces. Il est donc
rapidement apparu que, méme si la FPIc constiwaitmodéle candidat potentiellement trés
intéressant pour la FPI humaine, il était nécessdiaméliorer nos connaissances dans la FPIc
avant d’envisager des études génétiques. Il saigiss particulier d’identifier des méthodes autres
gue la biopsie pulmonaire pour faciliter son diagjiwet d’étudier ses mécanismes pathogéniques
afin de les comparer a ceux reconnus dans la FiPhime. Le FPIc étant trés peu connue au
moment du démarrage de ce projet de thése, nous smmmes en partie appuyés sur les
connaissances actuelles sur la FPI en médecineiteimpaur identifier des pistes intéressantes a
poursuivre.

1. La fibrose pulmonaire idiopathique humaine (FPI)

1.1 Définition

Les pneumopathies interstitielles diffuses repriesgrun groupe hétérogéne d'affections
de l'arbre respiratoire inférieur caractériséesyva altération du septum alvéolaire et une perte d
'unité fonctionnelle alvéolo-capillaire (Society2002). On distingue les pneumopathies
interstitielles idiopathiques, qui surviennent &bs$ence d'une cause ou d’'un contexte identifiés,
par opposition aux pneumopathies interstitiellest détiologie est connue : pneumonies d’origine
médicamenteuse, toxique, environnementale, pneutriepaassociées a la sarcoidose ou aux
connectivites (sclérodermie systémique, polyaehtiumatoide, lupus érythémateux disséminé...).
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En 2002, un panel multidisciplinaire composé de<American Thoracic Society » et de I
« European Respiratory Society » a établi un cawserpour la classification des maladies
pulmonaires interstitielles idiopathiques en 7tésti la fibrose pulmonaire idiopathique (FPI), la
pneumopathie interstitielle non spécifique, la pnepathie organisée cryptogénique, la
pneumopathie interstitielle aigue, la bronchioligspiratoire avec maladie pulmonaire interstitielle
la pneumopathie interstitielle desquamative etrdaumopathie interstitielle lymphoide(Society,
2002).

‘ Pneumopathies interstitielles diffuses (PID) ‘

\
[ I [ [ I

Collagénoses (Sclérodermie, PR, etc.) PID idiopathiques

Prneumnaoconioses (asbestose, silicose)
P. médicamenteuses

Granulomatoses
Sarcoidose
Alvéolite
allergique

[ \ [
Fibrose idiopathique Pneumopathie organisée Pneumopathie interstitielle
(UIP) cryprogénique (COP) desquamative (DIP)

Histiocytose X ALl (acute lung injury)
LAM ARDS
Pneumopathie a éosinophiles
Protéinose alvéolaire

|
Pneumopathie lymphoide
interstitielle (LIP)

Pneumopathie interstitielle Pneumopathie interstitielle aigué Bronchiolite resp. et pneumopathie
non spécifique idiopathique (NSIP) (DAD) interstitielle (RB-ILD)

Suite aux nombreuses publications dans les anné@3, Ze consensus international a
récemment été mis a jour, spécifiguement pour lgR&huet al, 2011).

La FPI est la forme la plus répandue de ces pneathigg interstitielles diffuses (45 a
60% des cas (Society, 2002; Swigegisal, 2005; Kimet al, 2006a; Raghet al, 2006b; Raghwet
al., 2011) et la plus sévére (affection généraleméndld). 1l s’agit d'une pneumopathie
interstitielle spécifique idiopathique, d'évolutiorchronique et progressive, touchant
principalement les adultes d’'un certain age, limi#ux poumons et associée a un pattern
histologique et/ou radiologique de pneumopathierstitielle commune(Raghu, 2011; Ragal,
2011). Cette définition de la FPI implique I'exdlus d’autres formes de pneumonies interstitielles
telles que les autres pneumonies interstitielléspathiques ainsi que les maladies pulmonaires
interstitielles associées a un agent environnerhenta toxique ou a une maladie systémique.

1.2 Présentation clinique

La FPI est rencontrée typiquement chez des indévidlel 60- 70 ans (Scodt al, 1990;
Mannino et al, 1996; Gribbinet al, 2006; Raghuet al, 2006a) avec une légére prédominance
masculine. La FPI est rare avant I'dge de 50 dastres diagnostics doivent étre envisagés chez
le sujet jeune, en particulier une connectivitestade subclinique. La majorité des patients ont des
antécédents de tabagisme(Sattal, 1990; Coulta®t al, 1994; Iwaiet al, 1994; Dougla%t al,
2000; Kinget al, 2001b; Gribbiret al, 2006).

Les patients atteints présentent une dyspnée d effapparition progressive, généralement
associée a une toux non productive. A I'examen, rdkss inspiratoires crépitants sont présents
bilatéralement en région basilaire (Dougésal, 2000; Kinget al, 2001b; Gribbinet al, 2006;
King et al, 2011). Un hippocratisme digital est noté dans e la moitié des cas (Kirgt al,
2011; Raghtet al, 2011).

1.3 Incidence et prévalence

Il n’existe pas d’étude a large échelle permetthestimer avec fiabilité la prévalence et
I'incidence de la FPI. Une publication récente mpibe les données issues de 15 études (Nalysnyk
et al, 2012). Cette prévalence est estimée aux Etats-Brentre 14 et 27,9 cas pour 100 000
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habitants, en utilisant une définition trés stridés cas, contre 42,7 a 63 cas pour 100 000 hebitan
avec une définition plus large (incluant notammksst cas ou la tomodensitométrie en haute
résolution (TDM-HR) concluait & une « possible BRIEn Europe, la prévalence varie entre 1,25
et 23,4 cas pour 100 000 habitants avec des aritBneclusion trés variables selon les auteurs.
L'incidence annuelle aux Etats-Unis est estiméé,8e 8,8 pour 100 000 habitants sur base d’une
définition stricte, de 16,3 a 17,4 sur base d'uééindion plus large. En Europe, lincidence
annuelle varie entre 0,22 et 7,4 cas pour 100 @@@tdants. La grande variabilité entre ces chiffres
peut s’expliquer par un manque d'uniformité darsdgteres utilisés pour définir un cas de FPI
avant la publication des derniéres recommandationgis également par des conceptions
différentes des études ainsi que par des difféserédles entre les populations étudiées.

Figure 1 : Prévalence de la FPI en fonction desl'épdu sexe, d’apres (Nalysngkal, 2012)
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* critéres stricts d’inclusion

D’'une maniére générale, la FPI est considérée commnee maladie rare mais dont la
prévalence et l'incidence sont en augmentationrdues derniéres années en Europe. L'incidence
et la prévalence augmente également avec l'adgeltéSoet al, 1994; Manninoet al, 1996;
Gribbin et al, 2006; Raghtet al, 2006b). Il n'est pas déterminé a I'heure actusilelles sont
influencées par des critéres géographiques, etbsigu culturels.

1.4 Diagnostic

L’établissement d’'un diagnostic de FPI nécessitgiRet al, 2011; Wells, 2013b; Wells,
2013a) :
- L’exclusion d'autres causes de pneumopathie irtiefkt diffuse (connectivite, toxique...)
- La présence d’'un pattern de pneumopathie intelgittommune (PIC) & la TDM-HR pour
les patients non soumis a une biopsie pulmonaire
- La combinaison d'images tomodensitométriques etoloigiques compatibles pour les
patients soumis a une biopsie pulmonaire
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Cette démarche est complexe et doit inclure uneoahp multidisciplinaire faisant
intervenir pneumologues, radiologues et anatomopadistes expérimentés dans le domaine des
pneumopathies interstitielles diffuses (Flahettyal, 2004; Flahertyet al, 2007; Hofer, 2007).

1.4.1 Examen radiographique

L’examen radiographique est peu spécifique (Matriext al, 1989) et met en évidence
des opacités réticulaires périphériques prédomaisaen région basilaire et une réduction du
volume pulmonaire.

1.4.2 Examen tomodensitométrique en haute résolutio

La TDM-HR est un examen essentiel dans la dématiggnostique de la FPI. Le pattern
de PIC est caractérisé par la présence d’opaétiesiiées (lignes plus ou moins épaisses), souvent
associées a des bronchectasies de traction (Nishigtual, 1992; Johkohet al, 1999). Les
«rayons de miel » sont fréquents et leur présestendispensable pour établir un diagnostic
définitif (Raghuet al, 2011). lls se traduisent & la TDM-HR par deséesvlinéaires denses de
tissu interstitiel, aux contours nets, de formey@dtique et entourant un groupe d'acini remplis
d‘air, dont les cloisons interalvéolaires ont dispat d’'un diametre de 3 & 10mm, mais pouvant
parfois atteindre 2,5cm. lls sont situés en régiouns pleurale et caractérisés par des parois bien
délimitées (Hanselet al, 2008). Des opacités en verre dépoli (hyperdemkitéparenchyme a
contours flous) sont frequemment observées mais sommalement moins extensives que les
opacités réticulaires (Ragraet al, 2011). Une discréte adénomégalie médiastinales¢m en
petit axe) peut également étre observée (Setizd, 2006; Hwanget al, 2009). Lors de PIC, la
distribution est hétérogene, bilatérale, basapgaphérique.

Dans un contexte clinique compatible (symptdmesnen physique, tests de fonction
pulmonaire, examens de laboratoire), lidentifioati d'un pattern de PIC a I'examen
tomodensitomeétrique est actuellement considéréemepsuffisante pour établir un diagnostic de
FPI (Hunninghakest al, 2001; Flahertyet al, 2003b; Quadrellet al, 2010). En effet, la TDM-HT
a une excellente valeur prédictive de la présehgemhttern de PIC a I'histologie, de I'ordre de 90
a 100%(Mathiesomet al, 1989; Grenieet al, 1991; Leeet al, 1994; Swenseat al, 1997; Raghu
et al, 1999; Hunninghaket al, 2001).

Table 1 : Définition d’'une pneumopathie interstii&éeommune : criteres tomodensitométriques,
d’'aprés (Raghet al, 2011)

UIP Pattern (All Four Features) Possible UIP Pattern (All Three Features) Inconsistent with UIP Pattern (Any of the Seven Features)
e Subpleural, basal predominance o Subpleural, basal predominance e Upper or mid-lung predominance
 Reticular abnormality o Reticular abnormality e Peribronchovascular predominance
e Honeycombing with or without traction o Absence of features listed as inconsistent with o Extensive ground glass abnormality (extent >
bronchiectasis UIP pattern (see third column) reticular abnormality)
o Absence of features listed as inconsistent with o Profuse micronodules (bilateral, predominantly
UIP pattemn (see third column) upper lobes)

o Discrete cysts (multiple, bilateral, away from areas
of honeycombing)
o Diffuse mosaic attenuation/air-trapping (bilateral,
in three or more lobes)
o Consolidation in bronchopulmonary segment(s)/lobe(s)

Définition of abbreviation: UIP = usual interstitial pneumonia.

1.4.3 Examen histologique

A I'histologie, la PIC est caractérisée a petitggiesement par une apparence hétérogéne,
avec alternance entre des zones de fibrose avattisation et « rayons de miel » et des zones de
parenchyme normal (Society, 2000; Society, 200ZhR&t al, 2011). Les zones fibrotiques sont
constituées principalement de collagéne dense mpadent des foyers fibroblastiques (petits
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agrégats de fibroblastes et myofibroblastes sitmésggion sous épithéliale et de forme convexe).
Les «rayons de miel » sont constitués d’espaceenaékystiques et fibreux fréquemment
délimités par un épithélium bronchiolaire et remmle mucine et de cellules inflammatoires. Une
métaplasie des muscles lisses en région inteligtigst frequemment retrouvée dans les zones de
fibrose et de «rayons de miel ». Généralement,nuedifications affectent plus séverement le
parenchyme en région souspleurale et paraseptaiflaimmation est peu marquée et consiste en
des infiltrats épars de lymphocytes et de plasnescgssociés a une hypertrophie des pneumocytes
de type Il et de I'épithélium bronchique.

Table 2 : Définition d’'une pneumopathie interstii&commune : criteres histopathologiques,
d’'aprés (Raghet al, 2011)

Possible UIP Pattern Not UIP Pattern

UIP Pattern (All Four Criteria) (All Three Criteria) (Any of the Six Criteria)

Probable UIP Pattern

o Evidence of marked fibrosis/ e Evidence of marked fibrosis / e Patchy or diffuse e Hyaline membranes*
architectural distortion, = architectural distortion, = involvement of lung e Organizing pneumonia*'
honeycombing in a honeycombing parenchyma by e Granulomas'
predominantly subpleural/ e Absence of either patchy fibrosis, with or without e Marked interstitial
paraseptal distribution involvement or fibroblastic interstitial inflammation infammatory cell

o Presence of patchy foci, but not both e Absence of other criteria infiltrate away from
involvement of lung o Absence of features against a for UIP (see UIP honeycombing
parenchyma by fibrosis diagnosis of UIP suggesting Parrean column) e Predominant airway

o Presence of fibroblast foci an alternate diagnosis e Absence of features centered changes

o Absence of features (see fourth column) against a diagnosis e Other features
against a diagnosis OR of UIP suggesting an suggestive of an
of UIP suggesting alternate diagnosis alternate diagnosis
an alternate diagnosis (see fourth column)

(see fourth column) e Honeycomb changes only*

Definition of abbreviations: HRCT = high-resolution computed tomography; UIP = usual interstitial pneumonia.

* Can be associated with acute exacerbation of idiopathic pumonary fibrosis.

" An isolated or occasional granuloma and/or a mild component of organizing pneumonia pattern may rarely be coexisting in lung biopsies with an otherwise UIP
pattern.

¥ This scenario usually represents end-stage fibrotic lung disease where honeycombed segments have been sampled but where a UIP pattern might be present in other
areas. Such areas are usually represented by overt honeycombing on HRCT and can be avoided by pre-operative targeting of biopsy sites away from these areas using HRCT.

1.4.4 Tests fonctionnels

L'exploration fonctionnelle respiratoire par spiréime met en évidence un trouble
ventilatoire restrictif (diminution de la capacié@ale forcée (CVF) et de la capacité pulmonaire
totale) (Martinez et Flaherty, 2006). Le résultas gaz sanguins artériels refléte la diminutiotade
diffusion alvéolo-capillaire avec une diminution ¢ capacité de diffusion du monoxyde de
carbone (DLCO) (aussi appelée facteur de trangigrhonaire du CO) et une augmentation du
gradient alvéolo-artériel (A-a)0

1.4.5 Recherche de complications et comorbidités

De nombreuses complications et comorbidités onagséciées a la présence d'une FPI et
doivent étre recherchées. Le reflux gastro-oesophagst ainsi tres fréquent lors de FPI (Raghu
al., 2006a) et pourrait, en association avec des @aspications, étre un facteur a l'origine de
Iésions répétées de I'épithélium alvéolaire (ledeal, 2010). L’hypertension pulmonaire est une
autre condition dont la prévalence est importahezdes patients avec FPI (Nadraisal, 2005b;
Raghuet al, 2011; Loomis-Kinget al, 2013). Il semblerait que la distorsion du pargnuh
rencontrée dans les cas avancés entraine des d@®@analniveau de la vascularisation pulmonaire

dont une altération de la production du I'oxydeigite et une vasoconstriction (Loomis-Kieg
al., 2013). Les patients avec FPI sont également @dérés comme a risque de thromboembolies
pulmonaires (Loomis-Kinget al, 2013). La combinaison d'une fibrose pulmonairedain
emphyséme chez certains patients est de plus srrggtonnue (Cottiet al, 2005; Cottinet al,
2010) et est retrouvée dans environ 10% des psitilamts une étude récente (Ryersbal, 2013).
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1.4.6 Limites actuelles

Un algorithme diagnostique a ainsi mis a dispasitites cliniciens dans les dernieres
recommandations internationales afin de les guides la démarche diagnostique (Raghwal,
2011). Il est repris dans le schéma ci-dessous.

Figure 2 : Algorithme diagnostique lors de suspidie fibrose pulmonaire idiopathique (Raggdiu
al., 2011; Wells, 2013a)

!

Yes
l No
Not UIP
UIP l Possible UIP
Inconsistent with UIP
Not UIP

UIP
Probable UIP / possible UIP
Non-classifiable fibrosis

MDD

 / * YVvYYy

ILD: intestitial lung disease; IPF: idiopathic pulnary fibrosis; HRCT: high resolution computed
tomography; MDD: multidisciplinary discussion; UlRsual intersitial pneumonia (PIC)

Néanmoins, le diagnostic de FPI reste difficile certains points portent toujours a
confusion (Wells, 2013b; Wells, 2013a), tels quetérét du LBA ou I'établissement du diagnostic
lorsqu’une biopsie pulmonaire ne peut étre réalisgéelorsque les résultats des examens sont
discordants. L’exclusion des autres affections @éss a un pattern tomodensitométrique ou
histologique de PIC est également une étape &ptgre de la démarche diagnostique.

1.5 Evolution

L'évolution de la FPI est classiquement décrite mmrun déclin progressif de la fonction
respiratoire jusqu’au décés par insuffisance raggie ou secondaire & une comorbidité (Ragthu
al., 2011). Méme si le pronostic global de la FPIseshbre, il apparait par ailleurs que les patients
peuvent connaitre différentes évolutions de letingagie (Raghu, 1987; Mccormaek al, 1995;
Martinezet al, 2005). La majorité connait une dégradation pregjxe, lente, sur plusieurs années,
telle que classiquement décrit. Certains patieedtent stables alors que d’autres vont connaitre un
déclin beaucoup plus rapide (Selmanal, 2007). Enfin, dans certains cas, un ou plusieurs
épisodes de détérioration respiratoire brutale stiservés aprés une période de stabilité ou de
détérioration lente (Ambrosirgt al, 2003; Collardet al, 2007). A I'heure actuelle, il n'a pas
encore été déterminé si ces différentes évolutiepgsentent des phénotypes différents de FPI ou
si I'évolution est influencée par des facteurs gaphiques, ethniques, culturels... L'existence de
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comorbidités (emphyséme, hypertension pulmonair@ourrait également influencer I'évolution
de la maladie (Wellst al, 2003; Lettieriet al, 2006; Mejiaet al, 2009).

La FPI est déclarée progressive en cas d’aggravdida dyspnée, d’une diminution d'au
moins 10% de la CVF, 15% de la DLCO, d'une prodoesdu pattern de fibrose a la
tomodensitométrie ou en cas d’exacerbation aigaglfR 2011; Raghet al, 2011).

Figure 3 : Différentes évolutions possibles lordidmse pulmonaire idiopathique, d’apres (King

etal, 2011)
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1.5.1 Forme accélérée

La forme accélérée de la FPI concerne un sous-grdematients, notamment des fumeurs
de sexe masculin qui connaissent une évolutiordeade la maladie (évolution des symptémes
depuis moins de 6 mois au moment du diagnostia} ametemps de survie réduit. Au moment du
diagnostic, les résultats d'imagerie, des testfodetion pulmonaire ou de I'analyse histologique
sont identiques entre ces patients et ceux qunaure évolution plus lente (Selmanal, 2007).

La proportion des patients ayant une forme acoglésé encore inconnue (26 patients sur 167 dans
I'étude de Selman (Selmaat al, 2007)).

1.5.2 Exacerbation aigue

Des observations récentes suggérent que les épidatgravation respiratoire brutale ont
lieu chez une petite minorité de patients (envBatD%(Azumaet al, 2005; Collardet al, 2007;
King et al, 2008; King Jret al, 2009; Songet al, 2011)). Ces épisodes peuvent apparaitre
secondairement a une pneumonie, une embolie pulmora une décompensation cardiaque.
Quand aucune cause ne peut étre identifiée, lestefexacerbation aigue est utilisé. Les critéeres
classiquement utilisés pour définir une exacerbatigue de FPI incluent une aggravation non
expliguée de la dyspnée en 1 mois, la présencee diypoxémie caractérisée par une altération
plus marquée des échanges gazeux, l'apparitionadigs surnuméraires a la TDM-HR et
I'absence d’'explication pour cette détérioratiomthle (Collardet al, 2007). Histologiquement,
elle se caractérise par des images de dommagelateédiffus ou plus rarement par une
pneumopathie organisée dans des zones avec unteciale relativement conservée, a distance
des zones plus fibrotiques (Collaed al, 2007). Une exacerbation aigue peut étre notémuia t
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moment de I'évolution d’'une FPI et en est parfaigptemiére manifestation. Il n'est pas clair a
I'heure actuelle si ces exacerbations sont la apresice d'un processus non identifié (embolie,
infection) ou s'il s’agit une accélération du preses pathophysiologique a I'origine du
développement de la FPI. Des décompensations agipes brutales ont également été associées a
une chirurgie thoracique(Zegét al, 1998; Utzet al, 2001; Kumaret al, 2003; Kondohet al,
2006; Yukselet al, 2006) ou un LBA(Hiwataret al, 1994; Kimet al, 2006b; Sakamotet al,
2012). Ces épisodes pourraient correspondre a dmssvexacerbations ou a des simples
complications de ces procédures (Raghal, 2011).

1.6 Pronostic

Aucune étude longitudinale ne permet une évaluati@ine de la médiane de survie lors de
FPI. De nombreuses études rétrospectives suggarennédiane de survie de I'ordre de 2 a 3 ans
aprés diagnostic(Bjorakest al, 1998; Nicholsoret al, 2000; Kinget al, 2001a; Flahertet al,
2002; Ruddet al, 2007) et une survie a 10 ans de l'ordre de 10%esent(Kinget al, 2001b).
Néanmoins, des données récentes issues d'essague sur des patients avec une fonction
pulmonaire initialement préservée indiquent qu'@dirrait avoir été sous-estimée (Ragtial,
2004; Kinget al, 2008; King Jret al, 2009).

Le pronostic global de la FPI est mauvais mais ¢iaimt de vue individuel, trés variable
d’'un patient & I'autre au moment du diagnostic.pariculier, le pronostic associé aux épisodes
d’exacerbation aigue est sombre, la mortalité duianspitalisation atteignant les 65% et ceux qui
survivent a I'épisode ont un taux de mortalité diess6 mois de plus de 90%(Colletlal, 2007;
Hyzy et al, 2007; Songet al, 2011). De nombreuses études ont ainsi été réaliafin de
déterminer des facteurs pronostiques et ainsi prééwolution de la FPI. L’identification des
patients qui vont connaitre une forme rapidemeoiugive ou des épisodes d’exacerbation aigue
permettrait notamment d’envisager précocement taresplantation dans ces cas. Toutefois, la
fiabilité des facteurs prédictifs identifiés eshiiée par la nature rétrospective de la plupartete
études cliniques et la variabilité de leur conaapti

Ainsi, différents paramétres démographiques (agee tabagismé 9 ou
clinique (sévérité de la dyspri@&®*%, ont été associés a un pronostic défavorable czmaines
études(Schwartet al, 1994; Kinget al, 2001b; Flahertet al, 2002; Collardet al, 2004; Jegaét
al., 2005; Nadroust al, 2005b; Nadrou®t al, 2005a; Enomot@t al, 2006). Les résultats des
tests de fonction pulmonaire ont été associés deemavariable avec la survie lors de FPI. Plus
que les résultats obtenus au moment du diaghdStié @888 réyolution des différents
paramétres (CVF, DLCO, capacité pulmonaire tot@dea)02) semble étre un facteur pronostic
importanf®#3879192Bjen que le test de la marche de 6 minutes agjement utilisé en clinique, et
gue certaines études aient mis en évidence uréirnéonostic de I'apparition d’une désaturation
(Enright, 2003; Lamaet al, 2003; Hallstrancet al, 2005) ou de la distance parcodfig®? sa
valeur pronostique est limitée par un manque dedstaisation (Eatoret al, 2005). Des
parameétres tomodensitométriques(Flahettgl, 2003b; Jeongt al, 2005; Bestt al, 2008; Shin
et al, 2008; Sumikawaet al, 2008), ou histologiques(Kingt al, 2001a; Nicholsoret al, 2002;
Flahertyet al, 2003a; Enomotet al, 2006; Hanalet al, 2008) ont également été corrélés avec la
survie dans certaines études et la présence derloioiiés, en particulier une hypertension
pulmonairé®**""*®ou de 'emphyséme(Cottiet al, 2005; Mejiaet al, 2009), semble étre associée
a un pronostic défavorable.

Méme si de nombreuses études ont ainsi permisrdifie certains facteurs associés a une
mortalité précoce, I'évolution pour un patient démeste imprévisible au moment du diagnostic
(Martinezet al, 2005).

%41,68,74-78
1
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1.7 Biomarqueurs diagnostiques et pronostiques

Malgré une recherche intensive dans ce domaingbliésement du diagnostic et du
pronostic lors de FPI reste difficile et fait I'éhbjde plusieurs controverses (Wells, 2013b).
L'utilisation de biomarqueurs chez les patientgiats de FPI serait intéressante pour plusieurs
raisons. D’abord I'établissement d’'un diagnostie FPI nécessite une expertise particuliére, qui
n'est disponible que dans quelques centres spEEsalDe plus, comme mentionné précédemment,
la réalisation d’une biopsie pulmonaire n’est pagdurs possible pour les patients chez lesquels
elle est indiquée. Par ailleurs, un biomarqueur rgfleterait le niveau d'activité de la maladie
pourrait permettre d’identifier les formes accéééréde suivre I'évolution par des dosages sériés
ainsi qu'évaluer précocement l'efficacité d’'un teanent dans un essai clinique. Finalement,
l'identification d'indicateurs fiables du pronostit de la survie pourrait permettre d’améliorer la
prise en charge des patients, notamment en penhetanticiper la nécessité d'une
transplantation.

La recherche s’est donc portée sur l'identificatittnbiomarqueurs qui pourraient faciliter
la démarche diagnostique et prédire I'évolution l@emaladie de maniére individualisée. Un
biomarqueur ou marqueur biologique correspond anuaeromolécule mesurable dans un ou des
fluides corporels et présentant un intérét en médeou en physiologie (Prasse et Muller-
Quernheim, 2009). La recherche en médecine humsiegt notamment focalisée sur des
biomarqueurs permettant de quantifier le degré ideode pulmonaire ou d’évaluer l'index
d’'activité du processus fibrotique (Prasse et Mt@eernheim, 2009). Les biomarqueurs qui
semblent les plus intéressants a premiére vude®biomarqueurs mesurables dans le sang de par
leur facilité d’obtention et le fait qu’on puisseslobtenir de maniére répétée (Van Den Bénhal,
2010; Vij et Noth, 2012).

1.7.1 Etudes ciblées de biomarqueurs candidats

La majeure partie des études destinées a iderdiéiebiomarqueurs de la FPI ont analysé
une par une quelques molécules candidates, sé&leéts a priori d’'aprés les données de la
littérature (biomarqueurs connus dans d'autresctiffies, réles identifiés ou suspectés dans la
pathogénie...) (Bargagkt al, 2011) ou marqueurs obtenus dans les bilans sagia routine.
Différents marqueurs extrapulmonaires (hypoalbumieé (Zisman et al, 2009), indice de
distribution des rouges (Nathat al, 2013), présence d’autoanticorps (leteal, 2013), peptide
cérébral natriurétique (Sorg al, 2009)) pourraient ainsi avoir un intérét en @unt biomarqueurs
pronostiques dans la FPI. Certaines cellules @rtab (lymphocytes et fibrocytes) ont aussi été
évaluées comme biomarqueurs dans la FPI. Les fitescirculants sont des dérivés des cellules
progénitrices de type mésenchymal et issus de lallen@sseuse. Le nombre de fibrocytes
circulants pourrait notamment avoir un intérét mplkétablissement du pronostic lors de FPI; un
taux €élevé ayant été associé a une survie réduéideeprésence d’'épisodes d’exacerbation aigue
(Moeller et al, 2009). Un tres grand nombre de biomarqueurs tintég¢alués dans la FPI et
certains sont détaillés ci-dessous.

1.7.1.1 Chimiokines

1.7.1.1.1 Chimiokine ligand 2 (famille CC) CCL2
Egalement appelée protéine chimiotactique poumiesocytes 1 (MCP-1), CCL2 est I'une
des principales molécules chimiotactiques pour tesnocytes mais €également pour les
lymphocytes T et les cellules dendritiques immeagyi@attaet al, 2011). Elle peut participer au
processus de fibrose en induisant I'expression wlansforming growth factor beta 1 » (TGFB1) et
de collagene par les fibrocytes (Gharaee-Kermsaiail, 1996). Il a été démontré que CCL2, ainsi
que d’autres chimiokines (CCL3 et CCL4) étaiengaantité augmentée dans le LLBA de patients
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atteints de FPI par rapport aux contrbles(€aal, 1994; Sugeet al, 1999; Bararet al, 2007;
Shinodaet al, 2009; Vasakova&t al, 2009). Cette concentration dans le LLBA étaiteisement
corrélée avec la DLCO et la pression artérielleigiée en dioxygene (PaffCar et al, 1994;
Shinodaet al, 2009). Shinoda et ses collegues(Shinetial, 2009) ont suggéré que la mise en
évidence d'une concentration élevée en CCL2, CGMIZCL22 dans le LLBA pourrait prédire
une évolution défavorable car elle était associée faibles taux de survie. Une étude portant sur
86 patients avec différentes pneumopathies intietkds diffuses(Sugat al, 1999) a également
mis en évidence une augmentation de la concentraédque en CCL2 lors de FPI par rapport a
des individus sains. Toutefois, cette augmentatemt également retrouvée dans d’autres
pneumopathies et ne permettait donc pas de leéraliffier d'une FPIl. Dans cette étude, une
corrélation entre la concentratique sériqgue en Cé&i&volution clinique (toutes pneumopathies
confondues) était également notée. Une étude d&bhifDhnishiet al, 2002) a évalué plus
précisément les performances diagnostiques de C&L2pmparaison avec d’autres biomarqueurs
potentiels (KL6, SP-A et SP-D ; cf. ci-aprés) cl8& patients avec pneumopathies interstitielles
diffuses (21 FPI et 12 pneumopathies associées@unxectivites) et 82 contrbles (12 pneumonies
bactériennes et 70 volontaires sains). La valeuil sptimale déterminée pour la concentration
sérique en CCL2 était de 1080 pg/mL ; les perfogeancorrespondantes : sensibilité 51,5%,
spécificité 92,7% et exactitude 80,9% étaient l@snmbonnes de tous les biomarqueurs testés.
L'utilisation de CCL2 comme biomarqueur diagnoséigst donc limitée par sa faible sensibilité et
son manque de spécificité au sein des pneumopadtiterstitielles diffuses. De plus, certaines
pathologies extrapulmonaires comme I'arthéroscEimsakovaet al, 2009; Van Wijket al,
2010) s’accompagnent également d’'une augmentatosadconcentration sérique et pourraient
intervenir comme facteur confondant. D’un autreécta concentration sérique semble étre corrélée
avec I'évolution de la maladie, suggérant que CQidtrrait étre utile comme biomarqueur
pronostique(Prasse et Muller-Quernheim, 2009).

1.7.1.1.2 Interleukine 8 (IL8)

L’'IL8, également appelée facteur chimiotactiquerdes neutrophiles, est un membre de la
famille des CXC chimiokines (CXCL8). Elle agit coranun médiateur majeur de la réponse
inflammatoire. Produite entre autres par les mdwagps alvéolaires et les cellules épithéliales, ell
fonctionne par tactisme pour les neutrophiles,nesrophages, les cellules endothéliales et les
mastocytes et en stimulant I'angiogenése (RosemkitdSchwartz, 2004). La concentration sérique
en IL8 est influencée par de nombreux facteurs,t danprésence d’'une maladie infectieuse
(Friedland, 1996). Une premiere étude a petitelécfiéegenhagert al, 1998) a mis en évidence
une augmentation significative de la concentraganL8 dans le sérum et le LLBA lors de FPI
comparée aux individus sains. D’un point de vuefiomnel, la concentration sérique était corrélée
avec la DLCO, la capacité pulmonaire totale, laac#tp vitale et la PaOAprés cette publication,
d’autres études ont confirmé la présence d’une extration élevée en IL8 dans le sérum de
patients atteints de FPI ainsi qu'une corrélatiorerse entre cette concentration et les paramétres
fonctionnels (principalement la CVF) (Totasii al, 2002; Tsoutsowt al, 2006). De plus, dans
une de ces études (Totatial, 2002), une différence était notée en fonctiotad®erme évolutive
de la FPI : les patients avec une forme stablecavaies taux faibles alors que ceux avec une forme
progressive avaient des taux élevés. Une étudatecéegrande échelle(Richardsal, 2012) a
analysé la concentration sérigue de 92 protéineg @41 patients avec FPI en incluant une
premiere étape de sélection de biomarqueurs pelerstur une premiére population suivie d’'une
validation de ces biomarqueurs dans une deuxiémpelgtion. L'IL8 faisait partie des 5 protéines
(MMP7, ICAM-1, VCAM-1, S100A12) associées de maaisignificative avec la mortalité et/ou
la progression de la maladie. Une concentratiosnpdgique en IL8 >7,2pg/mL était ainsi associée
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de maniére indépendante & une mortalité accruedrape risque ajusté 2,4) dans la cohorte de
dérivation de 140 patients mais seule une tendeersal’association était retrouvée dans la cohorte
de validation (101 patients, rapport de risque taj&s3, p=0,069). L’IL8 semble donc étre un
biomarqueur pronostique tres prometteur notammeat prédire le mode d'évolution de la FPI
ainsi que la survie.

1.7.1.1.3 Autres chimiokines
D’autres chimiokines ont été évaluées en tant goendrqueurs potentiels. On peut
notamment citer la CCL18 qui pourrait notammentiaune valeur pronostique (Prasseal,
2009) et I'lL18 qui pourrait étre utile pour diggwer la FPI d’'une sarcoidose (l8ual, 2011).

1.7.1.2 Marqueurs issus des cellules épithéliales

1.7.1.2.1 Protéines A et D du surfactant (SP-ARCS

Le surfactant est un ensemble de complexes dertifgipes synthétisés par les cellules de
Clara au niveau des voies aériennes et les celfydgséliales alvéolaires et sécrétés comme une
couche liquidienne qui recouvre I'épithélium(Goerk898). Bien qu'il soit composé en majorité
de lipides, les protéines représentent 5 a 10%cdeplexes (Kishoret al, 2006). On distingue
notamment les protéines A et D, membres du souspgrocollectines (collagene-lectines).
Plusieurs études ont analysé leur valeur diagnastig pronostique. Dans une étude de 2003(Ishii
et al, 2003), la concentration en SP-A dans le LLBAté&anificativement plus faible chez les
individus atteints de FPI par rapport a des indigidains mais comparable a celle notée dans
d’autres pneumopathies interstitielles diffusescbacentration en SP-D dans le LLBA lors de FPI
n’était pas différente de celle mesurée chez desr@es sains mais était significativement plus
faible comparée a des patients avec d'autres nealaalierstitielles pulmonaires (Isk&i al, 2003).
Au contraire, leurs concentrations sériques étagmificativement plus élevées chez les patients
atteints de FPI comparées a des individus saingttmints d’une autre maladie interstitielle
pulmonaire (Ishiiet al, 2003), résultats comparables a ceux obtenus @(Gdeeneect al, 2002;
Ohnishiet al, 2002). Dans I'étude d’Ohnishi(Ohnishii al, 2002) comparant les performances de
CCL2, KL6, SP-A et SP-D, la sensibilité et la sfiété de SP-A et SP-D étaient inférieures a
celles obtenues avec un autre biomarqueur KL6c{edprés). Concernant I'association de SP-A
avec la mortalité, une concentration sérique élexemoment du diagnostic a été associée avec la
mortalité dans 3 études (Takahashal, 2000; Greenet al, 2002; Kinderet al, 2009). Deux de
ces publications ont également mis en évidenceasseciation entre une concentration sérique
élevée en SP-D et une mortalité accrue (Takatesdl, 2000; Greenet al, 2002). Dans I'étude
de Kinder (Kinderet al, 2009), aucune association n'avait été mise emeége mais la
combinaison de SP-A et SP-D améliorait la prédictle la mortalité & 1 an (aire sous la courbe de
0,89 pour les deux paramétres contre 0,76 pour SBuf\ p=0,03). D’'apres ces résultats, SP-A et
SP-D semblent étre de bons candidats comme biomans|Eventuellement diagnostiques mais
surtout pronostiques.

1.7.1.2.2 Antigen Krebs von den lungen-6 (KL-6)

KL-6 est une glycoprotéine de type mucine expridda surface des cellules alvéolaires
de type Il et des cellules épithéliales bronchiei(Bandotet al, 2000), il est également nommé
mucine de type 1 (MUCL1). Il a été étudié dans dmbreuses maladies interstitielles pulmonaires
comme un marqueur non spécifique de fibrose (Istalet al, 2012). La concentration sérique en
KL-6 était significativement augmentée chez lesgnds atteints de FPI comparés a des volontaires
sains (Ohnishiet al, 2002; Ishiiet al, 2003) et a des patients avec d’autres pneum@sathi
interstitielles diffuses (Ishiét al, 2003). Dans I'étude d’Ohnishi (Ohniséti al, 2002), la mesure
sériqgue du KL-6 apportait de meilleures performanabagnostigues que tous les autres
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biomarqueurs testés (SP-A, SP-D et CCL2). Ainsirpme valeur seuil de 45U/L, les sensibilité,
spécificité et exactitude étaient de 93,9%, 96,a%a 95,7%, respectivement. La concentration
sériqgue en KL-6 a également été associée a laesuwtans une étude prospective sur les
pneumopathies interstitielles idiopathiques et g3 aux connectivites (taux sérique
>1000U/mL, rapport de risque 2,95) (Satehal, 2006). Dans une étude a petite échelle, une
augmentation de la concentration en KL-6 lors deades sériques répétés était pareillement
associée a une détérioration de la survie (Yokoyeinad, 1998). Ces différentes études suggerent
que KL-6 pourrait avoir une utilité diagnostiquepednostique dans la FPI (Ishikawhal, 2012).

1.7.1.2.3 Facteur de croissance de I'endothéliunscwaire (vascular
endothelial growth factor VEGF)

Le VEGF est une glycoprotéine exprimée par lesitzsd|épithéliales alvéolaires (Monacci
et al, 1993) qui induit une perméabilité vasculaire gt @n régulateur majeur de I'angiogenese
(Ando et al, 2010). Deux études ont mis en évidence une ctratiem en VEGF dans le LLBA
significativement plus faible lors de FPI compagales individus sains (Meyeat al, 2000;
Koyamaet al, 2002). Une étude (Andet al, 2010) a analysé le lien entre VEGF et résultats d
tests de fonction pulmonaire et survie. La conegioin sériqgue en VEGF était significativement
plus élevée chez les patients avec un (Aé@@¢é par rapport a ceux avec un gradient faibk et
des individus sains. Une corrélation inverse étai€e entre la concentration sérique initiale &t le
changements mensuels de la CVF. Cette étude an@maiddentifié une tendance entre une
concentration sérique supérieure a la médiane eramostic plus défavorable (taux de survie a 5
ans de 42,9% contre 80%). Ces données suggéretd goacentration sérique en VEGF pourrait
refléter la sévérité de la maladie et prédire lelidale la fonction respiratoire. Il s’agit toutéfo
d’'une étude rétrospective a petite échelle, d’aulannées sont donc nécessaires avant de pouvoir
conclure a un intérét pronostic du VEGF.

1.7.1.3 Endothéline-1 (ET1)

L'ET1 est un peptide vasoactif qui intervient égadmt comme molécule pro-
inflammatoire et pro-fibrotique (Ross al, 2010; Swigris et Brown, 2010). L'ET1 est incriraéa
dans de nombreuses affections respiratoires etraimguvée en concentration augmentée dans le
sang ou le LLBA de maniére peu spécifique. Des &axés en ET1 dans le sérum et/ou LLBA
ont en effet été notés dans différentes maladidsngnaires interstitielles autres que la
FPI(Yamakami et al, 1997): sclérodermie avec atteinte pulmonaire(Mioret al, 1995),
sarcoidose(Abrahaet al, 1997; Liet al, 1999; Reichenberget al, 2001; Terashitat al, 2006).
Lors de mucoviscidose, la concentration sériqu&€h augmente également lorsque la fonction
pulmonaire est altérée (Siahanideual, 2000). Elle est présente en quantité augmentae lda
sérum (Uguccionet al, 1995) et le LLBA (Reichenberget al, 2001) des patients atteints de FPI.
Toutefois, des taux les plus élevés dans le LLB#t setrouvés lors de sclérodermie et non lors de
FPI. Dans le cadre de la FPI, aucune publicatianénalué l'intérét pronostique de I'ET1, excepté
une étude rapportant que I'immunoréactivité au aiveu parenchyme pulmonaire était corrélée
avec le grade histologique (Giaatial, 1993).

1.7.1.4 Métalloprotéases matricielles 1 et 7 (matrietalloproteases MMP1,
MMP7)

Les métalloprotéases matricielles sont une farsthacturelle et fonctionnelle de protéases
zinc-dépendantes impliquées dans la dégradationcdegposants de la matrice extracellulaire
(Oikonomidi et al, 2009). Les membres de cette famille ont des mtbset des patterns
d’expression variés. MMP1 est la collagénase daxptession est la plus élevée au niveau
interstitiel, elle dégrade les fibrilles de collagé(Sauteet al, 2008). MMP7 (ou matrilysine) est
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la plus petite protéine de cette famille et dégrade nombreux composants de la matrice
extracellulaire. Des taux élevés en MMP7 ont étdoueés dans le LLBA chez des patients avec
FPI en comparaison d’individus sains (Vuorirgnal, 2007; Huhet al, 2008; Fujishimeet al,
2010). Toutefois, la MMP7 ne semble pas spécifidgda FPI, sa concentration dans le LLBA et
son expression au niveau pulmonaire ne semblardiffésentes entre des patients avec une FPI ou
une pneumopathie organisée cryptogénique (ltihal, 2008) ou d'autres pneumopathies
interstitielles (Vuorineret al, 2007). Une étude a confirmé que les taux de MM®fent plus
élevés dans le sérum et le LLBA chez des patigtgsts de FPI comparés a des individus sains, le
méme schéma étant retrouvé pour MMP1 (Resad, 2008). Bien que la mesure sérique unique
de MMP1 ou de MMP7 ne différenciait pas individagns et atteints de FPI, la combinaison des
deux biomarqueurs (MMB2,15ng/mL et MMPZ21,99ng/mL) permettait de distinguer ces deux
populations mais également de différencier uneddifle pneumopathie d’hypersensibilité. MMP7
a également été étudiée en tant que biomarquenogiique. Sa concentration dans la LLBA a été
corrélée négativement avec la CVF (r=-0,348, p50(URorinenet al, 2007). Cette association a
également été démontrée pour la concentration uericpour chaque augmentation de la
concentration en MMP7 de 1ng/mL, la CVF diminuast 4% (r=-0,51, p=0,002) et la DLCO de
4,1% (r=-0,53, p=0,002) (Rosad al, 2008). Dans cette étude, chez les patients anecFI
asymptomatique, un taux sériqgue augmenté en MM&V également noté, bien que de maniéere
moins importante que pour les patients symptomeasigilCes résultats suggérent que MMP7
pourrait étre un indicateur de sévérité de la malatl ce de maniére trés précoce. Dans I'étude
récente de Richards (Richard$ al, 2012), MMP7 faisait également partie des 5 pneti
associées de maniére significative avec la ma#tadifou la progression. Une concentration
plasmatiqgue en MMP7 >4,3ng/mL était ainsi assodéemaniére indépendante a une mortalité
globale accrue (rapport de risque ajusté 2,9, 43P dans la cohorte de dérivation de 140
patients mais seule une tendance vers l'associataih retrouvée dans la cohorte de validation
(101 patients, rapport de risque ajusté 2,2, p4),d7orsque seule la durée sans transplantation
était prise en compte, cette association devengitifisative (rapport de risque ajusté 2,8,
p=0,0075). Les auteurs ont également développédexiincorporant le sexe, la CVF, la DLCO et
la concentration sérique en MMP7, qui permettaitpdédire la mortalité dans la cohorte de
validation.

D’aprés ces résultats, il semblerait que MMP1 et RMVaient un potentiel limité en tant
gue biomarqueurs diagnostiques étant donné leugqueatie spécificité. Une combinaison des deux
ou avec d'autres biomarqueurs pourrait par coriteeiBtéressante. MMP7 pourrait aussi étre utile
pour évaluer la sévérité, établir le pronostic aivre I'évolution de la maladie par des dosages
répétés.

1.7.2 Etudes a large échelle

Plus récemment, des techniques a large écheli&émtppliquées afin de travailler sans « a
priori » et/ou de tester simultanément un tres djrmaombre de molécules. Des immuno-essais
multiples ont d’abord été utilisés, cette techniqueymettant de mesurer simultanément des
dizaines de protéines dans un liquide biologiguasmpa ou LLBA. Méme si elle représente un
gain de temps important et conduit a un screeniing lprge, les protéines étudiées sont choisies a
'avance, ce que ne permet pas la découverte dmougeau » marqueur dont I'intérét n’avait
jamais été mis en avant auparavant. Rosas (Ribsds 2008) a par exemple choisi de mesurer 49
protéines incluant des cytokines, des chimiokides, facteurs de croissance et angiogéniques, des
MMP et des marqueurs d’apoptose. Plus récemmeaiaRis (Richardst al, 2012) a utilisé un
panel plus large de 92 protéines mais de fonctiamlare : cytokines, chimiokines, MMP,
marqueurs de l'apoptose et des lésions épithéliddass ces études, ces techniques ont été
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appliqguées sur une premiére population (« cohoeedérivation ») afin d'identifier quelques
marqueurs d’intérét dont les performances ont emsié vérifiees dans une deuxieme population
(« cohorte de validation »). Ce processus en 2estagt plus contraignant et nécessite un grand
nombre de patients bien phénotypés mais est intigée a la validation d’'un biomarqueur.

De véritables méthodes de screening ont ensuiteappiiquées a la recherche de
biomarqueurs dans la FPI : protéomique ou transerijgue(Rottoliet al, 2009). Le principe est
ici d’'analyser simultanément, dans un tissu ouluitld biologique, I'ensemble des protéines ou
des ARNmM, respectivement. Ceci permet d’établirtainleau d’ensemble, un « profil » de la
maladie, que I'on peut ensuite comparer a celierabthez des individus sains ou atteints d’autres
affections. Les techniques de protéomique ont dthieéte appliquées au LLBA afin d’en analyser
la composition protéique(Wattiet al, 2000). Dans I'étude de Magi(Magt al, 2002) portant la
FPI et la sarcoidose, 37 protéines ou fragment®igrees ont pour la premiere fois été identifiés.
La comparaison des profils obtenus dans ces delxdiea a permis de mettre en évidence 32
spots dont I'abondance différait. Ainsi, le LLBAsisde patients avec FPI comportait une quantité
augmentée de protéines de faible poids moléculalomt la plupart sont impliquées dans
I'inflammation (comme la MIP ou la calgranulin) tauréponse antioxydante (comme une enzyme
peroxysomale ou la thiorédoxine péroxydase 2), ilpmetrouvé également dans une autre
étude(Rottoliet al, 2005). Au contraire, peu de différences ont digseovées entre la FPI et la
forme fibrotigue de pneumopathie interstitielle nepécifique(Korfei et al, 2013). Plus
récemment, des analyses protéomiques ont été agefigsur du tissu pulmonaire(Kortt al,
2011; Korfeiet al, 2013), mais cette fois non pas pour la découd@tbiomarqueurs, mais plus
spécifiguement pour I'étude des mécanismes a liwgide la fibrose.

Concernant les techniques de transcriptomique pueriére étude a mis en évidence une
différence entre le profil d’expression géniquenpohaire chez les patients avec une forme stable
de FPI et ceux avec une forme progressive(Bebral, 2009); suggérant que l'analyse du
transcriptome sur une biopsie pulmonaire au monuentdiagnostic pourrait aider a prévoir
I'évolution de la maladie chez un patient donné. &beurs, dans I'étude de Yang(Yaey al,
2012), le profil d’expression génique de la FPLeoln cette fois ci dans le sérum, était différent d
celui de contréles sains. Des différences étaigaleénent notées entre une FPI sévére (évaluée par
la DLCO) et une FPI discrete. Cette étude suggeeele transcriptome sanguin pourrait identifier
la présence d’'une FPI et d’en estimer I'étendue.

Ces technigues permettent également d’identifielggues molécules d'intérét parmis ces
profils (présentes en quantité trés élevée, ouaibke, par rapport aux contréles) et ainsi déciouv
de nouveaux marqueurs encore non identifiés. Lréttde ces marqueurs est ensuite souvent validé
de maniére individuelle (RT-PCR quantitative s'dgit d'un ARNm, ELISA, immunohistochimie
pour une protéine). Certains biomarqueurs précédsmmis en avant, ont été retrouvés par ces
méthodes : MMP1, MMP7, IL8 (Rosa&s al, 2008; Richard®t al, 2012), mais d’'autres ont été
ainsi « découverts » comme ICAM-1, VCAM-1, S100A(Richardset al, 2012), le facteur
inhibiteur de la migration des macrophages (maagphmigration inhibitory factor, MIF) ou la
calgranuline B (ou S100A9). Une étude récente gHdral, 2012) a notamment comparé les
performances diagnostiques de la calgranuline &lascde KL-6, SP-A et SP-D. La concentration
en calgranuline B était plus élevée dans le LLBAjspas dans le sérum, chez les patients atteints
de FPI en comparaison des autres groupes. L'aws &b courbe ROC («receiver operating
characteristic ») (distinction FPI/ autres pneuntbigs) était de 0,972 pour la calgranuline dans le
LLBA contre 0,571 pour KL-6, 0,684 pour SP-D et Zh7pour SP-A. Pour une valeur seuil
optimale de 1ng/mL en calgranuline, la sensibdiiEt de 96,4% et la spécificité de 87,8%.
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1.7.3 Combinaison de biomarqueurs

Il semble peu probable que [l'utilisation d’'un sedibmarqueur puisse apporter une
sensibilité et une spécificité parfaites pour étald diagnostic et le pronostic lors de FPI.
Toutefois, la combinaison de plusieurs biomarqueprrrait permettre d’améliorer les
performances globales. Ainsi, dans I'étude de R@Rasaset al, 2008) la combinaison de 5
biomarqueurs (MMP7, MMP1, MMP8, IGFBP1 et TNFRSFI&rmettait de distinguer patients
avec FPI et controles avec une sensibilité de 98&6%ne spécificité de 98,6% ; performances
supérieures a celles de chaque biomarqueur utilesénaniere individuelle. D’'autres études
comparant des patients avec différentes maladiéarstitielles pulmonaires sont toutefois
nécessaires pour confirmer I'intérét de cette comibon.

Figure 4 : Exemple de I'utilisation combinée despburs biomargueurs sanguins pour le diagnostic
de la fibrose pulmonaire idiopathique, d’aprés @es al, 2008)
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D’un point de vue du pronostic, une étude réceBtmget al, 2013) a évalué l'intérét de
combiner plusieurs biomarqueurs (MMP7, KL-6, SP-A SP-D) par rapport a de simples
parameétres cliniques. L'analyse multivariée a miségidence que MMP7 (rapport de risque
1,056), SP-A (rapport de risque 1,011) mais égateriége, la CVF et le degré d’extension des
rayons de miels a la TDM-HR étaient des indicateersurvie. Les patients avec une concentration
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élevée a la fois en MMP7 et en SP-A avaient uneiesynlus courte (pourcentage de survie a 1 an
de 59%) et une fréquence plus élevée de détéoards la fonction respiratoire (42%) compareés a
ceux avec une concentration élevée pour un sel desmarqueurs (taux de survie a 1 an de 81%,
fréquence de déclin de la fonction respiratoir2d#) ou un taux faible pour les 2 biomarqueurs
(83,3% et 9%, respectivement). L'analyse des madétenposites indiquait que I'adjonction de
MMP7 et de SP-A aux indicateurs cliniques standardpportait qu’'une amélioration marginale
pour la prédiction de la mortalité (index de comlearce pour les parametres cliniques seuls de
0,686, en ajoutant MMP7 et SP-A : 0,730; p=0,0&19jout d’'un troisieme biomarqueur (KL-6)
permettait de passer le seuil de significativiteléix de 0,730, p=0,037). Cette étude rétrospective
suggeére que les biomarqueurs n'auraient qu'unéntémité dans I'établissement du pronostic ; la
mesure d’au moins 3 biomarqueurs étant nécessaire gméliorer la prédiction de la mortalité
comparée aux seuls parametres cliniques.

1.7.4 Conclusion

De trés nombreux biomarqueurs ont ainsi été inyedt ou sont en cours d’étude dans la
FPI. Toutefois, les résultats obtenus présententaines limites. Tout d’abord, les critéres
diagnostiques de la FPI ont été modifiés a plusieaprises. Par exemple, aucune distinction
n'était faite au départ entre la FPI et la pneurtttpdnterstitielle non spécifique. Ainsi, les é#sd
réalisées avant 2002 ou incluant des échantilltmsnois avant cette date peuvent comporter des
patients pour lesquels le diagnostic de FPI estriain ou erroné. De plus, les concentrations n’ont
généralement été mesurées qu'a un seul momenti o gpermet pas de suivre leur évolution au
cours du temps et d’évaluer l'intérét pronostiques dnesures répétées. Par ailleurs, ces
biomarqueurs sont des variables continues, unaivaiiil doit donc encore étre déterminée pour
pouvoir estimer leur sensibilité et spécificitéégentuellement les utiliser en pratique. Finalement
la quasi-totalité de ces biomarqueurs ont été agalgans une seule cohorte et donc non validés
dans une cohorte séparée.

Ainsi, bien que de nombreuses publications suggénmempotentiel non négligeable de ces
biomarqueurs, leur intérét dans I'établissementdiignostic et du pronostic lors de FPI reste
incertain. Leur utilité doit notamment encore &kaluée dans la pratique quotidienne au chevet
des patients mais également dans le cadre deHarode thérapeutique. En effet, si I'on confirme
que certains d’'entre eux peuvent prédire I'évohutie la maladie ou estimer la sévérité de la
fibrose, ils pourront étre tres utiles dans lesiésucliniques pour évaluer précocement I'efficacité
d’un traitement et ainsi limiter la durée et lefitsoassociés a ces études.

Dans cette optique, une étude est en cours (PROPULE « Prospective observation of
fibrosis in the lungs clinical endpoints », ideiatift : NCT01134822 (Maher, 2013)) afin de
collecter un maximum de données sur le phénotypepddents avec FPI au cours du temps. Le
premier objectif de cette étude est de valider daiére prospective les biomarqueurs identifiés
précédemment sur une population de grande tailfaeaitement phénotypée. Les techniques de
biologie moléculaire a large échelle (protéomiquanscriptomique) seront ensuite appliquées a
des échantillons prélevés sur cette population ditentifier une empreinte de la FPI et ainsi
mieux comprendre sa pathogénie et identifier darést cibles thérapeutiques. Cette étude devrait
également permettre d’analyser de maniére prosgeativolution de la maladie dans I'objectif de
déterminer des critéres cliniques et biologiquesrpes utiliser par la suite dans les études
cliniques. Une autre étude est également en ce®@srnomic and Proteomic Analysis of Disease
Progression in Idiopathic Pulmonary Fibrosis IPFEG4A, identifiant: NCT00373841) et va
utiliser spécifiguement les techniques de génomejude protéomique. Les marqueurs génétiques
et biologiques obtenus seront corrélés avec I'dwmiudes symptémes dans le but de pouvoir
identifier les patients qui connaitront un déckpide de la fonction respiratoire.
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1.8 Traitement

Le traitement de la FPI fait I'objet d’'une rechescintensive depuis les derniéres
décennies, néanmoins aucune thérapeutique n'a ljostant fait preuve de son efficacité.
Plusieurs études ont ainsi testé l'impact de thésapmmunomodulatrices, d’anticoagulants,
d’antagonistes de récepteurs de 'ET1, de vasatiats, d’'antifibrotiques et d’inhibiteurs de
différentes cytokines, sans succés (Rafiial, 2013). Il a été démontré que l'utilisation des
corticostéroides n’avait aucun intérét, tandis tuerithérapie (prednisone, azathioprine et N-
acétylcystéine), longtemps préconisée, s'est réaarhméveélée délétére (Raglet al, 2012) et
n'est donc plus recommandée. La N-acétylcystéinesamable pas non plus avoir d'intérét en
monothérapie (Martinezt al, 2014). Une molécule, la pirfénidone, a récemmebtenu
l'autorisation de mise sur le marché pour le tragat de la FPI au Japon puis en Europe. Ses
propriétés anti-fibrotiques, anti-oxydantes et -amftammatoires ont été bien établies dans les
modéles murins de fibrose. Dans une étude japorarsges patients atteints de FPI, la pirfénidone
ralentissait le déclin de la fonction respiratdifaniguchiet al, 2010) et une étude récente (King
et al, 2014) a confirmé que I'administration de pirféomni@ permettait de ralentir I'évolution de la
maladie, telle que reflétée par I'évaluation déolaction pulmonaire, de la tolérance a I'exercite e
de la survie sans progression chez les patienite@strgar rapport a un groupe placebo. Les
inhibiteurs des tyrosines kinases sont égalemealués dans le traitement de la FPI; on peut
notamment citer la nintedanib pour laquelle dewaisscliniques de phase 3(Richeddial, 2014)
ont récemment mis en évidence une réduction dindéella CVF, suggérant un effet positif sur la
progression de la maladie. La transplantation pohire est toutefois la seule intervention ayant a
I'heure actuelle prouvée son efficacité en termeprdlongation de la survie (Raét al, 2013).

Les résultats de ces recherches sont d’autant gdegvants que des résultats trés
prometteurs avaient été obtenus dans des modélessnue fibrose pulmonaire, démontrant les
limites de ce type de modéle expérimentaux (Moedieral, 2008). Afin d’avancer dans la
recherche d'un traitement de la FPI, il semble irtgot de définir d’autres modalités ou modéles
pour tester les molécules d’intérét mais égalerdennieux les sélectionner. Cette sélection passe
avant tout par une meilleure compréhension desepsurs conduisant et perpétuant le phénoméne
de fibrose. De nombreuses avancées ont été fatagtement dans ce domaine et il est probable
que d'autres molécules arriveront bientét sur lecm@ Une stratégie thérapeutique efficace de la
FPI ciblera probablement non pas un mais plusigeiises mécanismes.

1.9 Etio-pathogénie

Des formes familiales (c’est-a-dire affectant 2 rhees ou plus d’'une méme famille) ont
été reportées dans la FPI, bien qu’elles corresgrana moins de 5% des cas (Bitternetmal,
1986; Marshalkt al, 2000b; Hodgsomt al, 2002; Leeet al, 2005; Allam et Limper, 2006). Les
critéres diagnostiques des formes familiales ssmriémes que pour les formes sporadiques et ces
deux formes ne sont dailleurs pas discernables goint de vue clinique ou histologique
(Marshall et al, 2000b; Hodgsoret al, 2002; Leeet al, 2005). Toutefois les formes familiales
peuvent apparaitre de maniére plus précoce (Maget@aghu, 1997; Marsha#t al, 2000b;
Hodgsonet al, 2002), et les études de transcriptomique onttifikerdes profils d’expression
génique différents dans ces deux formes (Yetra, 2007a).

1.9.1 Facteurs de risque

Bien que la FPI soit, par définition, une affectidont I'étiologie est inconnue, plusieurs
facteurs de risque potentiels ont été décrits.
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1.9.1.1 Facteurs environnementaux

Un risque plus élevé de développer une FPI a &éces avec une grande variété de
facteurs environnementaux(lwet al, 1994; Baumgartneet al, 1997; Hubbardet al, 2000;
Hubbard, 2001; Miyaket al, 2005; Steelet al, 2005; Taskar et Coultas, 2006; Gustafsbal,
2007) ; en particulier le tabac, les poussieresndeal et de bois. Le travail d’agriculteur ou de
coiffeur, le travail de la pierre, I'élevage d’'cda, ou I'exposition & des poussieres animales ou
végétales ont également été associés avec la RRiM@artneret al, 1997). La découverte de
particules inorganiques dans les noeuds lymphatigless patients avec FPI supporte cette
hypothese (Kitamurat al, 2007). Toutefois ces résultats doivent étre prtdés avec précaution,
ces études épidémiologiques étant toujours sujttiesnombreux biais et limitations.

1.9.1.2 Agents infectieux

Plusieurs études ont investigué le possible roke idéections virales chroniques dans
I'étiologie de la FPI(Uedeat al, 1992; Irvinget al, 1993; Egaret al, 1995; Meliconiet al, 1996;
Kuwanoet al, 1997; Wangoet al, 1997; Yamaguchet al, 1997; Yonemaret al, 1997; Stewart
et al, 1999; Tsukamotet al, 2000; Loket al, 2001; Idilmanet al, 2002; Kellyet al, 2002; Arase
et al, 2003; Tanget al, 2003; Miyakeet al, 2005; Procoget al, 2005; Zamoet al, 2005). La
plupart se sont focalisées sur les virus d’EpsBein{Eganet al, 1995; Kuwanoet al, 1997;
Wangooet al, 1997; Stewaret al, 1999; Tsukamotet al, 2000; Loket al, 2001; Kellyet al,
2002; Tanget al, 2003; Zameet al, 2005) et de I'hépatite C(Ued al, 1992; Irvinget al, 1993;
Meliconi et al, 1996; Yamaguchét al, 1997; Idilmanet al, 2002; Araseet al, 2003; Miyakeet
al., 2005). Malgré ce grand nombre d’études, une csian définitive sur le role des agents
infectieux dans le développement de la FPI n’aetimig pas encore été établie.

1.9.1.3 Reflux gastrocesophagien

Plusieurs études ont suggéré qu’un reflux gastrpbegpen anormal, en entrainant des
microaspirations, est un facteur de risque de Ebbin et al, 2009; Leeet al, 2010). Du reflux
gastrooesophagien est fréquemment observé cheatleatp avec FPI (Tobiat al, 1998; Pattiet
al., 2005; Raghtet al, 2006a). Ces reflux sont les plus souvent asymgtigoes (Tobinet al,
1998; Raghtet al, 2006a) et la présence de régurgitation ou deaiensde brulure au niveau de
la poitrine ne permet pas des distinguer les piatianec ou sans reflux (Patt al, 2005).
Toutefois, les reflux gastrocesophagiens sont égaleméquents dans la population générale et
chez des individus avec d'autres maladies pulmesarancées (D'ovidiet al, 2005; Fortunato
et al, 2008). Le role des reflux gastrocesophagiensddoit encore étre déterminé.

1.9.1.4 Facteurs génétiques

1.9.1.4.1 Formes familiales

Le mode de transmission le plus probable est de aygbosomal dominant avec pénétrance
incomplete (Muslet al, 1986; Leeet al, 2005; Steelet al, 2005; Allam et Limper, 2006; Rosas
et al, 2007). Un lien avec le chromosome 14 a été ségfdusk et al, 1986). Toutefois, les
associations les plus fortes ont été retrouvées de@e mutations dans le géne de la protéine C du
surfactant (Thomast al, 2002). Des mutations rares de la protéine A2utliastant ont également
été associées avec les formes familiales de filgpabaonaire et les cancers du poumon (Wahg
al., 2009) ; le locus a été découvert par analysdiaisens génétiques dans un large pédigrée et
deux mutations ont été identifiées par séquencagegdnes candidats a l'intérieur du locus. Des
rapports récents ont documenté I'existence de mMaridans les genes de la télomérase (TERC et
TERT). Ces mutations sont retrouvées jusque dafis dés cas de fibrose pulmonaire familiale
(Armanioset al, 2007; Tsakiriet al, 2007; Cronkhitest al, 2008; Mushirodat al, 2008). Une
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étude d’association sur génome entier réalisée88ufamilles avec des cas de FPl a mis en
évidence un lien entre la maladie et un SNP swhlemosome 11(Seiboldt al, 2011). Une
analyse plus précise a révélé qu'un allele pardciis35705950) juste en amont du gene MUC5B
était retrouvé chez 34% des individus avec une$ibpulmonaire familiale.

1.9.1.4.2 Formes sporadiques

L’association avec les mutations de la protéineuGutfactant n'a pas été retrouvée chez
les patients avec une forme sporadique (Lavetaal, 2004; Markartet al, 2007). Les mutations
de TERT et TERC sont retrouvées dans 3% des chgrdes sporadiques de FPI. Toutefois, bien
gue ces mutations n’affectent qu’'une faible miode patients, une proportion beaucoup plus
importante a des télomeres de taille diminuée (Akteal, 2008). Le SNP en amont du gene
MUCS5 a également été retrouvé chez 38% des cas ddohorte de patients avec une FPI
sporadique et seulement 9% des individus sainbg¢®eet al, 2011). L'expression pulmonaire en
MUCS5B était 37,4 fois plus importante chez les vittlis sains comportant au moins un alléle
muté rs35705950 par rapport aux individus sains daygotes sauvages. Une analyse
indépendante a également révélé I'association dalleée avec la forme sporadique de la FPI dans
deux cohortes (Zhanet al, 2011) avec présence du SNP chez 34% des cag senllement 11%
des individus contrdles. Toutefois, il reste a déteer comment la surexpression de MUC5B
pourrait contribuer au développement de la fibrose.

Des polymorphismes dans des géenes codant pourytldenes (interleukine d, tumor
necrosis factoa (TNFa), lymphotoxineo, IL4, IL6, IL8, IL10 et IL12(Renzonét al, 2000; Whyte
et al, 2000; Freeburet al, 2001; Pantelidigt al, 2001; Hutyroveet al, 2002; Latsiet al, 2003;
Whittington et al, 2003; Rihaet al, 2004; Vasakovat al, 2006; Vasakovat al, 2007), des
enzymes (antitrypsinel(Geddeset al, 1977; Hubbardet al, 1997), enzyme de conversion de
I'angiotensine(Morrisoret al, 2001), des molécules profibrotiques (TGFB1(Xawdiadl, 2003)),
des protéines des voies de la coagulation (inhitsté et 2 de 'activateur du plasminogéene), des
protéines du surfactant (SP-A, SP-B(Selmatn al, 2003) mais pas SP-C), des protéines
immunomodulatrices (récepteur 1 du complément, NGBRD15(Zorzettoet al, 2005)) et une
métalloprotéase de la matrice (MMP1(Chetaal, 2008)) ont été retrouvés avec une fréquence
augmentée chez les patients avec une FPI sporadiprabre d’entre eux ont également été
associés a la progression de la maladie. Toutedaisin de ces résultats n'a été confirmé par la
suite. Les haplotypes de I'antigéne HLA de classell ont une distribution déséquilibrée au sein
des patients avec FPI (Falfan-Valenetaal, 2005) et I'origine ethnique pourrait égalememniav
un réle dans I'évolution de la maladie (Ledezeal, 2006). Les résultats d’'une étude d’association
sur génome entier sur des patients avec pneumepattierstitielles idiopathiques fibrosantes ont
été publiés récemment (Fingerkh al, 2013). Cette étude a confirmé une association AEART,
MUCSB et TERC et a identifié 7 nouveaux loci aséecavec la fibrose pulmonaire : FAM13A,
DSP, OBFC1, ATP11A, DPP9 et 2 régions situées @2 @t 15q14-15.

Ces études d'association doivent encore étre iiguEsts dans de plus grandes cohortes et,
pour l'instant, aucun facteur génétique n'a ét@esde maniére systématique aux cas sporadiques
de FPI.

1.9.2 Mécanismes et voies impliqués dans la pathiegke la FPI

Le concept sur la pathogénie de la FPI a évoluédeesiéres années. Un phénoméne
inflammatoire chronique a été d’abord été évoqutidiiBnanet al, 1983). Une des hypotheses qui
prévalent a I'heure actuelle est celle d’'une cisation aberrante secondaire a une atteinte itial
et probablement répétée de I'épithélium alvéolg@elmanet al, 2001). D’autres concepts récents
font référence a un processus multifactoriel eétogene incluant une sénescence cellulaire en
particulier des cellules épithéliales alvéolair€E4A), un stress oxydatif, un stress du réticulum
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endoplasmique, une altération des voies de la taidgu et de I'angiogenese, une plasticité
cellulaire accrue ou I'épigénétique (Diegal, 2011; Kinget al, 2011; Wolterst al, 2013). Chez

un sujet prédisposé génétiguement ou épigénétiquertiexposition a des agents lésionnels
pourrait induire des altérations phénotypiques dedlules pulmonaires. Ces altérations
conduiraient & des interactions anormales entrth&@pim et mésenchyme et finalement a la
fibrose. La FPI peut donc étre considérée commprabléme d’'une homéostasie altérée et d’'une
communication aberrante entre les différentes lesllpulmonaires. Ces mécanismes complexes
font I'objet d’'une littérature tres abondante ailes les voies principales et en rapport avecita su
de notre travail seront présentées ici.

Figure 5 : Pathogénie de la fibrose pulmonairepaibique, d’aprés (Dingt al, 2011)
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1.9.2.1 Inflammation

Le r6le que joue linflammation dans le développetnée la fibrose est incertain
(Bringardneret al, 2008). La plupart des modéles expérimentaux raudefibrose (par exemple
suite a l'administration de bléomycine) présentemte réponse inflammatoire précoce et
exubérante, suivie par un processus inflammatdire phronique. Dans I'hypothése d’atteintes
Iésionnelles répétées de I'épithélium, on peut pres qu’une inflammation accompagne ces
Iésions. Il est toutefois probable que ces lésipitimles aient lieu des années avant que le patien
ne commence a présenter des symptémes et quelassesimflammatoire initiale se soit dissipée au
moment du diagnostic (Loomis-Kirgt al, 2013). Une réponse immunitaire adaptative dééégu
et I'inflammation secondaire pourraient participda pathogénie de la FPI.
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1.9.2.2 Lésions et activation de I'épithélium allaée

Les cellules épithéliales alvéolaires (CEA) de typecouvrent la majeure partie de la
surface alvéolaire. Quand les CEA de type | sosédé ou manquantes, les CEA de type I
subissent une prolifération hypertrophique afinrdeouvrir la membrane basale exposée. Si ce
processus est inefficace, les alvéoles peuventliber et se consolider. Lors d’une cicatrisation
normale, les CEA de type Il hypertrophiques sulisgar la suite une apoptose régulée et les
cellules restantes proliferent et se différencpgmir devenir des CEA de type |.

Un point commun de la plupart des mutations idéat#f dans la FPI est qu’elles affectent
des génes qui sont soit exprimés par les CEA (SBAC, MUC5B) soit qui entrainent des
changements moléculaires identifiés a leur niveBER{T, TERC) (Wolterset al, 2013). Par
exemple, les mutations affectant les génes du ctarfa sont associées a une instabilité des
protéines aprés traduction. Ces protéines du sarfamutées ne peuvent pas former de polymeres
organisés et sont retenues de maniére anormaldedagtculum endoplasmique des CEA (Wolters
et al, 2013); leur accumulation peut entrainer des fésau sein de ces cellules (Kiegal, 2011).

Les mutations des génes TERC et TERT peuvent eatraine diminution de la taille des
télomeéres et a terme ainsi entrainer I'apoptoskilage, donc la mort des CEA. Les différents
facteurs de risques environnementaux évoqués meuadnt(Leeet al, 2010; Raghet al, 2011),
mais également les infections virales chroniquegéeaticulier herpétique)(Kellgt al, 2002; Tang

et al, 2003; Korfeiet al, 2008; Lawsoret al, 2008) pourraient également contribuer aux lésions
de I'épithélium et a l'induction d’'une apoptose gda FPI. Les patients avec FPI ont donc une
perte importante des pneumocytes de type |. De [gudifférenciation des CEA de type Il en CEA
de type I, indispensable pour rétablir un épithélialvéolaire fonctionnel, est défectueuse dans la
FPI, peut-étre a cause d’anomalies sous-jacentés rdatrice extracellulaire et d'une interruption
de la membrane basale de I'épithélium (Kitgal, 2011). Cette perte en CEA de type | pourrait
provoquer une réduction de la concentration eracess molécules antifibrotiques, normalement
produites par les CEA, en particulier la cavéollféfanget al, 2006). Par ailleurs, le « receptor
for advanced glycation end products » (RAGE) estsaen quantité diminuée lors de FPI. Le
RAGE est un membre des immunoglobulines de la fupédle des récepteurs cellulaires de
surface, qui est normalement abondamment exprimdepaCEA de type | (Fehrenbaeh al,
1998; Demlinget al, 2006). La perte de ce récepteur pourrait rés@terune diminution de
I'attachement de ces cellules & la membrane bamalgéchant ainsi la ré-épithélialisation.

Malgré I'existence de lésions et d’'une apoptosehéfales, un nombre accru de CEA
hypertrophiques est une des caractéristiques BeIi@ing et al, 2011). Les cellules épithéliales
sont hautement actives et entrainent une dysréguldti processus de cicatrisation qui semble en
permanence activé malgré la disparition du stimytisaire(Selmanet al, 2001). Dans des
circonstances pathologiques et en présence du T@é8fibroblastes s’accumulent dans les zones
lésées et se différencient en myofibroblastes mant 'aSMA (o smooth muscle actin) et
sécrétant du collagéne et d’autres protéines detace extracellulaire (Society, 2002). L’examen
histologique des tissus atteints met d’ailleurséeidence que les CEA a proximité des foyers
fibroblastiques sont souvent hypertrophiques etrraales au lieu de connaitre une réparation
appropriée (Noblet al, 2012).

1.9.2.3 Stress oxydatif et stress du réticulum pladmique

Le stress oxydatif correspond a un déséquilibreeelat production des radicaux libres
(dérivés réactifs de I'oxygene et du nitrogénelpetapacité des tissus a les détoxifier notamment
grace aux molécules antioxydantes (superoxyde déses, glutathion) (Dingt al, 2011). Les
radicaux libres provoquent des dommages directs '8UDN, I'oxydation des acides gras
polyinsaturés au niveau des membranes cellulatrémactivation d’enzymes. La surproduction

35



relative de radicaux libres altére les phénotypalulaires et entraine a terme des dommages
tissulaires (Lambeth, 2007). Elle peut égalemeftiéncer I'apparition d’'un microenvironnement
favorisant la fibrose au lieu de la régénératiom.efifet, un stress oxydatif exagéré peut entrainer
une induction prématurée de la sénescence celluBiasariet al, 2006; Macnhee, 2009), et les
fibroblastes peuvent acquérir un phénotype régistari’apoptose en conséquence de cette
sénescence (Wang, 1995; Campisi et D'adda Di Fag&f©7). Ces fibroblastes en sénescence
arrétent leur réplication tout en restant actifs leuplan métaboliqgue et générent des quantités
importantes de radicaux libres (Toussa&nhal, 2000). Le peroxyde d’hydrogéne ainsi produit par
les myofibroblastes peut avoir des effets profigues localement en induisant I'apoptose des
cellules épithéliales (Lariost al, 2001; Waghrayet al, 2005). Les résultats de différentes études
ont démontré que les poumons sont le siége d'udqudéiore oxydatif important lors de FPI,
probablement suite & une augmentation en moléouigtantes associée a un déficit extracellulaire
en glutathion (Kuwanet al, 1996; Montuschet al, 1998; Kuwancet al, 2003; Kinnulaet al,
2005). En effet, la charge oxydante est augmentéevaau tissulaire (Cantiet al, 1987; Jaclet

al., 1996) et des taux élevés en H202 et en 8-isapresint été retrouvés dans l'air expiré par les
patients atteints (Psathalds al, 2006). En mesurant les peroxydes d’hydrogénesesi Daniil a
identifié une concentration plus élevée de radiclores circulants chez les patients avec FPI
comparés a des contrdles sains d’age similairee @eincentration était également inversement
corrélée avec le volume pulmonaire et la DLCO (ibaatial, 2008).

Le stress oxydatif a également été proposé comnsanigne potentiel de déclenchement
d’un stress du réticulum endoplasmique (Kodeal, 2008). Le réticulum endoplasmique est un
compartiment cellulaire ou les protéines membrasaat sécrétées sont produites, assemblées et
maturent avant d'étre prises en charge par l'ajipate Golgi. Le stress du réticulum
endoplasmique apparait lors de déséquilibre émtlemande cellulaire en synthése protéique et la
capacité du réticulum endoplasmique a synthétiesr protéines. Dans ce cas, une réponse
cellulaire est activée, appelée la « unfolded jmatesponse (UPR) ». Quand cette réponse ne sulffit
pas a combler la demande, une UPR terminale egéadct la cellule se sacrifie par déclenchement
des voies de l'apoptose (Dingt al, 2011). Différentes études ont mis en évidence dee
marqueurs de 'UPR sont en quantité augmentéeldarcellules épithéliales alvéolaires de type |l
(Korfei et al, 2008; Lawsoret al, 2008; Cheet al, 2012). Bien qu’il y ait des évidences fortes
pour une activation de 'UPR au niveau des CEA cleszpatients avec FPI, il reste encore a
déterminer si cette activation suffit au développetide la fibrose.

D’autres causes possibles d’un stress du réticelndoplasmique ont été identifiées chez
les patients avec FPI, telles que les mutationSRI& et SP-C(Bridgest al, 2006; Maitraet al,
2010; Lawsonet al, 2011; Tanjoreet al, 2011) ou la production de protéines virales
herpétiques(Lawsoat al, 2008). Toutefois d’'autres causes doivent enctreeiéentifiées car les
mutations des génes du surfactant ne sont retreupée dans un faible pourcentage des cas et les
herpés virus ne sont présents que chez une pagipalients atteints (Lawsenal, 2008; Kropski
et al, 2012).

1.9.2.4 Communication entre épithélium et mésenehym

Dans les conditions normales d’homéostasie, il $embe ces CEA de type | contrblent
les cellules mésenchymateuses par la sécrétiorifféeedts médiateurs et par contact cellulaire
direct. Une altération de cette communication patiggalement intervenir dans la pathogénie de
la FPI (Wolterset al, 2013). Dans les poumons sains ou atteints delé$tellules épithéliales et
les fibroblastes sont accolés, notamment au nidesufoyers fibroblastiques ou une couche de
cellules épithéliales recouvrent les fibroblasi2ans ces zones, les cellules épithéliales poutraien
ainsi agir sur les fibroblastes directement enrdibédifférents médiateurs solubles. Des évidences
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fortes indiquent ainsi que les CEA sont la soumiecfpale de médiateurs agissant comme facteurs
chimiotactiques ou mitogenes pour les cellules m&sanateuses, incluant le facteur dérivé des
plaguettes (platelet-derived growth factor, PDG&)TGFB1, le TNk et 'ET1 (Selman et Pardo,
2006; Kinget al, 2011). Ces facteurs contribuent notamment a fgation, la prolifération et la
différenciation des cellules mésenchymateusesagd. Un exemple est la libération de TGFB1
par les cellules épithéliales (Xt al, 2003) et son activation par I'intégrine épithigliavp6 ; le
TGFB1 actif convertit ensuite les fibroblastes eyofibroblastes exprimantdSMA. Le PDGF
peut contribuer a la fibrose en stimulant la péshtion des fibroblastes (Bergerenh al, 2003;
Hetzelet al, 2005). Les autres médiateurs solubles produittepaellules épithéliales qui peuvent
agir sur les fibroblastes adjacents sont les pregivnt (Woltergt al, 2013).

1.9.2.5 Fibroblastes

Tout comme les CEA, les fibroblastes sont consgléainme centraux dans la pathogénie
de la FPI. lls sont retrouvés en nombre augmengduet un phénotype activé dans linterstitium
(King et al, 2011; Wolterst al, 2013). Les différents mécanismes cellulaires patieonduire a
'accumulation de fibroblastes et de myofibroblastdans les poumons avec FPI incluent
'expansion de cellules mésenchymateuses résidelategansition épithélio-mésenchymateuse
(TEM) et la différenciation de précurseurs circtitan les fibrocytes. Alors que le role de
I'accumulation et I'activation des fibroblastesid&sts quiescents dans la pathogénie de la FPI est
bien établi, la contribution de la TEM et des fitytes circulants a cette accumulation est moins
claire.

1.9.2.5.1 Origine des fibroblastes

1.9.2.5.1.1 Transition épithélio-mésenchymateusdA)T

La TEM est le processus par lequel des cellulethé@ples acquiérent des caractéres
moléculaires et physiologiques normalement assauigscellules mésenchymateuses (Woltrs
al., 2013). Ce processus intervient dans trois coasexie développement, les processus cancéreux
et la fibrose (Kimet al, 2006c; Willis et Borok, 2007; Kage et Borok, 2D1R’homéostasie
normale d’'un tissu ne nécessite pas la TEM ; atraioe, la TEM est activée lors de lésions ou de
remodelage tissulaires (Kalluri et Neilson, 2003jlig/et Borok, 2007). L’existence d’'une TEM
des cellules alvéolaires lors de FPI a été suspesuée a la mise en évidence dans le tissu
pulmonaire d’'une co-localisation par immunohistoulei de protéines associées aux cellules
épithéliales et aux cellules mésenchymateusesigwilal, 2005; Kimet al, 2006¢; Marmaet al,
2011). Bien que ces résultats indiquent que lesulesl épithéliales peuvent acquérir des
caractéristiques propres aux cellules mésenchysegealans les poumons avec FPI, la contribution
de ces changements dans le processus de fibrasendéterminée. Que ces cellules épithéliales
acquiérent suffisamment ou pas assez de marquetgsnchymateux pour étre classées comme
fibroblastes est encore sujet a controverse, notarhar il n’existe pas a I'heure actuelle de
marqueurs spécifiques pour les fibroblastes ([@ihgl, 2011; Wolterset al, 2013).

Une relation entre activation de 'UPR et TEM a eportée (Tanjoret al, 2011; Zhong
et al, 2011). En effet, quand les CEA sont exposéessaimttucteurs du stress du réticulum
endoplasmique, elles changent de morphologie @hdent I'expression de marqueurs épithéliaux
tout en augmentant celle de marqueurs mésenchyxnateu

1.9.2.5.1.2 Fibrocytes circulants
Les fibrocytes sont des cellules mésenchymateuédaséds de la moelle osseuse qui
peuvent étre identifiées dans la circulation ousdées tissus grace a leur co-expression de
marqueurs des précurseurs des cellules hématap@éti(CD34 ou CD45) et des cellules
meésenchymateuses (collagene de type |, fibrongdqhealaet al, 1994). Il a été proposé que les
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fibrocytes contribuent au développement de la fibrpulmonaire, soit directement en produisant
des protéines de la matrice extracellulaire (céltegde type | et Ill), soit en se différenciant en
fibroblastes ou myofibroblastes, soit en produisdas cytokines induisant la déposition de
collagéne (Strieteet al, 2009; Maharagt al, 2012). Les fibrocytes ont été retrouvés dans la
circulation (Mehradet al, 2007; Andersson-Sjolandt al, 2008; Moelleret al, 2009) et le
parenchyme pulmonaire (Andersson-Sjolah@l, 2008) des patients avec FPI. Une augmentation
de la quantité de fibrocytes circulants a été ¢éeréavec les épisodes d’exacerbation aigue
(Moeller et al, 2009) et ce taux élevé retournait a la valeubake une fois I'épisode résolu. De
plus, les patients pour lesquels les fibrocytesésmtaient plus de 5% des leucocytes avaient un
pronostic plus mauvais que ceux avec un pourcermégeeur.

L'épithélium alvéolaire pourrait jouer un réle ddesecrutement de ces fibrocytes lors de
FPI. Les fibrocytes expriment les récepteurs dé@siokines CXCR4, récepteur membranaire de la
chimiokine CXCL12 (Andersson-Sjolaret al, 2008; Strieteet al, 2009) et CCR2, récepteur de
la chimiokine CCL2 (Ekeret al, 2011). Lors de FPI, I'épithélium alvéolaire expei le CXCL12,
un ligand pour CXCR4 (Mehraet al, 2007; Andersson-Sjolanet al, 2008). De plus, les taux
circulants en CXCL12 sont augmentés dans le platsgatients avec FPI (Mehratlal, 2007;
Andersson-Sjolanét al, 2008). Lors de FPI, I'épithélium alvéolaire expe également le CCL2
(Mercer et al, 2009), un ligand pour CCR2. Ces observations exegg que les fibrocytes
circulants pourraient étre recrutés au niveau pohite dans la FPI par l'intermédiaire de I'axe
CXCR4/ CXCL12 et/ou CCL2/ CCR2 et pourraient cdnigr au développement de la fibrose
pulmonaire (Woltergt al, 2013).

Figure 6 : Sources cellulaires des fibroblastes dir développement de la fibrose pulmonaire
idiopathigue, d’aprés (Kingt al, 2011)
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1.9.2.5.2 Activation des fibroblastes
Les fibroblastes présents dans linterstitium late FPI sont majoritairement des
myofibroblastes (Scotton et Chambers, 2007). Bis'dun phénotype activé et contractile, avec un
potentiel profibrotique accru. Comparés aux fibasbds résidents, les myofibroblastes secrétent
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une quantité excessive de matrice extracellulaaiant du collagéne de type | (Klingbeggal,
2013), entrainant ainsi la fibrose et le remodelpggmonaire. Les myofibroblastes activés
sécretent de l'angiotensinogéne et du peroxyde dddgene qui participent a l'apoptose des
cellules épithéliales. lls produisent égalementrdétalloprotéases de la matrice, telles que MMP2
ou MMP9, qui sont impliquées dans la rupture demkmbrane basale (Wargg al, 1999b;
Waghrayet al, 2005). Les trois facteurs principaux induisandiféérenciation des fibroblastes en
myofibroblastes sont les stress mécaniques, unaentgtion locale de la concentration en TGFB1
activé et la présence de protéines de la matrioelddibronectine (Hinzt al, 2007).

D’une maniére plus globale, les dysfonctions éfidles et la signalisation aberrante entre
I'épithélium et le mésenchyme conduisent a l'attorades fibroblastes et par la suite au dépot et
au remodelage de la matrice extracellulaire (Wslétral, 2013). L’activation chronique de ces
fibroblastes semble contribuer au développemena didrose, notamment par I'acquisition d’'une
résistance a I'apoptose et d’'un phénotype inva&ifirfoset al, 2001; Xiaet al, 2008; Maheret
al., 2010; Liet al, 2011c). Durant la cicatrisation normale, les difdastes sont éliminés par
l'activation des voies de I'apoptose. Ce mécanisiee clairance des fibroblastes limite la
déposition continue de la matrice et donc la fibro&u contraire de fibroblastes normaux, les
fibroblastes dans la FPI résistent a 'apoptosendla sont exposés au ligand FAS (Mabkeal,
2010) et ont de plus grandes capacités de prdidére_es fibroblastes dans la FPI pourraient étre
protégés de I'apoptose entre autre grace a lamrésde TGFB1 et d’'ET1 (Kulasekaram al,
2009) ou a la présence de faibles taux de cyclangse 2 (COX-2) (Wilborret al, 1995).
Toutefois, les raisons pour lesquelles fibroblastesyofibroblastes survivent alors que les CEA
meurent au sein du méme microenvironnement n'ost grecore été élucidées (Thannickal et
Horowitz, 2006), le terme de paradoxe de I'apoptisat employé. Une explication envisagée est
gu’une déficience en prostaglandine E2, classigunemieservée lors de FPI, pourrait augmenter la
sensibilité des CEA a I'apoptose mais diminuerecdéls fibroblastes (Mahet al, 2010).

Figure 7 : Foyers fibroblastiques : formation enséguences, d'apres (Kieg al, 2011)
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1.9.2.6 Roble de la matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire est profondément alt@ées les poumons atteints de FPI. Une
autre explication pour la progression de la FPI @s¢ la matrice remodelée de maniere
pathologique contient des molécules qui induisest dellules mésenchymateuses a libérer des
composants supplémentaires de la matrice extrgaediu(\Wolterset al, 2013). Il est possible
gu’'au-dela d'un seuil critigue de matrice extradeire déposée, un rétrocontrdle positif s'installe
avec une auto amplification du dépot et de remagetie la matrice (Wolterst al, 2013). Une
étude microdamier récente, a partir d’'une matréeetiularisée issue de poumons atteints de FPI, a
mise en évidence plus de 40 protéines sur ou squavees (Bootlet al, 2012). Beaucoup de ces
protéines sont connues pour activer des voiesgialssation dans les cellules qui les ont sécrétées
(Wolters et al, 2013). De plus, la matrice extracellulaire edtament plus rigide lors de la FPI
comparée a des poumons contréles (Baithl, 2012). Il semblerait que lorsque les fibroblastes
sont cultivés sur une matrice rigide, ils adoptgmintanément un phénotype de myofibroblastes
activés (Liuet al, 2010b; Boothet al, 2012; Marinkovicet al, 2013), incluant une expression
augmentée dedSMA et diminuée pour la COX-2 ; caractéristique film®blastes de la FPI.

Il est donc suspecté que des changements danmfzosition ou la rigidité de la matrice
extracellulaire contribuent a la propagation dédeose pulmonaire (Wolterst al, 2013). Il reste
toutefois a déterminer si ces changements dangréegines de la matrice extracellulaire sont en
relation avec les cellules épithéliales et s’ilsitseuffisants pour expliquer le phénotype des
fibroblastes de la FPI.

1.9.2.7 Activation de la cascade de coagulation

Un autre processus important impliqué dans la mgthie de la FPI est I'activation de la
cascade de la coagulation, qui a différents effatsfibrotiques (Selman et Pardo, 2006;
Borensztajret al, 2008). Suite a une lésion pulmonaire, il y a fuie capillaire de protéines, dont
du fibrinogene et de la fibronectine, vers I'espaterstitiel et alvéolaire, avec formation d’'une
matrice provisoire (caillot) (Kingt al, 2011). Dans la FPI, le complexe facteur tisseldiacteur
Vlla et facteur X s’assemble sur I'épithélium allse, permettant I'activation du facteur X. Le
facteur X activé convertit la prothrombine en thlone, qui a son tour, clive le fibrinogéne en
fibrine. De plus, les cellules épithéliales séareténhibiteur de l'activateur du plasminogéne 1
(PAI-1), qui contribue a la création dun microamvinement antifibrinolytique et
hypercoagulable ; empéchant ainsi la dégradatida d®trice provisoire. La persistance du caillot
et les protéases activées de la cascade de coagudtimulent plusieurs mécanismes impliqués
dans le remodelage fibrotique des tissus. Par eeefiapmatrice provisoire, formée de fibrine et de
fibronectine, peut stimuler la TEM, méme en l'alisede TGFB1 (Kinet al, 2006c). De plus, la
thrombine et le facteur X activé induisent la diéidciation des fibroblastes pulmonaires en
myofibroblastes par lintermédiaire du récepteur RRA (proteinase-activated receptor 1)
(Bogatkevichet al, 2001; Scottoret al, 2009). Ces résultats indiquent qu’un signal pagctant
est activé dans la FPI. Les CEA empéchent ensaiféolinolyse, fournissant ainsi une matrice
provisoire, & partir de laquelle le processus biefie se développe (Kirgg al, 2011).
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Figure 8 : Rbles profibrotiques de I'activationldecascade de coagulation, d’aprés (Kébal,

2011)
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1.9.2.8 Angiogenese et remodelage vasculaire

La néovascularisation est un processus fondamelatad la réparation tissulaire et est
modulée par I'équilibre entre différents facteymincipalement des chimiokines, qui stimulent ou
inhibent I'angiogenése (Strieteet al, 2007). L’angiogenése est accrue dans les modéles
expérimentaux de fibrose pulmonaire, son rble estefois plus incertain dans la FPI. Un
remodelage vasculaire aberrant existe dans les@uavec FPI mais le tissu fibrotigue comporte
peu de vaisseaux sanguins, alors les tissus atfagen fibrosés, sont hautement vascularisés
(Ebina et al, 2004). Il n'y a quasiment pas de vaisseaux an dgei foyers fibroblastiques,
suggérant que le processus de fibrose dans lad-Récessite pas de néovascularisation (Cosgrove
et al, 2004).

1.9.2.9 Réactivation aberrante des voies du dépelopnt

Les voies du développement, intervenant lors deldiyogénése, peuvent étre activées
transitoirement lors de la cicatrisation pulmonan@s sont normalement inactives dans le poumon
sain. Au contraire, une activation prolongée esivenot un marqueur d'une transformation
maligne(Selmaret al, 2008). Une réactivation de ces voies a été stispelans la FPI(Selmaat
al., 2008). La TEM est en particulier un processusddd’embryogénése(Moustakas et Heldin,
2007). Son existence au sein de poumons adultesdi=PI représente un changement majeur
dans le phénotype cellulaire qui nécessite une rvemdion de ces programmes
embryonnaires(Selmagt al, 2008). Une analyse des profils d’expression génaégalement mis
en évidence que les poumons issus de patients FREb@taient riches en génes normalement
associés avec le développement pulmonaire(Studétartinski, 2007). Cette dérégulation de
certaines voies de I'embryogénese pourrait ainpligxer au moins en partie le comportement
anormal des CEA et des fibroblastes lors de FRi{&eét al, 2008; Kinget al, 2011).
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1.9.2.10 Epigénétique

L’influence de I'épigénétique sur I'expression ggre a récemment été reconnue. Par ce
mécanisme, les stress, entre autre environnemenpauxent induire des changements dans le
phénotype cellulaire, tissulaire et méme a I'éehdi I'individu (Yang et Schwartz, 2011; Yang,
2012). Les phénomenes épigénétiques peuvent éfiieisd€omme des modifications de
I'expression des genes sans modification de lasgemgunucléotidique. lls incluent I'altération de la
méthylation de 'ADN, les modifications des histeneu I'expression des microARN (Yang et
Schwartz, 2011; Rabinoviokt al, 2012b). Les microARN sont des ARN non codant2te 22
nucléotides qui répriment la traduction et/ou iséut la dégradation de 'ARNmM des génes cibles
en se liant a I'extrémité 3’-UTR. Des facteurs eonmhementaux comme la fumée de tabac
(Launayet al, 2009; Liuet al, 2010a) ou la pollution, ou I'age peuvent entraihes changements
épigénétiques de 'ADN. Quelques études récentedé@montré que les microARN jouent un réle
important dans le maintien de 'homéostasie ded#rioe extracellulaire. Une expression aberrante
des microARN a été reliée au processus de fibrage différents organes, dont la FPI (kiual,
2010c; Pandiet al, 2010).

Un autre mécanisme intervenant dans I'épigénétigaed étudié dans la FPI. Une analyse
de la méthylation a I'échelle du génome a ainsi emsévidence un grand nombre de génes
differemment méthylés dans les poumons avec FRiifi@gichet al, 2012a; Sandemt al, 2012).
Ces changements de méthylation de 'ADN étaieraaord avec I'expression en ARNm pour de
nombreux genes, dont certains avec un rdle conms ¢k fibrose, comme la régulation de
I'apoptose ou les processus de synthése cell(@ismeroset al, 2012; Rabinoviclet al, 2012a;
Sanderst al, 2012).

Ces résultats suggérent que la méthylation de I'ABtbu d'autres changements
épigénétiques pourraient étre importants dansttzopgéanie de la FPI.

1.9.3.11 Conclusion

Parmi les processus évoqués, nombreux ont étés relié vieilissement. Ainsi, le
raccourcissement des téloméres s’aggravent proggessnt avec chaque division cellulaire et
donc avec l'age (Armaniost al, 2007). Le vieilissement a également été assavi&r une
augmentation du stress oxydatif (Selmetnal, 2010) et une dysrégulation de I'expression des
microARN (Lanceteet al, 2010). Au-dela de 65 ans, on observe égalemanparie progressive
de la méthylation de ’ADN, qui semble proportioee I'espérance de vie (Christensenal,
2009).

De trés nombreuses voies ont ainsi été étudiéeslddfPl et indiquent qu'il s'agit d’une
maladie multifactorielle, trées complexe, avec ungsrégulation de nombreux mécanismes
intervenant normalement dans I’homéostasie tiggulaDe trés nombreuses cytokines, protéases
etc... semblent impliquées dans la pathogénie dePlaeR participant a un ou plusieurs de ces
mécanismes, en particulier le TGFB1 considéré Hetnent comme une molécule clé de la
pathogénie de la FPI.
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Figure 9 : Pathogénie de la fibrose pulmonairepdibique : mécanismes potentiels, d’apres (King

etal, 2011
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(A) In the initial step, ageing-related susceptible lung (eg, by genetic or epigenetic changes, abnormal telomere shortening, poor regenerative capacity) is targeted by
repetitive microinjuries (ie, viruses, cigarette smoke, microaspiration) that provokes type | and type Il epithelial cell death. (B) After microinjuries and epithelial cell
apoptosis, increased vascular permeability to proteins (eg, fibrinogen, fibronectin) causes the formation of a provisional matrix (wound clot). (C) This pathological process
is followed by bronchiolar and AEC migration and proliferation in a frustrated effort of lung repair (ie, aberrant activation of epithelial cells). Several epidermal growth
factors (eg, hepatocyte growth factor and hepatoma-derived growth factor) participate in the proliferative response. Furthermore, MMP1 and MMP7 contribute to the
epithelial cell migration. In this microenvironment, epithelial cells are abnormally activated (epithelial recapitulation of developmental pathways) and produce diverse
growth factors and chemokines, inducing the migration of resident fibroblasts and bone marrow-derived progenitors of fibroblasts (fibrocytes) to the sites where the
microinjuries are occurring. Additionally, they secrete and activate the latent TGFB1, which promotes EMT and the differentiation of fibroblasts to myofibroblasts.

(D) Together, and in unknown proportions, these cells (fibrogytes, local mesenchymal cells, and myofibroblasts derived from EMT) participate in the formation of the
fibroblast and myofibroblast focus. Matrix metalloproteinases, such as MMP2 and MMP9, contribute to the activation of TGF and to the disruption of the basement
membranes. (E) In the alveolar epithelium, the TF-FVIla-FX complex is assembled, with the subsequent activation of FX to FXa. This procoagulation state provokes a
hypercoagulable milieu that avoids the degradation of the provisional matrix and enhances a fibrogenic milieu. Fibroblasts and myofibroblasts are also indicative of
recapitulation of developmental pathways. (F) In the foci, myofibroblasts secrete excessive amounts of extracellular matrix proteins, mainly fibrillar collagens, and can also
provoke additional epithelial apoptosis through hydrogen peroxide and other molecules. In this progressive abnormal lung remodelling, several neighbouring scars,
togetherwith the disproportionate secretion of some enzymes (eg, MMP1) can provoke the formation of the honeycomb cysts through mechanical forces. AEC=alveolar
epithelial cells. CXCL12=CXC chemokine ligand 12. ECM=extracellular matrix. EGF=epithelial growth factor. EMT=epithelial- mesenchymal transition. FVlla=Factor Vlla.
FX=Factor X. FXa=Factor X activated. FAPa=fibroblast activation protein a. MMP=matrix metalloproteinase. PDGF=platelet-derived growth factor. PTEN=phosphatase and
tensin homologue. RAGE=receptor for advanced glycation end products. Shh=sonic hedgehog. TF=tissue factor. TGFB=transforming growth factor B.

1.9.3 Réle central du transforming growth factoteb# (TGFB1)

La plupart des mécanismes impliqués dans la pati®gke la FPI sont complexes et ont
vraisemblablement de multiples interactions entre, @t qu’il n’est pas facile d'identifier. Une
molécule semble commune a ces voies et est coasi@@mme centrale : le TGFB1 (Bartram et
Speer, 2004; Sheppard, 2006; Araya et NishimuraQ;2Bernandez et Eickelberg, 2012; Tatler et
Jenkins, 2012).

1.9.3.1 Généralités

Le TGFB appartient a une famille de facteurs déssemce et de différenciation, incluant
entre autres les « bone morphogenetic proteires»adtivines, les inhibines et les protéines Nodal
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(Massague et Wotton, 2000). Les membres de cettdldade cytokines influencent un grand
nombre de processus cellulaires normaux, tels gusétrétion de la matrice extracellulaire ;
'adhésion, la prolifération et I'apoptose cellugiet ont donc un réle prépondérant dans la
morphogénese des tissus et le développement daisesrd_ors de Iésions tissulaires, les membres
de la famille TGFB jouent également un rble impotria la fois en cloisonnant les espacés lésés et
en régulant de maniére négative l'inflammation aeé¢ acquise (Sheppard, 2006). Le TGFB, en
particulier, est une cytokine pléiotrope qui esprarée de maniére ubiquitaire par toutes les
cellules et tissus dans I'organisme (Tatler et Fenk012). Il a été démontré que les isoformes du
TGFB sont essentielles pour un développement embajce et feetal normal et qu’elles jouent un
réle dans la fonction et I'homéostasie des orgéBhball et al, 1992; Kulkarniet al, 1993; Sanford

et al, 1997). Chez les mammiféres, il existe trois isvies de TGFB : TGB1, -2 et -3 qui sont
chacune issues d’'un gene différent. Leur struaateomparable avec 60 a 80% d’homologie dans
leur séquence (Grande, 1997). In vitro, ces tsnformes se lient aux méme récepteurs, activent
des voies canoniques de signalisation similaireeretainent des effets trés proches sur le
comportement cellulaire. Par contre, les sourisckout pour chague géne présentent des
phénotypes tres différents (Kulkaeti al, 1993; Kaartineret al, 1995; Sanforet al, 1997). Ainsi
méme si la plupart de leurs activités biologiqums sgdentiques ou différent seulement en intensite,
des fonctions distinctes ont été découvertes (&al@b7).

Une quantité insuffisance de TGFB peut conduireea désordres immunologiques et
inflammatoires, des anomalies du développementjéiaut de cicatrisation et une tumorigénése
exacerbée (Kulkarret al, 1993; Boivinet al, 1995). A l'inverse, une activité excessive du BGF
peut entrainer une cicatrisation exubérante, leeld@pement d'affections fibrotigues dans
différents organes et semble pouvoir faciliter lagpession des tumeurs en phase avancée (Roberts
et al, 1986; Border et Ruoslahti, 1992; Shethal, 1994; Sheppard, 2006). La localisation et la
concentration en TGFB doivent donc étre finemergulées. Les mécanismes potentiels de
régulation du TGFB incluent la régulation de langeription du géne, de la stabilité de TARNm
correspondant, de la traduction de cet ARNm, dekstge du TGFB sous forme latente, de
I'activation des complexes latents, de 'inactigatide la forme active du TGFB par des protéines
circulantes et des macromolécules de la matrica@ftulaire, de I'expression des récepteurs et de
la signalisation intracellulaire(Grande, 1997).régulation de la production et de la sécrétion des
protéines TGFB est un mécanisme trop lent pouragel rapidement aux changements du
microenvironnement et ne permet pas un contréleipre la localisation cellulaire (Sheppard,
2006). Comme de nombreuses cytokines et facteurgaissance, les isoformes du TGFB sont
donc produites en excés dans la plupart des orgarsmt stockées sous forme inactive (Munger
et al, 1997; Sheppard, 2006). L'activation des formdentes constituent alors un mécanisme
important de régulation de la fonction du TGFB.

1.9.3.1.1 Synthése et stockage
La transcription des genes des isoformes du TGREB@&s/€e par I'interaction entre le
promoteur et différents facteurs de transcripti®ar{ram et Speer, 2004; Sheppard, 2006). A partir
de 'ARNmM obtenu, chaque isoforme est synthétisées sla forme d'une grande molécule,
contenant un petit peptide signal et une pro-pmetéiCe pré-pro-peptide est clivé dans le réticulum
endoplasmique par I'endoprotéase furine et formeamplexe contenant la forme active de la
cytokine en région carboxyterminale (112 acidesnésiipour le TGFB1 mature) et un inhibiteur
endogéne de l'activité du TGFB appelé le « latesmsociated peptide » (LAP). La transformation
et le clivage de ce propeptide conduit a la foramatd’homodiméres disulfides LAP et
d’homodimeres disulfides TGFB. Ces homodimeresenddiés de fagcon non-covalente et forment
le petit complexe latent TGFB (« small latent coanpb SLC). Ce SLC ne peut pas se fixer aux
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récepteurs et constitue une forme inactive. Avéntéion dans I'espace extracellulaire, la grande
majorité des SLC sont associés a une protéineaisoi (les « latent TGF binding proteins »
LTBP) par ponts disulfides pour former un grand ptaxe latent (« large latent complex » LLC).

Figure 10 : Formation, sécrétion et activation d@splexes latents du « transforming growth
factor beta 1 », d’aprés (Todorovic et Rifkin, 2p12
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Les LTBP sont des glycoprotéines extracellulaieginde taille, de structure proche des
fibrillines (Ramirez et Pereira, 1999; TodorovicRitkin, 2012). Ces protéines contiennent des
domaines spécifiques de 8 résidus cystéines(Aenals 2003) ; une partie des domaines cystéines
permettent la formation de ponts disulfures avdcAP(Saharinen et Keski-Oja, 2000), tandis que
les autres associent les LTBP a des composansésrdattice extracellulaire dont la fibrilline-1 et |
fibronectine(Unsoldet al, 2001; Anneset al, 2003; Hyytiainenet al, 2004; Koliet al, 2005).
Toutes les isoformes a I'exception de la LTBP2 (PIBLTBP3 et LTBP4) sont capables de se
lier au LAP et former un LLC (Saharinen et Keska{©2000). Par son association avec une LTBP,
le TGFB est ainsi stocké sous forme latente ettiveaalans la matrice extracellulaire dans la
plupart des organes (Sheppard, 2006). Les LTBPtroutefois pas uniqguement un role de
stockage du TGFB (Annest al, 2003; Todorovic et Rifkin, 2012), elles faciliteégalement sa
sécrétion (Miyazoneat al, 1991; Rifkin, 2005) et son activation (Rifkin, @) Yoshinageet al,
2008). L'utilisation d’'un anticorps dirigé contre ILTBP1 empéche l'activation du TGFB
latent(Flaumenhatt al, 1993; Dallaset al, 1995; Nakajimaet al, 1997; Gualandrist al, 2000)
et les souris knock-out pour LTBP1(Dreves al, 2008), LTBP3(Dabovicet al, 2002) ou
LTBP4(Sterner-Kocket al, 2002) présentent un phénotype compatible avecaltéeation de
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I'activité du TGFB. Les fibroblastes des souris &kout pour la LTBP4 synthétisent par ailleurs
une quantité normale de TGB1 latent mais une oidaréduite de TGFB1 sous forme active (Koli
et al, 2004). Il a été suggeré récemment que chaquermefde LTBP ait des fonctions
spécifiques (Klopfleisctet al, 2010; Vehvilainenet al, 2011) ; néanmoins, le réle de chaque
LTBP est encore mal établi. Il est possible quequbalLTBP stocke difféeremment les LLC et
gu’elle s'associe préférentiellement a une isofodud GFB (Annest al, 2003). Par exemple, il a
été rapporté que les domaines cystéines de la LT8Rk lient qu'avec le TGFB1 et ce avec une
faible affinité (Saharinen et Keski-Oja, 2000; Tomac et Rifkin, 2012). Les LTBP font partie de
la matrice extracellulaire et interagissent avedages de ses composants (cytokines, fibres
élastiques) (Todorovic et Rifkin, 2012). Une prdjmr non négligeable de LTBP1 et LTBP4 sont
également sécrétées seules, sans associationra@au(Todorovic et Rifkin, 2012). Leurs roles
ne sont donc probablement pas limités a la sigatédis du TGFB.

1.9.3.1.2 Activation

L’activité du TGFB est principalement régulée parcbnversion des formes latentes en
TGFB actif (Anneset al, 2003). A cause de son role central dans de nambmeécanismes
cellulaires et de I'importance de la régulationceesignal, les voies d’activation du TGFB ont été
largement étudiées. In vitro, les complexes latpats/ent étre activés par un tres grand nombre de
stimuli dont une dénaturation protéique par la térajure ou le pH ou I'exposition a des oxydants
ou des radiations ionisantes (Munge¢ral, 1997). De plus, le clivage du LAP par de nombesus
protéases (dont MMP2 et MMP9 (Danasral, 2011)) permet également la libération de TGFB
actif. Toutefois, le role joué par ces différentéaanismes in vivo reste controversé (Sheppard,
2006). Deux mécanismes ont démontré leur importatases I'activation du TGFB in vivo :
l'interaction avec la thrombospondine-1 (THBS1) g@ford et al, 1998) et I'activation par les
intégrines de la famillevp (en particuliervf6 (Mungeret al, 1999) etwvp8 (Traviset al, 2007)).
Toutefois, les souris transgéniques knock-out dauTHBS1 et lovB6 (Ludlow et al, 2005)
arrivent a terme et présentent un phénotype nettemeins altéré que les souris knock-out pour le
TGFB1, 2 ou 3; indiquant que d’autres mécanisniastiglation du TGFB doivent intervenir in
vivo. La plupart des mécanismes d'activation décsbnt ubiquitaires sauf I'activation par
I'intégrine avp6 qui est strictement limitée a I'épithélium (Taté Jenkins, 2012).

1.9.3.1.2.1 Activation par les intégrines

Les intégrines sont des protéines hétérodimériquassmembranaires capables de
transmettre un signal dans les deux directionddifat Jenkins, 2012). Chez les mammiferes, le
génome code 26 sous-unités pour les intégrinesldsbus-unitéa et 8 sous-unitéd qui peuvent
s’assembler pour former 24 combinaisons différenfiesHuit intégrines, dont les 5 contenant la
sous-unitéuv, se lient a leur ligand par l'intermédiaire d’'uséquence arginine- glycine- aspartate
(motif « RGD »). Ce motif RGD est retrouvé dansA® du TGFB1 et du TGFB3, ce qui permet
I'activation de ces 2 isoformes de TGFB par au malnntégrines avec la sous-unité (avp3,
avp5, avB6 etavp8) in vitro (Goodwin et Jenkins, 2009). In vivo,euactivation par ces intégrines
a été déemontrée poanfs, avp6 etavp8 (Mungeret al, 1999; Traviset al, 2007; Yanget al,
2007b). Le LAP du TGFB2 ne contient pas de motiffR& aucune activation par I'intermédiaire
d’'une intégrine n’'a été décrite pour cette isofarme

L'intégrine avp6 est strictement limitée a I'épithélium(Breussal, 1993; Prietoet al,
1993; Weinackeet al, 1994; Huanget al, 1998a; Goodwin et Jenkins, 2009) et a été la jgrem
intégrine impliqguée dans l'activation du TGFB1(Menget al, 1999). L'intégrineavf6 se lie
directement avec le LAP des complexes latents GBI et TGFB3 (Annest al, 2002) et induit
un changement de conformation de ces complexesatjue le TGFB sans le libérer. L'activation
par l'intégrineavp6 semble donc dépendante d’'un contact interceltuldirect et ne libére aucun
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peptide mature de TGFB (Munget al, 1999). Un tel mécanisme est particulierement g

au niveau de 'espace alvéolaire ou toutes lesileslid’'intérét sont en contact direct, notamment a
travers une membrane basale discontinue au nivediggithélium (Sheppard, 2006). L'activation
par I'avB6 dépend également de l'incorporation du TGFB1 dansatrice extracellulaire sous
forme de LLC et donc la présence de LTBP1 (Aneesl, 2004; Wipff et al, 2007) et de
fibronectine ; la fibronectine fixant le LTBP1 etcilitant ainsi I'action de tvp6 (Fontaneet al,
2005). Cette activation par l'intégrinevp6 dépend également de la transduction de forces de
traction pour induire un changement de la confoionadu LLC (Keski-Ojaet al, 2004; Wipff et
Hinz, 2008). Le méme type de mécanisme (nécessitie . TBP et d'une traction mécanique)
semble exister pour les intégrimegi3 etavp5 (Goodwin et Jenkins, 2009).

L'intégrine avp8 est exprimée par les cellules épithéliales, males, immunitaires et
meésenchymateuses (Nishimwiaal, 1994; Arayeet al, 2006; Arayaet al, 2007). Le mécanisme
d’'activation par cette intégrine est completemefiéint et indépendant des forces de tension. Il
semble que cette intégrine présente les complexests a la protéase transmembranaire MMP14,
qui clive le LAP et libere du TGFB actif (Met al, 2002). Ce mécanisme ne dépend donc pas d’'un
contact intercellulaire et produit du TGF libre diffusible, qui peut donc agir de maniere
paracrine, sur des cibles cellulaires situéestartis de la cellule exprimanti/p8.

Figure 11 : Activation du « transforming growthtfacbeta 1 » par les intégrineg6 (A) etavB8
(B), d’aprés (Nishimura, 2009)
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1.9.3.1.2.2 Activation par la thrombospondine 1(B4B
La thrombospondine est une protéine multifonctitlengui existe a la fois en tant que
protéine sécrétée et composant insoluble de laceaxtracellulaire (Murphy-Ullrich et Poczatek,
2000). La THBS1 est la mieux caractérisée des rises de la thrombospondine et la seule
capable d’activer le TGFB1 (Crawfordt al, 1998; Murphy-Ullrich et Poczatek, 2000). Ce
mécanisme d’activation implique une interactioredie entre la THBS1 et le LAP induisant une

47



modification de la conformation du LAP qui rendTi&FB accessible pour ses récepteurs (Schultz-
Cherry et Murphy-Ullrich, 1993; Schultz-Chergt al, 1994a; Schultz-Cherrgt al, 1994b;
Schultz-Cherryet al, 1995; Ribeircet al, 1999). Les souris knock-out pour la THBS1 présent
un phénotype en partie comparable a celui desss&ndck-out pour le TGFB (Crawforet al,
1998), confirmant le réle in vivo de la THBS1. La&dBS1 est notamment impliquée dans la
réparation tissulaire de par son réle dans la natidul de I'adhésion cellulaire, la stimulation de
'angiogenese et la reconstruction de la matrigazier, 1991). Elle est également exprimée dans
différents tissus au cours du développement embjon (Majacket al, 1987; Iruela-Arispeet

al., 1993).

1.9.3.1.3 Signalisation

Une fois activé, le TGFB agit par I'intermédiairesddeux récepteurs sérine/ thréonine
kinase qui agissent de maniere séquentielle. Lmdoactive du TGFB se lie a un récepteur
spécifique de type Il (TGFBRII), ce qui est suiarpge recrutement d’'un récepteur de type |
(TGFBRI) pour former un complexe tétramérique (Mass et Hata, 1997; Ring et Cho, 1999).
Chaque membre de la famille TGFB a ses propreptéwes. Parmi les sept récepteurs de type |
décrits, également nommeés ALK (pour « activin réaepke kinase »), celui de type 5 (ALK5)
permet la signalisation du TGFB (Huang et Chen220Wne étape importante de I'activation de
ces récepteurs est la phosphorylation du compktixentérique. Ces sites de phosphorylation sur
TGFBRII permettent par ailleurs de moduler le sigoartains étant nécessaires pour I'activation
du récepteur, d'autres inhibant le signal (Helgiral, 1997). D’autres récepteurs ont également été
décrits (dit de type Ill), comme le betaglycan @ndlogline (Massague, 1998). IIs pourraient avoir
un réle de facilitateur de la signalisation ou aitoe la réponse cellulaire en empéchant la
dégradation du TGFB actif (Massague et Chen, 2000).

Différents mécanismes de signalisation intracalelant été décrits pour le TGFB, le
mieux étudié étant la voie canonique des protéBread (Heldinet al, 1997; Massague, 1998;
Massague et Wotton, 2000). L’activation du TGFBRtraine la phosphorylation de Smad 2 et
Smad 3, qui forment ensuite un complexe hétéromérayec Smad 4. Ce complexe migre vers le
noyau ou, seul ou en association avec un co-factieuliaison a I'ADN, il active des géenes cibles
en se liant & des éléments spécifiques des promsoteleldinet al, 1997; Massague et Wotton,
2000). D’'autres protéines Smad, de type inhibigicgont décrites : Smad 6 et Smad7. Smad 7
fonctionne comme un inhibiteur de la signalisatdun TGFB en se liant au TGFBRI et en
interférant avec la phosphorylation de Smad 2 edadS&{Heldinet al, 1997; Imamurat al, 1997;
Nakaoet al, 1997; Massague, 1998). L'expression de cette Smtatjoniste Smad 7 étant induite
par le TGFB (Nakaet al, 1997), il pourrait s’agir d’'un mécanisme de rétnatrole négatif dans la
transduction du signal (Bartram et Speer, 2004prSke contexte, la signalisation intracellulaire
du TGFB peut également s’effectuer par l'intermiediaes voies MAPK (« mitogen-activating
protein kinases » dont ERK, p38 et JNK), de la enphosphatidylinositol 3 (PI3K/Akt) et des
GTPases (Derynck et Zhang, 2003; Moustakas et H&0I05; Zhang, 2009).
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Figure 12 : Représentation schématique de la ssgiain du « transforming growth factor beta »
par la voie des protéines Smad
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1.9.3.2 Roles physiologiques du TGFB au niveau puohire

L’expression et le réle du TGFB durant 'embryogemént été étudiés en détail, les trois
isoformes étant exprimées a des taux élevés digral@tveloppement pulmonaire normal (Bartram
et Speer, 2004). De faibles quantités de TGFB $muse d’ARNm et de protéine ainsi que de
TGFBRI et TGFBRII sont encore présentes dans lenpouapres la fin du développement, le
TGFB participant probablement au maintien de I'hostasie (Bartram et Speer, 2004). Chez la
souris, Coker (Cokeet al, 1996) a détecté de 'ARNm du TGFB1 au niveau’@githélium
bronchiolaire, des cellules de Clara, de I'endatimélvasculaire, des cellules mésenchymateuses et
alvéolaires (incluant les macrophages). Dans adtide, 'ARNmM du TGFB3 était distribué de
maniére similaire excepté qu'il était absent aweaivendothélial. A l'inverse, Pelton (Pelteinal,
1991) a retrouvé de 'ARNmM et des protéines posiBlésoformes du TGFB uniguement au niveau
des voies respiratoires supérieures, et non pasvaau alvéolaire. Dans cette étude, I'expression
des protéines TGFB était confinée a I'épithéliumnahiolaire alors que de 'ARNm a été identifié
dans les cellules musculaires lisses et les fibstbs du tissu conjonctif & proximité de
I'épithélium. De plus, une expression élevée deis tisoformes sous forme d’ARNm était notée
dans les cellules musculaires lisses des vaisseaguins de grande taille. Chez I'homme, les
cellules épithéliales bronchiques contiennent leantjtés les plus élevées de protéine TGFB, le
signal étant toujours plus intense au poéle apiekghanet al, 1994). Les isoformes du TGFB
ainsi que leurs récepteurs ont également été faentlans les macrophages alvéolaires(Maggtan
al., 1994; Cokeet al, 1996; Khalilet al, 1996; Jagirdaet al, 1997; De Boeet al, 1998; Khalil
et al, 2001b), les cellules mésenchymateuses(Cekell, 1996), les cellules musculaires lisses
bronchiques et vasculaires(Magnetnal, 1994; Khalilet al, 1996; Jagirdaet al, 1997; De Boer
et al, 1998) et les glandes bronchiques(Jagiedaal, 1997). Les cellules épithéliales contenaient
également du TGFB2 et 3(Khakt al, 1996). Alors que certaines études (Cok&eral, 1996;
Jagirdaret al, 1997; De Boeret al, 1998) détectaient également du TGFB1 au niveau de
'épithélium normal, d'autres n'ont reporté la pease de TGFB1l au niveau épithélial
gu’uniguement en cas de fibrose (Khalilal, 1996).

1.9.3.3 Roles du TGFB1 dans la pathogénie de la FPI

Le TGFB est une des cytokines profibrotiques les @tudiées (Bartram et Speer, 2004,
Sheppard, 2006; Fernandez et Eickelberg, 2012eiTa&tl Jenkins, 2012) et a été largement
impliqué dans la pathogénie de la FPI mais égalenesrtre autres, dans les Iésions pulmonaires
aigues, la mucoviscidose, la bronchite chroniquel’asthme (Bartram et Speer, 2004; Sheppard,
2006). La plupart des publications sur les pathe®gespiratoires chez 'homme se sont
concentrées sur le TGFB1, qui est I'isoforme imydig dans la fibrose pulmonaire. En effet, méme
si les 3 isoformes sont présentes dans le poumanah@t que I'expression de chacune d’elles est
augmentée dans le modéle de fibrose induite pdmiinistration de bléomycine(Phanhal, 1991;
Santaneet al, 1995; Zhanget al, 1995; Kumaret al, 1996; Cokeret al, 1997; Maedaet al,
1999), les isoformes TGFB2 et 3 ne semblent pgseouimpliquées dans la pathogénie de la FPI
chez I'hnomme(Khalilet al, 1996; Cokeret al, 2001). Chez les patients avec FPI, des taux plus
élevés de TGFB1 sont retrouvés dans le LLBA (Hiwata al, 1997; Khalilet al, 2001b) et le
plasma (Yonget al, 2001; Molina-Molinaet al, 2006). De plus, le TGFB1 sous forme d’ARNm et
de protéine est surexprimé dans le tissu pulmonssee de patients atteints(Broekelmagtnal,
1991; Khalilet al, 1991a; Khalilet al, 1991b; Corriret al, 1994; Cacet al, 2000; Coket al,
2001, Bergeroret al, 2003; Tzortzaket al, 2007), en particulier au niveau des CEA de tyyt |
des foyers fibroblastiques(Broekelmaah al, 1991; Khalilet al, 1991a; Khalilet al, 1991b;
Corrin et al, 1994; Cacet al, 2000; Lomaset al, 2012). Une immunoréactivité intense pour la
Smad 2 phosphorylée, preuve de la présence d'umalsigGFB1 actif, a également été mise en
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évidence au niveau des cellules épithéliales hyguariques et du parenchyme (dont les foyers de
fibroblastes) (Lepparantat al, 2012). Le TGFB1 est également présent en quaatiggnentée
dans le poumon dans les modéles murins de fibrubd@té par 'administration de bléomycine
(Santanaet al, 1995) ou de cyclophosphamide, et 'augmentatiensd production précede la
synthese de collagene (Hoyt et Lazo, 1988; Holdaeb, 1989). La surexpression du TGFB1 sous
forme active induit une fibrose pulmonaire duraBlefe et al, 1997), méme chez les animaux
considérés comme résistants a la fibrose(Brtdsl, 2001; Liuet al, 2001), alors que le blocage
de la signalisation du TGFB1 améliore la fibrosades modéles murins (Get al, 1993; Wang

et al, 1999a; Zhacet al, 2002; Bonniaucet al, 2005a; Bonniaucet al, 2005b). Le transfert
intratrachéal de TGFB1 chez les rongeurs entraieeagcumulation tres importante de fibroblastes
ainsi que l'expression de collagéne de type | étalitour des voies respiratoires et dans
l'interstitium (Simeet al, 1997; Kenyoret al, 2003).

1.9.3.3.1 Polymorphismes dans le géne du TGB1 et FP

Des plus en plus de données indiquent une asswoctiatitre des polymorphismes dans le
gene du TGFBL1 et la prédisposition aux maladiempnéires fibrosantes, dont la FPI. Différents
polymorphismes dans le géne du TGFB1 ont été déadtamment au niveau du codon 10 et du
codon 25. Ces changements interviennent dans laeség « signal » et peuvent avoir des
conséquences sur la transcription, la traductide &ansport de la protéine a travers le réticulum
endoplasmique (Awaeét al, 1998) ; le polymorphisme au niveau du codon Zt@mmment été
associé a une synthese variable de TGFB1. Legsatsde différentes études(Awat al, 1998;
El-Gamelet al, 1999; Whyte, 2003; Xaubedt al, 2003; Liet al, 2011b; Sonet al, 2013)
suggeérent que les polymorphismes dans le géne tRBTCGen particulier au niveau du codon 10,
pourraient étre liés a la susceptibilité a la AR$iequ’a sa sévérité.

1.9.3.3.2 Sources cellulaires du TGFB1

Différentes sources cellulaires de TGFB1 semblentivées dans les affections
pulmonaires fibrosantes. Des taux élevés en TGHB1été mis en évidence dans les cellules
épithéliales et les macrophages des voies respasaterminales et des alvéoles, les neutrophiles,
les CEA activées, les cellules endothéliales, lleolblastes et les myofibroblastes(Khadd al,
1991a; Deguchi, 1992; Corret al, 1994; Limperet al, 1994; Khalilet al, 1996; Jagirdaet al,
1997; Vignolaet al, 1997; Charpiret al, 1998; De Boeket al, 1998; Salezt al, 1998; Elssneet
al., 2000; Khalilet al, 2001b; Bartram et Speer, 2004). Le TGFB1 estedgaht présent dans les
régions sous-épithéliales avec dépot de tissuddimoectif dense(Broekelmamt al, 1991; Khalil
et al, 1991b; Limperet al, 1991; Corrinet al, 1994; Limperet al, 1994; Jagirdaet al, 1997,
Minshall et al, 1997; Vignolaet al, 1997). Alors que dans les stades précoces |dglesel
épithéliales et les plaquettes semblent étre wrvés pour le TGFB1(Border et Ruoslahti, 1992;
Cokeret al, 1997), les macrophages alvéolaires sont une sdmmgortante de production et de
sécrétion de TGFB dans différentes formes de medadispiratoires chroniques durant la phase ou
les taux les plus élevés en TGFB sont retrouvégigionannet al, 1991; Deguchi, 1992; Vanhee
et al, 1994; Santanat al, 1995; Asakurat al, 1996; Magnaret al, 1996; De Boeet al, 1998).

1.9.3.3.3 Le TGFBL et I'épithélium alvéolaire |éniel
Le TGFB1 exerce de nombreux effets sur les cellamthéliales qui ont un réle dans la
pathogénie de la FPI: stimulation de l'apoptosedibhoto et al, 2002), inhibition de la
prolifération (Ryaret al, 1994), induction de la migration (Mat al, 2008) et induction de la TEM
(Kim et al, 2006c). Méme si les mécanismes a l'origine deantat des CEA ne sont pas
completement identifiés, il a été démontré que @FB1 a un rbéle central comme inducteur
puissant de I'apoptose (Siegel et Massague, 2003).
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Le stress oxydatif a également un lien avec le TGHERsS dérivés réactifs de I'oxygene
favorisent un environnement profibrotique en ahéta balance entre les MMP et leurs inhibiteurs
mais également en activant directement ou indineete le TGFB1 (Barcellos-Ho#t al, 1994;
Barcellos-Hoff et Dix, 1996). Le TGFB1 produit égadent des dérivés oxydatifs de I'oxygene
comme élément de ses voies de signalisation (Karetudl, 2005). Récemment, Hecker (Heclkeer
al., 2009) a démontré que la NADPH oxydase 4, moléquiegénére des radicaux libres, était
largement exprimée dans les foyers de fibrobladtsspatients avec FPI et que le TGFB1 induit
I'expression de la NADPH oxydase 4 par les cellobésenchymateuses.

Par ailleurs, la régulation positive de PAI-1 aweaiu épithélial, processus intervenant dans
I'activation de la cascade de coagulation, estitedoar une voie TGFB1/ Smad 3(Dennddral,
1998). Senoo (Senacet al, 2010) a par ailleurs récemment démontré quectivation de PAI-1
en utilisant de petits ARN interférents limitait dveloppement de la fibrose dans le modele
bléomycine, suggérant que I'inhibition de la coagjoh alvéolaire via PAI-1 pourrait avoir des
effets directs antifibrosants. L'expérimentation witro a également mis en évidence que
linactivation de PAI-1 inhibait également la TEMérdiée par le TGFB1 dans des lignées
épithéliales d’origine pulmonaire.

Le TGFB1 semble également intervenir directememtleg cellules épithéliales pour
linitiation du processus de fibrose. Des étudasvitro (Maniscalco et Campbell, 1994;
Maniscalcoet al, 1994; Liet al, 2000) ont ainsi démontré que le TGFB1 peut augenda
synthese de protéoglycans et de fibronectine, ginsidu facteur de croissance des fibroblastes de
type 2 par les CEA de type Il. Le r6le pivot du TE3Fet des CEA de type Il a également été mis
en évidence par Li (Liet al, 2011a). Dans cette étude, l'action du TGFB1 a ettéchée
spécifiguement sur les CEA de type Il par délétdariTGFBRII au niveau épithélial. L'absence de
signalisation du TGFB1 au niveau des CEA permettaig protection contre I'action de la
bléomycine avec une induction de l'apoptose dedulesl épithéliales, une diminution de
I'activation des myofibroblastes et une préservatie I'équilibre des protéases (MMP/tissue
inhibitor of metalloproteinase TIMP).

1.9.3.3.4 Le TGFBL1 et le recrutement des fibrobkast

L’origine la plus certaine pour I'augmentation dambre de myofibroblastes en région
sous-épithéliale et dans les foyers fibroblastiquess [I'activation, la prolifération et la
différentiation des fibroblastes résidents quietcem myofibroblastes hautement contractiles. Ce
processus apparait en présence de facteurs desasrogs profibrotigues dont le PDGF mais
également le TGFB1 (Fernandez et Eickelberg, 200 2ctivité des voies canoniques et non
canoniques du TGFB1 ont été impliquées car ellesitidsement toutes les deux a la formation de
I'aSMA. Une étude récente d’Akhmetshina (Akhmetshehal, 2012) a souligné les interactions
entre TGFB1 et la voie des Wnt comme facteur clé'aivation des fibroblastes dans les
processus fibrotiques.

Plusieurs études ont également mis en avant urddleBGFB1 dans la TEM, autre source
possible de fibroblastes dans la FPI. Yao (aal, 2004) a d’abord mis en évidence que le
TGFB1 était capable d'induire une TEM in vitro. Sd@sultats ont été retrouveés par Willis (Willis
et al, 2005), qui a également mis en évidence que ldalex co-exprimant des marqueurs
épithéliaux et mésenchymateux étaient abondantes lda tissus issus de patients avec FPI. Ces
résultats ont été confirmés par différents groypssdes approches in vitro et également in vivo
(Willis et Borok, 2007; Fernandez et Eickelbergl2p De plus, les modeéles in vivo ont également
confirmé un réle central du TGFB dans la TEM espécifiquement dans la fibrose pulmonaire.
Un modele sur-exprimant la forme active du TGFBlnaweau pulmonaire grace a un vecteur
adéno-viral a notamment été utilisé (Kehal, 2006c). Dans les poumons lésionnels, des cellules
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interstitielles positives pourdSMA présentaient également un marqueur des cel@gitséliales,
démontrant I'existence in vivo d'une TEM induiterga TGFB1. La signalisation par les Smads
mais également par d’autres voies ont été impligjaéas la TEM induite par le TGFB1 (Willis et
Borok, 2007).

De la méme maniere que les fibroblastes résidems eellules épithéliales, les fibrocytes
répondent a [I'activation par le TGFB1 par une défiiation en myofibroblastes par
l'intermédiaire des voies Smad2/3, SAPK/IJNK et MABKi stimulent I'expression dedSMA
(Honget al, 2007).

Récemment, Hashimoto (Hashimo#b al, 2010) a décrit un nouveau meécanisme qui
pourrait contribuer au pool de myofibroblastes trémsition endothélio-mésenchymateuse. Il a en
effet démontré que les cellules endothéliales avdee capacité de réguler négativement leurs
marqueurs endothéliaux (CD31) et d'acquérir desqmeurs de type fibroblastigue, comme
I'aSMA et le collagéne de type |, par la coopérati@s doies de signalisation TGFB1 et
Ras/ERK/MAPK. Ce concept de transition endothélé&sanchymateuse, similaire a la TEM, a été
suggéré comme source supplémentaire de myofibteklactives dans la FPI (Natawt al,
2010). Toutefois, méme si cette transition a étFidedans des modeles expérimentaux de fibrose
cardiaque et rénale, des investigations plus pesssént nécessaires pour la valider au niveau
pulmonaire en général et dans la FPI en particulier

1.9.3.3.5 Le TGFBL1 et I'activation des fibroblastes

Le TGFB1 est un chémoattractant pour les fibrobmset les myofibroblastes
(Postlethwaiteet al, 1987; Simeet al, 1998), il stimule la différenciation des fibrobtas en
myofibroblastes et empéche I'apoptose des myoflastes (Zhang et Phan, 1999). Hill (Hi al,
1986) a également mis en évidence que le TGFBlaibétre mitogénique pour les fibroblastes
immatures, effet qui n’a toutefois pas été retrop&éFine (Fine et Goldstein, 1987) et Liu (leu
al., 1995). Bien que le TGFB1 ne semble pas pouvainusér directement la prolifération des
fibroblastes matures(Ragtet al, 1989), il peut exercer des effets mitogéniquedesufibroblastes
indirectement par l'intermédiaire de cytokines éé®es par les macrophages et les fibroblastes,
dont le PDGF et I'activateur du plasminogene destypokinase(Leokt al, 1986; Mosest al,
1990; Bonneket al, 1995; Shettyet al, 1996). En effet, au moins une partie de I'actionTGFB1
sur les fibroblastes semble due a son influencéativité du PDGF (Leokt al, 1986; Mosest
al., 1990; Ludwickaet al, 1995) et il a été suggéré que le PDGF et le TGfeBttionnent de
concert pour stimuler les évenements cellulaires epdrainent la fibrose. Le PDGF serait
responsable de 'augmentation de la prolifératies fibroblastes tandis que le TGFB1 stimulerait
la production de la matrice extracellulaire par fd@®blastes (Bonnegt al, 1995).

1.9.3.3.6 Le TGFBL et la régulation de la matrixgaeellulaire

Le TGFB1 est le plus puissant stimulateur connu laesynthése de la matrice
extracellulaire (Scotton et Chambers, 2007; Tatetenkins, 2012). In vitro, toutes les isoformes
du TGFB sont capables d’induire une augmentationl’@eression du collagéne (Ignotz et
Massague, 1986; Fine et Goldstein, 1987; Raghal, 1989; Liuet al, 1995; Cokeset al, 1997).
Le TGFB1, par l'intermédiaire de la voie Smad, aegte directement la transcription, par les
cellules mésenchymateuses, des genes de diffe@tagenes, en particulier de type 1A1, -A2 et -
A3, type 5 et 6(Cutroneet al, 2007). De plus, le TGFB1 induit également la saiption et la
synthese d'autres composants de la matrice exubaied par les fibroblastes immatures et
matures, tels que la fibronectine, les aminoglycsriss protéoglycans (Ignotz et Massague, 1986;
Dubaybo et Thet, 1990; Broekelmaahal, 1991; Bonneet al, 1995; Grande, 1997). Certaines
des cytokines sécrétées par les fibroblastes, caeB€L2, stimulent également I'expression du
collagene par I'intermédiaire du TGFB1 (Gharaeeriaariet al, 1996).
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En plus de stimuler la synthése de la matrice egti@aire, le TGFBL1 stabilise également
la matrice nouvellement formée. Il crée un micraemnement qui en favorise la déposition ; en
induisant un déséquilibre entre les enzymes dégtdaanatrice extracellulaire et leurs inhibiteurs.
Le TGFB1 diminue linduction des MMP collagénasesebmélysine stimulée par I'lL1 et le
PDGF(Edwardt al, 1987; Overalkt al, 1989) ; tout en augmentant I'expression des itébs
des protéases dont les TIMP(Edwardsal, 1987) et le PAI-1(Laiheet al, 1986; Lundet al,
1987; Keski-Ojeet al, 1988). Ces effets sont liés a des changememt$odsl dans la transcription
des génes et dans la stabilité des ARN (Grandé})199

Le TGFBL1 régule également les interactions ensectdlules et la matrice en modifiant
'expression des complexes protéiques d'adhésidilee matrice. Les cellules traitées par le
TGFB1 ont une affinité augmentée pour les compasdet la matrice extracellulaire dont la
fibronectine, le collagéne et la laminine. Ceteffet d0 a I'induction de I'expression des intégsin
par le TGFB1 (Ignotz et Massague, 1987; Hezhal, 1989).

1.9.3.3.7 Autres
Le TGFB1 semble intervenir également dans d’autrésanismes pathologiques évoqués
dans la pathogénie de la FPI. La réactivation dessvdu développement fait notamment intervenir
un « cross-talk » avec le TGFB lors de la difféietion des myofibroblastes (Aoyagi-lkegaal,
2011) ou dans les lésions épithéliales et la conation épithélium/ mésenchyme (Zheti al,
2012). Le TGFB1 a également été associé aux matidits épigénétiques observées lors de FPI
(Panditet al, 2011).
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Figure 14 : Représentation schématique des rétesifiels du « transforming growth factor beta
1 » dans la pathogénie de la fibrose pulmonaimpathique, d’aprés (Fernandez et Eickelberg,
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1.9.3.3.9 Particularités des voies du TGFB1 daf$la

1.9.3.3.9.1 Stockage

Peu d’études ont analysé I'expression et le rogelddBP dans la pathogénie de la FPI. La
production de LTBP1 par les fibroblastes normauwgnaente en présence de TGFB1
(Weikkolainenet al, 2003). Dans une étude, aucune immunoréactiviteait été détectée pour la
LTBP1 en région sous-épithéliale (Khadéit al, 2001b), zone ou le TGFB1 est habituellement
retrouvé en association avec la matrice extraeatiilKhalil et al, 1991a; Khalilet al, 1996). Ce
résultat suggérait que l'incorporation du TGFB1 glda matrice extracellulaire lors de FPI ne
faisait pas intervenir la LTBP1 (Khalét al, 2001b). Dans une autre étude (Lepparattal,
2012), les CEA des patients avec FPI n'exprimdeemiTBP1 que de maniére occasionnelle alors
gu’'une régulation positive de son expression étaite en évidence dans le parenchyme,
notamment au niveau des foyers de fibroblastese Cégulation positive était en accord avec les
résultats obtenus précédemment par I'analyse adidspt’'expression génique dans la FPI (Selman
et al, 2008). Aucune différence avec les contrbles sai@&it par contre notée pour I'expression
de LTBP3 et LTBP4. Au sein des foyers fibroblastisjul'immunoréactivité pour la Smad 2
phosphorylée était par contre faible, indiquantsignal TGFB1 actif réduit. Lors de culture de
fibroblastes ou de cellules épithéliales pulmorsita régulation négative de la LTBP1 entrainait
respectivement une augmentation et une diminutienl'dctivité du TGFB1. Ces données
suggérent que la LTBP1 pourrait avoir un role dawdivation du TGFB1 dans la pathogénie de la
FPlI mais que cette activation est dépendante duexten cellulaire. L’administration de
bléomycine chez la souris entraine une régulatasitive de I'expression de LTBP4 et LTBP1 au
niveau pulmonaire (Zhoet al, 2009). En culture cellulaire, il a également é&montré que
I'activation du TGFB1 faisant suite a I'ajout detbinycine nécessitait la présence de LTBP4, les
fibroblastes déficients en LTBP4 étant incapabkesatte activation (Zhoet al, 2009).
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1.9.3.3.9.2 Activation par les intégrines

1.9.3.3.9.2.1 Intégrinevp6

L’activation du TGFB1 par I'intégrinevp6 est d'importance critique dans la pathogénie
de la fibrose pulmonaire. Tout d’abord, les sot®ck-out pour kvp6 sont résistantes a la
fibrose induite par la bléomycine, comme cellescades anomalies dans la signalisation du
TGFB1 (Mungeret al, 1999; Bonniaudet al, 2004; Li et al, 2011a). L’'analyse du profil
d’expression génique apres exposition a la bléomeychez ces souris knock-out pouvp6 met
en évidence une absence d’activation de nombrengsgéibles du TGFB1 comparées a des souris
de phénotype sauvage (Kaminskial, 2000). De plus, les souris knock-out pourf6 sont aussi
résistantes a l'action profibrotique du lipopolyda&ride, d’une ventilation mécanique excessive
ou des radiations (Pittedt al, 2001; Jenkingt al, 2006; Puthawal&t al, 2008). Par ailleurs,
'administration d’'un anticorps monoclonal antivp6 prévient I'apparition in vivo d’'une fibrose
pulmonaire ou rénale ou de Iésions pulmonaireseaigdahnet al, 2007; Puthawalat al, 2008).
Ainsi, le blocage par différentes techniques detikation du TGFB1 par divB6 prévient
I'apparition d’une fibrose tissulaire, et ce daiff&dents modeéles (Tatler et Jenkins, 2012).

L’expression de cette intégrine est faible dangpdemon normal(Breusst al, 1993;
Weinackeret al, 1995; Lepparantat al, 2012) mais augmente de maniere significativeesauiine
Iésion de I'épithélium(Breusst al, 1995; Milleret al, 2001; Xuet al, 2009). Les taux d’ARNmM
et de protéines de la sous-unfié sont également augmentés au niveau pulmonaire léan
modéles murins et chez les patients atteints dgHéthanet al, 2008; Xuet al, 2009). Bien que,
lors de lésions pulmonaires, la surexpression idégrine avf6 peut induire le développement
d'une fibrose (Hakkineret al, 2004) ; cette surexpression dans des poumons sést pas
suffisante pour induire des lésions ou une fibtesilaires (Huangt al, 1998b; Hakkineret al,
2004). Ces données suggerent que la surexpressidimteégrine av6 est nécessaire, mais pas
suffisante, pour le développement de la fibrosenpukire et que d’autres facteurs interviennent.
L’expression de la sous unifi® est stimulée directement par le TGFB1 (Sheppéaral, 1992;
Wanget al, 1996). Cette régulation positive peut étre arm@é bloquant I'action du TGFB1 ou
de lintégrine avp6, suggérant une boucle paracrine d’auto-ampliica{Araya et al, 2007).
Ainsi, les lésions épithéliales pourraient stimdlactivation du TGFB1 par l'intégrinevp6 ; le
TGFB1 exercant a son tour un rétrocontrdle posititimulant la synthese deMp6 (Anneset al,
2003; Tatler et Jenkins, 2012). Les éléments qunptent une régulation de ce phénoméne dans
la cicatrisation normale ou qui conduisent a sdivation aberrante dans la FPI sont toutefois
encore inconnus (Tatler et Jenkins, 2012).

Un élément spécifique de l'activation du TGFB1 pavp6 est la nécessité d’un contact
direct entre la cellule exprimant l'intégrine etdellule portant les récepteurs du TGFB1 (Munger
et al, 1999). L'absence de restauration de la membrasal® observée lors de FPI est donc
probablement un élément clé de I'activation du TGERNs la pathogénie de la fibrose (Tatler et
Jenkins, 2012). En effet, l'altération persistamela membrane basale de I'épithélium alvéolaire
pourrait permettre une interaction entre les cefluépithéliales endommagées et les cellules
mésenchymateuses (Sheppard, 2006; Tatler et JeKihg). L'activation du TGFB1 paravp6
peut également étre mise en lien avec I'activatenia cascade de coagulation dans la FPI. En
effet, il a été démontré que la thrombine et desnstes synthétiques de PAR1 sont capables
d’'induire I'activation du TGFB1 par dvp6 par l'intermédiaire du récepteur de PAR1 (Jenkins
al., 2006).

57



1.9.3.3.9.2.2 Autres intégrines

Bien que la plupart des données aient impliquédgrineavp6, il semblerait que d’'autres
intégrines ¢vp3 et avpb), plutdt associées au meésenchyme, puissent awoirble dans la
pathogénie de la FPI (Wipéft al, 2007; Tatler et Jenkins, 2012).

L'intégrine avp8 est exprimée en grande quantité par I'épithélilen voies respiratoires
chez 'hnomme (Muet al, 2002). In vitro, il a été démontré que I'actieatidu TGFB1 par cette
intégrine entrainait une cicatrisation ralentie raveau de I'épithélium pulmonaire ainsi qu’une
inhibition de la prolifération de I'épithélium brohique (Cambieet al, 2000; Muet al, 2002;
Neurohret al, 2006). Toutefois I'intégrinevp8 a surtout été impliquée dans le remodelage des
voies respiratoires lors de bronchopneumopathi¢ratisre chronique (Arayat al, 2007) et il
n'existe & I'heure actuelle aucune donnée indiguarréle de kvp8 dans la pathogénie de la FPI.
Seule une expression pulmonaire faible a été miseéwdence chez les patients atteints
(Lepparantaet al, 2012).

1.9.3.3.9.3 Activation par la THBS1

Différentes données suggerent un rdéle pour la THBSA4s la pathogénie de la FPI.
L’activation du TGFB1 par la THBS1 a précédemme#t @&ssociée a des processus fibrotiques
dans d'autres organes (Hugbal, 2002; Daniekt al, 2003; Kondotet al, 2003). L’expression de
la THBS1 est par ailleurs régulée positivement Ipaf GFB1 et le PDGF (Huget al, 1995;
Murphy-Ullrich et Poczatek, 2000) et lors de lésimsulaire (Rauget al, 1987; Reeckt al,
1995). En culture, les CEA de type Il sont capablkesynthétiser et sécréter la THBS1 (Setoa,
1983). L'inhibition de l'activité de la plasmine pla THBS1 (Hogget al, 1992; Mosheeet al,
1992) pourrait contribuer a I'altération des vaiesla coagulation retrouvée dans la FPI. Dans une
étude (Kuhn et Mason, 1995), la THBS1 n'a pas és& ran évidence par immunohistologie dans
le parenchyme pulmonaire de contrbles sains aloedlg était présente chez certains patients avec
FPI, et ce dans la matrice extracellulaire, so@githélium alvéolaire en régénération a proximité
des foyers de fibroblastes. Dans une étude plentégldeet al, 2008) chez des patients avec FPI,
la THBS1 était principalement exprimée au niveau lI'dpithélium en régénération et des
macrophages alvéolaires dans les régions du panmechvec fibrose. Chez les patients avec FPI
et en comparaison de patients avec sarcoidose canti®les sains, les taux en THBS1 étaient plus
élevés dans le sérum et plus faibles dans le LLBA.

1.9.3.3.9.4 Récepteurs membranaires

Peu d’études ont été consacrées a I'étude desteécepdu TGFB1 dans la FPI. Le
TGFBRII semble exprimé de maniere ubiquitaire daagpoumons issus de contrdles et de patients
avec FPI (Kanget al, 2000; Khalilet al, 2001a; Khalilet al, 2001b). Dans les poumons sains,
deux études ont rapporté un marquage pour le TGREBRiliveau des alvéoles (Kaagal, 2000;
Khalil et al, 2001a; Khalilet al, 2001b) alors que dans une autre étude, une immactivité n'a
été détectée que dans moins de 1% des CEA delt{fipemtaset al, 2012). Dans les poumons de
patients atteints de FPI, la présence du TGFBRIbkemépendre du type cellulaire. Dans les
rayons de miel et en comparaison de poumons sinsxpression est réduite dans la plupart des
cellules, en particulier les CEA de type I, alajge les CEA de type | et les fibroblastes
interstitiels expriment le TGFBRI (Khaliét al, 2001a; Khalilet al, 2001b). Cette régulation
négative de I'expression du TGFBRI par les CEAygeetll pourrait expliquer leur résistance aux
effets antiprolifératifs du TGFB1 (Khaldt al, 2001b) comme suggéré dans le modéle bléomycine
(Khalil et al, 1994). Les fibroblastes expriment les deux typesécepteurs du TGFB1 et sont
ainsi une cible pour la signalisation du TGFB1 (Khet al, 2001b).

Une caractéristique commune de nombreuses patbslpgimonaires est I'existence d’'un
processus inflammatoire avec une phase de |ésisualdire suivie par une phase de cicatrisation.
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Ces lésions induisent la production de TGFB quiténeertaines réactions inflammatoires et joue
un réle clé dans la modulation du remodelage ¢4 dé&paration tissulaire (Kehek al, 1986; Rook

et al, 1986; Ahujaet al, 1993; Grande, 1997). Si ces processus de réparsint exagéerés et mal
délimités, le TGFB devient une cytokine profibroig majeure. Il retarde la cicatrisation de
I'épithélium en inhibant la prolifération et la midion épithéliales et en stimulant I'apoptose.
permet également I'expansion du compartiment mésenateux en induisant le recrutement, la
prolifération et la contractilité des fibroblastes en stimulant la déposition de la matrice
extracellulaire par I'induction de I'expression genes codant pour ses composants et 'inhibition
de I'expression de génes des métalloprotéases [§8ite2006; Fernandez et Eickelberg, 2012). Le
TGFB stimule également I'expression de cytokinesnflammatoires et fibrotiques, telles que le
TNFa, le PDGF, I'lL13 ou I'IL13, qui a leur tour stimulent et perpéttiéam réponse fibrotique
(Fernandez et Eickelberg, 2012). Par ailleurs, alalbreuses autres cytokines, telles que le drNF
(Ortiz et al, 1998), le facteur de croissance des kératinode®t al, 1998), I'angiotensine Il
(Marshall et al, 2000a; Uhalet al, 2007) et I'IL-10(Araiet al, 2000) pourraient exercer leurs
effets profibrotiques via les voies du TGFB.
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2. La fibrose pulmonaire idiopathique canine (FPIc)

2.1 Définition

Alors que chez 'hnomme, il existe plus de 200 miaghulmonaires interstitielles, trés peu
sont décrites chez le chien(Norrist al, 2002; Reinero et Cohn, 2007) dont la
bronchopneumopathie éosinophilique, affection laeuxni décrite(Clercxet al, 2000), mais
également la bronchiolite respiratoire avec maladienonaire interstitielle(Phillipst al, 2000; Li
et al, 2006), la pneumonie lipidique endogene(Realyal, 2006), la protéinose alvéolaire(Jefferies
et al, 1987; Silversteiret al, 2000; Cumming®t al, 2013), la silicose(Canfieldt al, 1989) ou
I'amiantose(Schuster, 1931). Parmi ces maladieangugires interstitielles, une affection
comparable a la FPI est décrite chez le chien étagit par un épaississement de l'interstitium
alvéolaire par des dépdts de collagene qui coeduia une altération des échanges gazeux
(Corcoranet al, 2011; Heikkila-Laurila et Rajamaki, 2014). Leemieres séries de cas datent des
années 90 et concernent des West Highland whiterefCorcoraret al, 1999a) (WHWT). A la
méme époque, une entité comparable a été décnte dlautres races (Staffordshire bull terrier,
Schipperke et bull terrier) (Corcoragt al, 1999b; Lobettiet al, 2001). Plus récemment,
différentes études se sont consacrées a décridoteses clinico-pathologiques de cette affection
en comparant des WHWT atteints a des chiens saifa ohéme race et du méme age(Heikktla
al., 2011), a évaluer la survie et identifier desdacs pronostiques(Lilia-Maulat al, 2014), a
décrire son pattern histologique(Norriset al, 2005; Syrja et al, 2013) et
tomodensitométrique(Webb et Armstrong, 2002; Johmtal, 2005), et évaluer la prévalence de
I'hypertension pulmonaire chez les chiens atteBukpber et Baade, 2006). En paralléle,
différentes études ont cherché a identifier dembrgueurs diagnostiques par mesure de molécule
spécifique (Heikkilaet al, 2013) ou par protéomique (Lilja-Mauta al, 2013b) ou évaluer le rble
des mutations de la SP-C (Erikssairal, 2009) dans I'apparition de cette maladie chezhien.

Chez le chien le terme de fibrose pulmonaire idiaipae canine (FPIc) n'a été utilisé que
récemment pour décrire cette maladie interstitialfiectant les terriers (Johnsat al, 2005;
Heikkila-Laurila et Rajamaki, 2014). D’'autres tesment été utilisés dans le passé, certains ne
faisant référence qu’aux WHWT (maladie interstiéigduimonaire du WHWT (Norrist al, 2005),
maladie pulmonaire chronique des WHWT(Corcoetial, 1999a; Corcoraet al, 2011), WHWT
avec FPI(Heikkilaet al, 2011; Heikkila-Laurila et Rajamaki, 2014)), dims toutes races (FPI
chronique(Lobettiet al, 2001), FPI(Corcoraret al, 1999b)). Le terme de FPI seul semble
actuellement inadapté, la maladie rencontrée ahehien n’étant pas exactement identique a celle
rencontrée chez I'homme et l'utilisation du mémemie pourrait porter a confusion. Il n'est
également pas encore déterminé a I'heure actueldette affection est spécifigue du WHWT. La
présentation clinique est quasi identique danslgies races (excepté une apparition plus précoce
chez le Staffordshire bull terrier), ainsi que lemges radiographiques (Corcoranal, 1999b;
Lobetti et al, 2001). Néanmoins les caractéristiques tomodamsitriques et surtout histologiques
pourraient étre différentes. Pour cette raisonpllgpart des études les plus récentes se sont
concentrées sur les WHWT. Dans le cadre de ceilfrdeaterme de FPIc sera utilisé ; il est
néanmoins possible que la terminologie évolue darfsitur lorsque les maladies interstitielles
pulmonaires en général et cette affection en pdigic seront mieux connues en médecine
vétérinaire.

Bien que la FPIc présente de nombreuses similitudsques avec la FPI, leur
ressemblance a I'échelle histologique a longtengits débat. D’'aprés I'étude récente de Syrja
(Syrjaet al, 2013), la FPI semble partager des caractérigifistologiques des 2 entités les plus
fréquentes de pneumopathies interstitielles diffusa PIC et la pneumopathie interstitielle non
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spécifiqgue. La FPIc est caractérisée histologiquetnpar deux patterns différents de fibrose
interstitielle. Tous les chiens semblent présenter fibrose de type « mature », diffuse, discréte a
modérée des parois alvéolaires. Ce pattern researddlui détecté lors de pneumonie interstitielle
non spécifiqgue plus qu'a la fibrose en patch delfa. En plus de cette fibrose mature, la plupart
des chiens présentent également des zones mukgodaccentuation de la fibrose, en région
péribronchique et/ ou sous-pleurale. Dans ces ztmdibrose apparait plus sévére, plus cellulaire
et donc moins « mature ». Chez 'homme, cette @mgar est plus caractéristique d’'une PIC que
d’'une pneumonie interstitielle non spécifique. amyons de miel », des altérations importantes
de I'épithélium alvéolaire, tels qu’'une métaplabi®nchique ou des modifications de I'espace
alvéolaire, comme un dommage alvéolaire diffusypatiétre également rencontrés dans les zones
de fibrose plus séveére. Les foyers fibroblastiqeasactéristiques de la PIC, ne sont pas retrouvés
chez le chien. Néanmoins, des amas multifocatfibdeblastes ont été détectés dans l'interstitium
fibrotique. De plus, une inflammation discréte adéme, de type lymphoplasmocytique, est
également notée. Cette description histologiquemtécs’est focalisée sur les WHWT. La seule
publication décrivant les données histologiquessdfiautres races est celle de Lobetti (Lobetti

al., 2001) et il est difficile de comparer les réstsltantre ces 2 études (colorations différentes,
expertise en histopathologie dans I'espéce humaineanine des auteurs...). Il n’est donc pas
déterminé a I'heure actuelle s'il existe des déféres a I'échelle histologique entre les différance
races atteintes de FPIc et s'il s'agit donc ou d@fa méme affection.

Table 3 : Comparaison entre les principaux crit@islogiques d’'une pneumopathie interstitielle
commune ou d’'une pneumopathie interstitielle nagcH#mue chez I'hnomme et les éléments
retrouvés chez les West Highland white terriers f#H avec fibrose pulmonaire idiopathique

canine, d'aprés (Syrjet al, 2013)

Critena uip IPFin WHWT NSIP (fibrosing)
Pattern Patchy, subpleural or paraseptal Diffuse with subpleural/peribronchiolar Relatively diffuse
accentuation

Interstitial fibrosis Marked, distorting, Mild to marked, not obliterating alveolar Vanable degree
replacing alveolar tissue architecture

Honeycombing Yes Yes Not charactenstic

Fibroblastic foci Yes No Absent or inconspicuous

Interstitial inflammation Minimal, mild Mild to moderate Mild to moderate

SM hyperplasia Yes Yes Not charactenstic

PCII Hyperplasia Hyperplasia, atypia Hyperplasia in areas of

inflammation
Bronchiolar epithelium Bronchial metaplasia Bronchial metaplasia of Not recorded

of alveolar epithelium alveolar epithelium

NSIP : non specific interstitial pneumonia; SM: sititomuscle; PCII: type Il pneumocytes; UIP: usual
interstitial pneumonia

2.2 Présentation clinique

Cette maladie affecte classiquement des terriergsipalement le WHWT(Corcoraet al,
1999a; Webb et Armstrong, 2002; Noreisal, 2005; Corcoraret al, 2011; Heikkilaet al, 2011;
Heikkila-Laurila et Rajamaki, 2014), mais égalemknGtaffordshire bull terrier(Corcoraat al,
1999b), le bull terrier(Lobettet al, 2001) et le cairn terrier(Johnsenal, 2005). Néanmoins, elle
a déja été observée dans d’'autres races telletedbehipperke (Lobettet al, 2001), le Lhassa
Apso ou le Shih Tzu (observations personnellesygé’habituel au moment du diagnostic varie
entre 8 et 15 ans (Corcorahal, 2011; Heikkilaet al, 2011). Occasionnellement, la FPIc pourrait
étre diagnostiquée chez des chiens nettement @lume$, notamment chez le Staffordshire bull
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terrier ou le bull terrier, les plus jeunes caspafés n'ayant que 3 ans (Lobetti al, 2001).
Aucune prédisposition de sexe n’est rapportée.

La FPIc se caractérise par une aggravation prdageeses signes cliniqgues. En phase
débutante, aucune anomalie n’est trés probablewtesgrvable (Heikkila-Laurila et Rajamaki,
2014). Le diagnostic est généralement retardéar@saux étant présentés chez un vétérinaire en
général entre 8 et 13 mois aprés l'apparition desnjers signes, toutefois ce chiffre est tres
variable d’'un cas a l'autre (Corcorahal, 1999a; Corcorast al, 2011; Heikkilaet al, 2011).

Le signe clinique le plus classique est I'assommt’une intolérance a I'effort d’apparition
progressive et d’'une toux plutbt forte et secher¢@@n et al, 2011; Heikkilaet al, 2011).
Certains animaux ne présentent qu’un de ces dauptéynes. Les propriétaires rapportent parfois
de I'halétement, une tachypnée, ou des syncopm®eftiet al, 2001). Une détresse respiratoire
intermittente ou permanente, voire de la cyanose/grd étre observées dans les cas les plus
séveres (Corcoragt al, 1999a; Heikkilaet al, 2011). L'état général de I'animal n’est pas affec
reflétant 'adaptation de I'organisme a une hypaXigpparition progressive (Heikkila-Laurila et
Rajamaki, 2014). Dans certains cas, aucun sigmégok n’est mis en évidence et une FPIc est
uniguement suspectée a l'auscultation de ralesitarép. Certains chiens peuvent également
souffrir de complications associées a l'existenasea FPIc. La plus fréquente est I'apparition
d’'une hypertension pulmonaire, qui se développéalrtement en réponse a I'hypoxie chronique
(Schober et Baade, 2006). La toux peut égalemeatliée au développement subséquent d’'une
trachéo-bronchite chronique voir d’'un collapsushéal (Heikkilaet al, 2011). Dans de tres rares
cas, une complication bactérienne peut étre obsddathnsoret al, 2005).

A I'examen clinique, I'animal présente, en généuale tachypnée discréte a tres marquée,
selon le degré d’avancement de la maladie. Unendgspestrictive est souvent observée et une
cyanose est parfois visible en cas d’atteinte sév&i’auscultation, des rales crépitants grossiers
sont classiguement notés a l'inspiration, notammeenpériphérie (Heikkilat al, 2011). Bien que
relativement caractéristiques, ils ne sont pasgggtbmoniques de la FPIc ni présents chez tous les
chiens atteints (absents chez 3 individus sur 12 dae étude récente (Heikkéaal, 2011)). Des
bruits surajoutés continus (rales ou sifflemen&)yent également étre présents. Dans de rares cas,
aucun bruit anormal n’est audible a l'auscultat{teikkila et al, 2011). Les animaux atteints
d’'une hypertension pulmonaire secondaire peuveddemter un souffle systolique apexien droit
(Ohad et al, 2013) (régurgitation tricuspidienne) et/ou un adédement du deuxiéme bruit
cardiaque (audible davantage en base cardiaquagaiiteikkila-Laurila et Rajamaki, 2014).

La prévalence et l'incidence de la FPIc ne sontgoasmues et sont difficiles a estimer. Elle
semble toutefois peu fréquente méme dans les @eekisposées, mais est vraisemblablement
largement sous-diagnostiquée. En effet, d’'une fmrhaladie est encore mal connue des praticiens
et d’autre part, la confirmation du diagnostic esante un réel challenge.

2.3 Diagnostic

Le diagnostic est fondé sur I'association de sigo@sques compatibles, les résultats
d'imagerie et I'exclusion d’autres affections cargispiratoires. A I'heure actuelle, le diagnostc d
certitude ne peut étre établi que par I'analyséolugique du tissu pulmonaire. Une biopsie est
toutefois rarement réalisée en pratique en raisooodit et des risques associés a cette procédure.
Le diagnostic est alors souvent confirmé post mompar autopsie (Heikkila-Laurila et Rajamaki,
2014).

La détection d'une FPIc est particulierement diificen phase précoce, I'apparition
progressive des signes cliniques étant souventtéapau vieilissement de I'animal (Heikkila-
Laurila et Rajamaki, 2014).
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Le bilan sanguin est généralement non remarquaais peut permettre d’exclure d’autres
affections a l'origine d’'une intolérance a l'effort’hématologie permet parfois de mettre en
évidence une polycythémie secondaire a I'hypoxieomique (Lobettiet al, 2001). Cette
polycythémie n’est pas spécifique d'une FPIc, nelle est plus fréquente que lors d'autres
affections respiratoires chroniques, telles quebitanchopneumopathie éosinophilique ou la
bronchite chronique. Elle peut également orienterdiagnostic vers une autre maladie, une
éosinophilie suggérant, par exemple, plutét un giisemme ou une bronchopneumopathie
eosinophiligue. A I'examen biochimique, une augragoh des phosphatases alcalines est
frequemment observée chez les WHWT (Corcataal, 2011; Heikkilaet al, 2011). Toutefois, il
est difficile d’'imputer cette variation a I'existesm d’'une FPIc, une augmentation comparable étant
également retrouvée chez des WHWT sains agés. bmesx de selles (technique de Baermann)
peut étre réalisé pour exclure des parasites puires(Heikkila-Laurila et Rajamaki, 2014).

2.3.1 Tests de fonction pulmonaire

La mesure des gaz sanguins artériels peut aidealaeg de maniére objective le degré
d’'atteinte de la fonction pulmonaire. Elle peutmettre d’estimer la sévérité de l'affection et
éventuellement d’évaluer la progression voir laoré&ge au traitement lors de mesures sériées.
Toutefois cette analyse ne peut étre utilisée pouafirmer le diagnostic, toute affection entrainant
une altération des échanges gazeux pouvant ser&guir une modification des gaz sanguins
(Balakrishnan et King, 2014).

L’hypoxémie est trés fréquente lors de FPIc, mémeepos, alors qu'elle n'est que trés
rarement observée dans d’autres pathologies r&sipgs chroniques chez le chien. En effet, une
étude récente a montré que 90% des chiens attfaimnt hypoxémiques (Panférieure a
80mmHg, et 45% avaient une hypoxémie sévere aveda inférieure a 60mmHg), la pression
artérielle partielle en dioxyde de carbone (PgG@ant généralement non modifiée (Heiklateaal,
2011). Le (A-a)g parametre évaluant I'efficacité des échangeswyaast souvent tres augmenté
((A-a)0, supérieur & 40 mmHg, pour une valeur usuelle iefée & 10 a 20 mmHg) (Heikkit al,
2011). Une divergence existe fréquemment entree\e@rgé de l'affection estimée par les gaz
sanguins et les signes cliniques. Des valeurangstifiées sont souvent observées chez des chiens
présentant des signes cliniques peu marqués, deadquit une probable adaptation de I'organisme
a I'hypoxie chronique (Heikkila-Laurila et RajamaRD14).

Le test de la marche des 6 minutes utilisé cheanitine a récemment été décrit chez le
chien (Boddyet al, 2004; Swimmer et Rozanski, 2011). Dans I'étud@@EL, les 6 chiens atteints
de pathologies respiratoires (dont 2 chiens avelbgile FPIc) marchaient une distance plus courte
que les chiens sains (69 chiens). Ce résultatuiter&té confirmeé spécifiquement chez des WHWT
atteints de FPIc en comparaison de WHWT sainsadMpulaet al, 2014). Selon cette méme
étude, une tendance a une corrélation négativienétisie entre la distance parcourue et la,P@®
test de la marche semble étre bien toléré parlésushiens. Il pourrait étre utile pour quantifiler
maniere plus précise l'intolérance a I'effort, ggt un des premiers symptémes manifestés par les
chiens atteints de FPlc. Toutefois méme si sa aépié semble bonne au sein d’'une méme
institution, il n'est pas encore déterminé s'il peuétre adapté a une utilisation en pratique
courante.

2.3.2 Examen radiographique

Les clichés radiographiques thoraciques mettervatence, en général, une densification
broncho-interstitielle modérée a sévere, avec mgfieelques zones d’opacité alvéolaire (Lobstti
al., 2001; Johnsomt al, 2005; Corcoraret al, 2011; Heikkilaet al, 2011). Une cardiomégalie
droite et/ou des artéres pulmonaires dilatées sagga présence d’'une hypertension pulmonaire.
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Cet examen n’est toutefois ni sensible ni spéaifiune FPIc et permet surtout d’exclure d’autres
maladies pulmonaires comme un néoplasme (Heikkilarila et Rajamaki, 2014).

Les radiographies thoraciques, complétées si néicegsar une bronchoscopie, permettent
également de détecter une bronchiectasie ou uspsols trachéal concomitants.

2.3.3 Examen échocardiographique

L’examen échocardiographique sert & exclure unginari cardiaque pour la toux et
l'intolérance a l'effort, si le doute persiste apres clichés radiographiques. Il est également
recommandé, lors de suspicion de FPIc, pour rebberane hypertension pulmonaire et la
quantifier (Heikkila-Laurila et Rajamaki, 2014) ménsi aucune cardiomégalie droite n'a été
détectée aux radiographies. La vitesse du reflangpide (méme physiologique) permet d’estimer
la pression artérielle pulmonaire systolique etecelu reflux pulmonaire, la pression artérielle
pulmonaire diastoliqgue. Un flux pulmonaire asynmsteé d0 a une diminution du temps
d’accélération est également un signe d’hypertensices signes secondaires d’hypertension
pulmonaire doivent étre recherchés, comme une trgpéie du ventricule droit, une dilatation de
I'atrium droit, un aplatissement, voire un mouveinparadoxal du septum interventriculaire, une
dilatation du tronc pulmonaire (Kellihan et Stepi@010). L’hypertension artérielle pulmonaire
semble fréquente lors de FPlc, toutefois aucundeétia estimé sa prévalence de maniere fiable.
Ainsi dans I'étude de Heikkila, des modifications cloeur droit suggérant son existence ont été
retrouvées chez 6/10 cas (Heikkdaal, 2011). Toutefois, sans réalisation d’'un examepler,
sa présence n'a pas pu étre confirmée et une leyys&h pulmonaire moins sévére ou plus récente,
sans remodelage du ventricule droit, n'a pas pe @éétectée; sa prévalence a donc été
possiblement sous-estimée. Une étude échocardligrap s'est spécifiquement consacrée a la
détection d’'une hypertension pulmonaire chez 45 WHMWec une pneumopathie chronique dont
les signes cliniques et radiographiques étaientpeatities avec une FPIc (Schober et Baade,
2006). Une hypertension a ainsi été identifiée cples de 40% d’entre eux. Toutefois, pour
confirmer la suspicion de FPIc, aucun examen TDM-HRvait été réalisé et un examen
histologique n’avait été effectué que chez 4 chiens

2.3.4 Examen tomodensitométrique en haute résolutio

Comme chez I'homme, la TDM-HR est nettement sapée aux radiographies pour
I'évaluation du parenchyme pulmonaire. Toutefolsez I'animal cette technique, outre son colt
élevé, nécessite a minima une sédation voire nestlaésie pour I'acquisition des images, ce qui
représente un risque potentiel chez les patiestplies séverement atteints (Heikkila-Laurila et
Rajamaki, 2014).

Les anomalies mises en évidence lors de FPlc coecersurtout les régions dorso-
caudales (Heikkilaet al, 2011), avec une distribution hétérogéne (Johmtaa, 2005). Elles se
caractérisent principalement par une opacité ere\agpoli (augmentation diffuse de I'opacité du
poumon sans masquage des vaisseaux pulmonaiges epacités réticulées, telles que des bandes
parenchymateuses ou des lignes sous-pleurales,paississement interstitiel sous-pleural et
péribronchique, des bronchiectasies par tractiatestopacités en rayons de miel (Johrebal,
2005; Corcoraret al, 2011; Heikkilaet al, 2011). Une consolidation peut également étrergbse
(Johnsonet al, 2005; Heikkilaet al, 2011) et, chez certains chiens, les parois biqueb
semblent épaissies (Corcorah al, 2011). Pour un chien donné, les résultats deDM-HR
correspondent le plus souvent & une combinaisocededifférentes Iésions (Heikkila-Laurila et
Rajamaki, 2014).

Le pattern tomodensitométrique de la FPIc ne seipddecomplétement identique a celui
de la FPI chez 'lhomme. En particulier, les opacié@ verre dépoli, lorsqu’elles sont extensives

64



comme chez le chien, sont considérées comme aggig suggerent plutdt un processus
inflammatoire. Les bronchiectasies par tractionest opacités en rayons de miel, considérées
comme typiques en médecine humaine, sont moinsesbwbservées lors de FPIc (Heikkila-
Laurila et Rajamaki, 2014) et une étude suggeérellgs’ pourraient étre retrouvées dans les cas
plus séveres (Johnset al, 2005). Toutefois Heikkila rapporte qu’elles spatfois présentes chez
des chiens sans hypoxémie marquée (Heikkila-LaatiRajamaki, 2014).

2.3.5 Examen bronchoscopique et lavage bronchokivéo

Bien qu'il s’agisse d’'une pathologie de l'intenstih, beaucoup de chiens présentent des
modifications des voies respiratoires supérieurkanaoscopie (Corcoraat al, 2011; Heikkilaet
al., 2011). Lors de FPIc, les anomalies retrouvéeskirdnchoscopie sont peu spécifiques. Ainsi,
une muqueuse bronchique légérement irréguliereaeprésence d'un peu de mucus sont
fréquemment observées. Dans les cas plus avangéshronchiectasie ou une bronchomalacie
peuvent étre mises en évidence. Ces irrégulariédadmuqueuse bronchique peuvent étre
expliquées, au moins en partie, par des changerfiésta I'age : des modifications comparables
étant retrouvées chez WHWT ou des Beagles saiagést (Mercieet al; Heikkila et al, 2011).
Toutefois des modifications comparables sont oléssrtors de FPI chez 'homme et pourraient
étre la conséquence d'une rétraction du parenchyutemonaire et d'une modification de la
stratégie respiratoire. Un collapsus trachéal diser modéré est souvent présent (15/22 pour
I'étude de Corcoran (Corcoraat al, 2011) et 5/8 pour I'étude d’Heikkila (Heikkiket al, 2011),
dont 3 cas de collapsus sévére en combinant ldsd2s. Il est probable qu'il s'agisse d'une
conséquence de la fibrose plutét qu'une affectisolée, le WHWT n’étant pas une race
prédisposée au collapsus trachéal.

L'examen du LLBA met généralement en évidence ungmentation du comptage
cellulaire total plus ou moins marquée selon les (80 a 3 000 cellules/mm3), composé
majoritairement de macrophages et de neutrophiteskkila et al, 2011). Une complication
bactérienne est exceptionnellement rapportée (dohas al, 2005). Néanmoins, une culture
bactérienne quantitative est réalisée pour exalme pneumonie infectieuse, notamment lorsque
des bactéries sont observées en intracellulaire.

La mise en évidence de changements compatiblesueeeatteinte des voies respiratoires
supérieures (muqueuse bronchique irréguliere @dscopie, bronchomalacie, augmentation de la
cellularité du liquide de lavage bronchoalvéolam&xclut donc pas un diagnostic de FPIc, mais
ne permet pas non plus de le confirmer (Heikkilarila et Rajamaki, 2014). En fait, 'examen
bronchoscopique est avant tout réalisé afin d'eectliautres affections respiratoires chroniques,
en particulier une bronchopneumopathie éosinoptgliqu un processus tumoral diffus. Comme
pour I'examen TDM-HR, la nécessité d'une anesth@siet contre-indiquer sa réalisation lors
d’insuffisance respiratoire sévere.

2.3.6 Examen histologique

Pour confirmation du diagnostic, des prélevemerdstidsu pulmonaire peuvent étre
obtenus du vivant de I'animal par thoracoscopigievpar thoracotomie en privilégiant les régions
sous-pleurales. En raison du caractere hétérogeee Ildsions de fibrose, I'examen
tomodensitométrique préalable permet d’identifes zones atteintes a prélever. En pratique, une
biopsie pulmonaire est rarement réalisée du vidantanimal en raison de son caractere invasif.
Néanmoins, elle doit étre proposée lorsque lesémdifits examens, en particulier I'examen
tomodensitométrique, ne permettent pas de condieeexamen permet de confirmer la présence
d'une fibrose pulmonaire lors que le pattern hisgajue est comparable a celui évoqué
précédemment. Toutefois, comme en médecine humiaintes les causes de fibrose secondaire
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doivent étre exclues avant de conclure a une Rithegen fonction du contexte : recherche d'une
dirofilariose, dosage des anticorps antinucléafeeteurs environnementaux etc.).

2.4 Pronostic

La FPIc est de mauvais pronostic en raison d'unéridéation progressive de la fonction
respiratoire et de I'absence d’'une thérapeutiqokeiet efficace. Une survie moyenne de 18 mois
apres l'apparition des premiers signes cliniquedt éapportée dans une étude (Corcoearal,
1999a). Trés récemment, une étude sur 5 ans enpseur 15 WHWT avec FPIc a confirmé que la
présence d'une FPIc influencait la survie avecapport de risque de déces de 4,5 comparé a des
WHWT sains (Lilja-Maulaet al, 2014). Une survie plus prolongée a toutefoisidtatifiee avec
une médiane de 32 mois apres I'apparition des sigl@ques et 11 mois a partir du diagnostic; la
survie semble par contre trés variable d’'un indivéd|'autre avec un intervalle de 2 & 51 mois
aprés apparition des signes cliniques. La coro#latéivec la survie a également été évaluée dans
cette étude pour différents paramétres. Ont étlusas des valeurs obtenues au moment du
diagnostic: Pa®et PaCQ (A-a)0, séveérité des images radiographiques, unités Hielchs la
TDM-HR ; mais également leur évolution entre lanpiére et la derniére mesure pour les résultats
des gaz sanguins et de I'hématologie. Un test dmaixhe des 6 minutes n'ayant été réalisé que
chez 5 chiens, aucune corrélation avec la sunaecté étudiée pour ce paramétre. En conclusion
de cette étude, aucun des parametres analysés Bteegié & la survie. Aucun facteur pronostique
n'est donc, pour l'instant, identifié pour la FPICette étude était toutefois relativement limpée
le nombre de cas disponibles (entre 10 et 15 dSel®rparamétres). De plus, d’autres facteurs
pronostiques évoqués chez 'homme, comme I'exigteine hypertension pulmonaire ou l'indice
de distribution des globules rouges, doivent enétneévalués chez le chien.

2.5 Evolution

Il n'est pas encore déterminé si les différentesyp’évolution reconnus chez I'’homme
(exacerbation aigue, évolution lente...) existentsdarFPlc (Heikkila-Laurila et Rajamaki, 2014).
Certains chiens peuvent connaitre des phases @eiadation de la fonction respiratoire mais
I'évolution semble variable. Dans I'étude de Lilgula (Liljla-Maulaet al, 2014), I'évolution de
la maladie estimée d'aprés le suivi des gaz samgoin des images radiographiques était trés
variable avec une détérioration des résultats de ggmguins chez 5 chiens tandis qu’'une
amélioration temporaire était notée au cours dui shiez 7 chiens. Toutefois, parmi les 7 chiens
décédés de leur FPIc, 5 ont été euthanasiés emnrdisne dyspnée aigue et des lésions de
dommages alvéolaires diffus, classiguement retresiérs d’exacerbation aigue chez 'homme,
ont été retrouvées a l'histologie chez 7 d’entr&. éDn peut donc supposer que des épisodes
d’exacerbation aigue existent chez le chien etgjpburraient étre associés a une mortalité accrue.

2.6 Traitement

A notre connaissance, aucun essai cliniqgue n’z@@pris pour le traitement de la FPlIc.
Le traitement se limite donc a réduire les signésiquies (en particulier la toux) et les
complications associées (en particulier I'hyperi@mgpulmonaire). Différents traitements ont été
rapportés: prednisolone, azathioprine, théophylkhe sans réelle évaluation de leur efficacité
(Corcoranet al, 1999a; Heikkilaet al, 2011). Aucune des thérapies immunomodulatrices,
antifibrotiques, ou celles faisant usage d’antictagts, d’antagonistes de récepteurs de I'ET1, de
vasodilatateurs ou d'inhibiteurs de cytokines test@ médecine humaine n’ont démontré leur
efficacité en termes de prolongation de la suriRefi{ et al, 2013). Il n'existe donc a I'heure
actuelle aucune justification scientifique a I'epiplle ces spécialités chez les chiens atteints de
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FPIc. La pharmacocinétique de la pirfénidone, md&ayant une AMM au Japon et en Europe
pour le traitement de la FPI chez 'homme, a étéiée chez le chien (Brusst al, 2004).
Toutefois, en I'absence d’étude de tolérabilitézckee chien et au vu de son colt prohibitif, son
utilisation n’est pour linstant pas envisagée chezchien. En raison de I'existence d'une
inflammation bronchique chez le chien, une cortiéaipie a dose anti-inflammatoire (et non
immunosuppressive) peut avoir un intérét dansaiéement de la FPIc. Plusieurs auteurs (Corcoran
et al, 1999a; Heikkila-Laurila et Rajamaki, 2014) rapgpat en effet que certains chiens semblent
bénéficier d’'un tel traitement, notamment par wduction de la toux. Lorsque la toux est marquée
et altere la qualité de vie de I'animal, un traiéen antitussif peut également étre envisage.
L'utilisation de la théophylline en combinaison d&i corticothérapie a également été conseillée
initialement lors de FPIc (Corcora al, 1999a), toutefois les bénéfices réels de ceétiaftie sont
inconnus.

Peu d’'essais cliniques ont été consacrés a lafiitis du sildénafil lors d’hypertension
pulmonaire chez le chien avec 2 essais rétrospd&ifchet al, 2006; Kellum et Stepien, 2007) et
une étude prospective avec placebo et en doubilgyvmais sur une courte période (Broeiral,
2010) ; les doses variant de 0,5 a 2 mg/kg towgesBla 24 heures. Chez ces animaux atteints
d’hypertension pulmonaire de différentes origineiopathique, secondaire a une cardiopathie
gauche, a une pneumopathie chronique, etc.),iatibn de sildénafil améliorait le confort de vie,
notamment en augmentant la tolérance a I'efforcule étude n’a par contre pu évaluer son effet
sur la survie et seule une de ces études inclaaitatriers avec probable FPIc (Kellum et Stepien,
2007). Ainsi, lorsque I'hypertension pulmonaire estimée modérée ou sévere, un traitement a
base de sildénafil peut étre instauré lors de Rdikkila-Laurila et Rajamaki, 2014). La décision
de la poursuite du traitement est avant tout aliejqune amélioration pouvant étre observée sans
que I'examen échocardiographique ne mette en ésdane diminution de la pression artérielle
pulmonaire (Bactet al, 2006; Kellum et Stepien, 2007; Brownal, 2010).

Comme dans toute affection cardiorespiratoire due un traitement hygiénique doit
étre instauré. Les chiens atteints de FPIc sostftéguemment en surpoids (défaut d’exercice,
corticothérapie, etc.). L'obtention et le maint@on poids idéal est nécessaire, et permet sowdvent
lui seul d’améliorer les symptémes. L’inhalation gebstances irritantes (fumée de cigarette,
encens, etc.), ainsi que le port du collier ouditésations a I'origine d’aboiements intempestifs
doivent également étre évités.

2.7 Challenges actuels
2.7.1 Diagnostic

La FPIc est facilement suspectée cliniquement temsaces prédisposées. Toutefois, en
raison de son pronostic défavorable, il est néaessi® confirmer cette suspicion clinique. La
démarche diagnostique requiert de nombreuses igagshs complémentaires et inclut
notamment un examen tomodensitométrique (Heikkdarlla et Rajamaki, 2014). La bronchite
chronique reste le principal diagnostic différeintle la FPIc ; elle est de meilleur pronostic et
répond au traitement. La FPIc et la bronchite clopom entrainent de la toux et de I'intolérance a
I'effort et affectent toutes deux des chiens d'@geyen a agé et de petites races. Les signes
radiographiques sont dans les deux cas non spgésfigt la distinction entre ces deux affections
est dautant plus délicate que deux études ontiggwulla présence concomitante d'une
inflammation bronchique discréte a modérée lor§Bi (Corcoraret al, 2011; Heikkilaet al,
2011). Toutefois, I'accumulation de mucus, la brmmalacie et 'hyperhémie de la muqueuse
sont souvent plus marguées lors de bronchite aimeniue de FPIc (Heikkila-Laurila et Rajamaki,
2014). La TDM-HR est maintenant considérée commdispensable dans la démarche
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diagnostique, et pourrait permettre de différenEietc et bronchite chronique (Heikkila-Laurila et
Rajamaki, 2014). Toutefois, aucune étude n'a sjgemment évalué ses performances
diagnostiques dans cette indication précise. Haugs, il est probable que d’autres pneumopathies
interstitielles diffuses existent chez le chiergee la spécificité de la TDM-HR soit inférieure a
celle espérée. L'examen histopathologique restec dodispensable a I'heure actuelle afin de
confirmer la présence d’'une FPIc, en particuliersdas races autre que le WHWT, pour lesquelles
peu de données tomodensitométriques ont été palfRémairn terriers (Johnsat al, 2005)).

La mise en évidence de biomarqueurs spécifiquesetie affection et mesurables dans le
sang ou le LLBA permettrait de simplifier la dénfacdiagnostique, et la recherche de
biomarqueurs diagnostiques de la FPIc est I'obgedidférents travaux en médecine vétérinaire
(Heikkila et al, 2013; Lilja-Maulaet al, 2013b). Les études concernent soit des biomars ukija
connus en meédecine humaine et dont les performatiagaostiques sont évaluées dans la FPIc,
soit des études a large échelle sans a priori'gidishtion de techniqgues modernes de screening
comme la protéomique. Le pro-collagene aminoterhdeatype Il (PIIINP) a été évalué comme
biomarqueur diagnostique potentiel dans la FPicikitla et al, 2013). Le PIINP est un
marqueur du turnover du collagéne de type lll. €eatblécule est présente dans le propeptide et
clivée durant la synthése du collagéne de type Blle est ensuite libérée dans le fluide
extracellulaire puis dans le LLBA et le sang enportion de la quantité de collagéne produite
(Prockopet al, 1979). Une accumulation anormale de collagéngype | et Ill apparait dans
l'interstitium pulmonaire lors de FPI chez I'lhomrigaghuet al, 1985) et chez le chien (Norrs
al., 2005) et une concentration sérique €élevée esinabs chez les hommes atteints (Laretal,
1999). Le PIIINP a donc été mesuré dans le sérdmldiBA chez des chiens atteints de FPIc, de
bronchite chronique, de bronchopneumopathie éokiligpe et des chiens sains (WHWT et
Beagles) (Heikkileet al, 2013). La concentration en PIIINP dans le LLBAi&plus élevée chez
les chiens avec FPIc en comparaison de chiens shiths chiens avec une bronchite chronique.
L’'analyse de la courbe ROC montrait que les peréorres de ce biomarqueur étaient moyennes
avec une aire sous la courbe de 0,81, une spétiflei 95% et une sensibilité de seulement 69%
pour une valeur seuil de @d/L. Aucune différence n’était mise en évidencergdalconcentration
en PIINP dans le LLBA entre chiens avec FPIc etemfr avec bronchopneumopathie
éosinophilique et pour la concentrique sériqueeettdus les groupes. Aucune corrélation n’était
notée entre la concentration dans le LLBA et laceotration sérique ou entre la concentration
dans le LLBA et la Pag) le (A-a)Q ou la durée d’évolution des signes cliniques. Liagypale
limite de cette étude est toutefois la faible dafi® du radioimmunoessai utilisé pour le dosage d
PIIINP. Une concentration de 0L a donc été arbitrairement attribuée pour lekws
inférieures au seuil de détection de @@R. En conclusion de cette étude, il semble quelliNP
dans le LLBA puisse avoir un intérét en tant quaiarqueur diagnostique. Toutefois, bien qu’'un
biomarqueur mesuré dans le LLBA soit probablemenneilleur marqueur de la production locale
de collagene et moins influencé par d'autres fastezon utilisation est limitée d’'un point de vue
pratique. D’'un point de vue du pronostic, aucungétation n’était mise en évidence avec les
résultats des gaz sanguins. Une étude longitudmade mesures répétées au cours de suivi serait
nécessaire pour réellement évaluer sa capacit@bdiréin pronostic, mais serait également peu
applicable en pratique courante.

Une autre étude récente a utilisé une techniquerdeomique pour analyser a large
échelle les protéines dans le LLBA et ainsi idéstti€elles spécifiques de la FPIc (Lilja-Mawda
al., 2013b). Le LLBA a ainsi été soumis a une éle¢taspse bidimensionnelle quantitative sur gel
(2D-DIGE) pour séparer ses différents constituanigie d’'une spectrométrie de masse pour les
identifier et confirmation par Western-blot pourplactine. La comparaison du protéome obtenu
chez des chiens sains, des WHWT avec FPIc et desscavec bronchite chronique n'a toutefois
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pas permis d’identifier une signature protéiquecsigie de la FPIc. Cette étude est limitée par le
faible nombre d’échantillons évalués (6 chiens a@#lc, 5 avec bronchite chronique et 4 Beagles
sains). Des changements similaires ont été reteowans les 2 groupes malades avec une
surexpression des protéinfsactine, C3 du complément,l-antitrypsine, apolipoprotéine Al,
haptoglobine et transcétolase et une sous-expredsidysozyme C. Il s’agit de plus de protéines
peu spécifiques, intervenant notamment dans lesepsos inflammatoires ou 'immunité innée. La
B-actine, composant du cytosquelette, pourrait diégée lors d'une augmentation du turn-over
cellulaire et de mortalité cellulaire et donc ldiess dommage de I'épithélium alvéolaire. Toutefois,
elle est I'une des protéines les plus souventug#es lors d’analyse protéomique du LLBA, ce qui
reflete probablement plus une réponse non spéeifigustress. Son intérét en tant que biomarqueur
diagnostique semble donc limité.

Cette recherche de biomarqueurs souléve des pavgseintéressantes pour aider au
diagnostic de la FPIc. Toutefois des marqueurs fiddes doivent encore étre identifiés et il est
également fort probable qu’'une combinaison de bigmeurs soit plus performante qu’un seul et
que leur mesure ne soit qu'une aide complémengainen pas un substitut aux autres examens, en
particulier la TDM-HR.

2.7.2 Traitement

Aucun traitement n’existe ou ne fait méme I'objitsdai clinique a I'heure actuelle dans la
FPIc. Les principales limites a son développement k faible prévalence, qui rend le recrutement
de cas difficile, mais avant tout le peu de corsmises actuelles a propos de cette affection. Le
développement d'une thérapeutique ciblée nécessiteeffet la détermination préalable de
I'étiologie et/ou des mécanismes moléculaires cizaat au développement de la maladie.

2.7.3 Etio-pathogénie

L’étiologie de la FPIc est actuellement inconnuenlmu’une base génétique soit suspectée
en raison de la nette prédisposition raciale pesr terriers et en particulier pour le WHWT
(Heikkila-Laurila et Rajamaki, 2014). A I'heure aetle, seule une étude génétique a été publiée
(Erikssonet al, 2009). Cette étude incluait 5 chiens avec FRdot(d WHWT et 1 terrier tibétain)
et 5 chiens contréles (dont 3 chiens sains) dérdifites races (dont 1 WHWT). Les SP-B et SP-C
ont été mesurées dans le LLBA de 3 chiens aveerds 5 contrbles, et le géne de la SP-C a été
séquenceé chez 2 chiens avec FPI et 1 contrble PLR &tait détectable dans le LLBA de tous les
chiens et la SP-C chez tous sauf le terrier tihétaiec FPIc, pour lequel une mutation a été
détectée dans I'exon 5 du géne de la SP-C. lloastfois difficile de tirer la moindre conclusion
étant donné le tres faible nombre de cas inclugpagticulier pour la recherche de mutation pour
laquelle un chien contréle de méme race auranhétéssaire.

Il est probable que, comme chez I'homme, le déwsopent d'une FPIc résulte de
I'association d’'un terrain génétique favorable etfacteurs environnementaux. Toutefois a I'heure
actuelle, aucune étude épidémiologique n'a étéepnse chez le chien pour identifier des facteurs
de risque environnementaux ou autre, comme lasxrglistrocesophagiens. L'identification de tels
facteurs est difficile ; les dommages pulmonaireavent apparaitre longtemps avant les signes
cliniques et il est possible que I'agent initialswt plus présent au moment du diagnostic.

Au-dela de lidentification du ou des agents camgaitiaux, il est également important
d’identifier les mécanismes conduisant au dévelomme de la fibrose, afin de définir des cibles
thérapeutiques spécifiques. Or aucune publicater’@tait spécifiguement consacrée a I'étude de
la pathogénie de la FPIc. Toutefois certaines médions peuvent étre retirées de celles consacrées
a l'identification de biomarqueurs. Ainsi les piots surexprimées dans le LLBA laissent
supposer I'existence d'une activation des facteant- et pro-inflammatoires et des voies du
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complément et de la glycolyse au niveau pulmondénes la FPIc (Lilja-Maulat al, 2013b). La
mise en évidence d’'une augmentation de la condmmran PIINP dans le LLBA suggére une
activation de la synthése du collagéne de typdiki) que cette activation ne soit pas spécifique d
la FPIc mais soit également retrouvée lors de bromeeumopathie éosinophilique (Heikkdaal,
2013).
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OBJECTIFS

La FPIc attire des plus en plus lintérét des clems vétérinaires, au regard des
nombreuses publications dont elle a fait I'objetnifrement, et de la communauté scientifique en
général, en particulier en tant que possible modptntané d'étude pour la FPI humaine. Cette
maladie reste toutefois trés peu connue et lecatini doit faire face a plusieurs challenges,
notamment I'établissement du diagnostic de la FRjgi requiere de nombreux examens
complémentaires, et I'absence d’'un traitement afic Du cb6té de la recherche, I'identification
d’'une thérapie ciblée est trés difficile en I'abserd’'une bonne compréhension des mécanismes
conduisant a la fibrose du parenchyme pulmonaieerecrutement d’'un nombre de cas suffisants
pour ces études est long en raison de la rareté dealadie, mais la difficulté a confirmer le
diagnostic complique également ce recrutement.aiaurs, avant de pouvoir envisager la FPIc
comme modele de la FPI humaine, il est nécess&ie ecbmpléter la description clinique et
histologique mais surtout de vérifier qu’elles pgent certains mécanismes moléculaires.

Ce projet a donc été entrepris afin de répondrenains partiellement a ces différents
challenges. Ces objectifs étaient ainsi :

- d’élucider certains mécanismes intervenant dapatlaogénie de la FPIc
- d'identifier des biomarqueurs pouvant aider a Sagrbstic.

Quasiment aucune donnée de départ n'étant disgoaibimoment de I'élaboration de ce
projet, notre approche a été double. Nous avorss etoisi d'utiliser une technique de screening a
large échelle, qui permet de travailler sans ariprinais également d'utiliser les connaissances
existantes dans la FPI humaine pour identifieragees molécules d'intérét, que ce soit dans la
pathogénie ou en tant que biomarqueur.

- Pour I'étude de la pathogénie de la FPIc :

0 La technique des microdamiers a été appliquéalssirtissus pulmonaires afin
d’analyser dans son ensemble le transcriptomee etaos le but d'identifier de
grandes voies altérées lors de FPIc. Cette techmgtmet également de mettre en
avant plus spécifiqguement certaines molécules dlerpression est fortement
altérée.

0 Le TGFB1 a été analysé ainsi que ses voies de ajeckd’activation et de
signalisation.

o0 Certaines voies de la sérotonine, molécule évogaés la pathogénie de la FPI
chez 'homme et dont lintérét a été également sugglors de I'analyse
microdamier précédente, ont également été étudiées.

- Pour lidentification de biomarqueurs de la FPIc

0 Le transcriptome obtenu par microdamier a été apadfin d'en extraire certains
genes codant pour des biomarqueurs potentiels.

o L’endothéline, biomarqueur connu dans la FPI humaia été évalué en tant que
biomarqueur chez le chien.

o Bien qu’il ne s’agisse pour ces molécules que abjectif secondaire, I'analyse
du TGFB1 et de la sérotonine a comporté égalemest dbsages sériques,
permettant ainsi d’évaluer également leur poteetigiant que biomarqueurs.
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ETUDES

1. Recrutement des cas

Comme évoqué précédemment, la FPIc est une maladieet dont le diagnostic est
difficile, deux éléments compliquant le recrutemeéatcas. Pour la réalisation des études prévues,
plusieurs populations étaient nécessaires. En, effetaison de la trés forte prédisposition raciale
de la FPIc, nous avions besoin de chiens sains iffiéretites races (prédisposées et non
prédisposées) afin d’étudier ce facteur confondardce ». Par ailleurs, dans le cadre de la
recherche de biomarqueurs, nous devions disposerchiiens atteints d'autres affections
respiratoires chroniques, afin d’évaluer les penfomces (sensibilité, spécificité) des marqueurs
candidats. Le type d’échantillon nécessaire étmitainent varié (sérum, LLBA, tissu pulmonaire),
leur mode de prélévement et de conservation détemadaptés a leur usage respectif.

Afin de faciliter le recrutement de cas atteintsFdlc et de chiens contrbles sains, une
collaboration a I'échelle européenne a été organigéut d'abord, nous travaillons en étroite
collaboration avec I'équipe de I'Université d’Helki pour la réalisation de différentes études
(Heikkila et al, 2013; Syrjaet al, 2013; Lilja-Maulaet al, 2014) et nous avons pu également
utiliser des échantillons issus de chiens préatadate recrutés (Heikkilat al, 2011). Nous avons
ainsi pu bénéficier de deux populations: une sFi®VHWT atteints de FPIc et un groupe contrble
sain de la méme race et d’age comparable. Ces gloupes ont été parfaitement phénotypés :
confirmation du diagnostic de FPIc par TDM-HR oustbiogie (les chiens pour lesquels le
diagnostic n'était que tomodensitométrique au délouprojet ont été a nouveau confirmés par la
suite par histologie aprés leur déces) et réadisatiune analyse des gaz sanguins et d'une TDM-
HR pour chercher & exclure une FPIc sub-cliniquezcles chiens contrbles. Par ailleurs, des
confreres spécialisés en médecine interne et ediotzgie ont été contactés par différentes
méthodes : courriel, encart dans les journaux afigés, pages d’information sur le site internet du
projet LUPA et réunions d'information a I'occasidas congres du collége européen de médecine.
Ceci nous a permis d'établir un réseau de partesa@t des fiches explicatives (dossier clinique,
obtention, conservation et transport des prélevéshent été mises a leur disposition. Une dizaine
de cas supplémentaires ont pu étre recrutés plaiaise Enfin, concernant les chiens contréles de
différentes races, le recrutement s’est organipééawdes membres du personnel et des étudiants de
la faculté ainsi qu'aupres des éleveurs. Les élsvbelges et frangais des races d'intérét ont été
contactés par I'intermédiaire des clubs de racenadirts dans les magazines et des salons. Deux
réunions de vulgarisation sur la FPIc ont notamn@&étorganisées en France a destination des
éleveurs et propriétaires de WHWT et ont été I'sama d’effectuer un dépistage et d’obtenir des
prélevements. Ce mode de recrutement nous aimsigpée récolter du sérum de chiens sains issus
de différentes races.

Concernant les chiens atteints d’autres pathologispiratoires, le service de médecine
interne disposait déja d’'un nombre suffisant d'étitlans.

La seule donnée qui est restée problématique ebtelition de tissu pulmonaire de
WHWT sains, cette race étant peu représentée.
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2. Etude 1 : Analyse du profil d’expression génique das la FPIc

L'analyse des profils d'expression génique a I'deh@’un tissu, notamment par la
technique des microdamiers, est un outil particei@ent puissant pour I'étude des différentes
voies impliquées dans la pathogénie d’'une maladéee.microdamier permet ainsi d’étudier
simultanément I'expression de dizaines de milladgsgenes, reflétant la transcription de la quasi-
totalité du génome a un instant donné (Kaminskrregdman, 2002). On peut ainsi obtenir une
signature transcriptomique de l'affection d’intéréhe vue d’ensemble et la comparer a celle
obtenue chez des individus sains ou atteints dauiee pathologie. En effet, cette analyse des
profils d’expression est toujours une analyse coégale niveau d’expression de chaque gene
étant comparé a celui du méme géne dans une ammdition (patient sain ou atteint d'une
pathologie). On peut ainsi identifier toutes lesraalies liées a la présence de la maladie, celles
qui sont communes a d’autres affections procheawuontraire celles qui lui sont spécifiques.
L'analyse de ces profils d’expression peut égalérpenmettre l'identification de molécules clés.
L’autre avantage de cette technique est de travatins a priori, les génes d'intérét n’étant pas
choisis a I'avance, ce qui favorise la découvedevdies ou de molécules impliguées dans une
maladie et dont on n’anticipait pas I'existencel'idverse, les techniques de biologie moléculaire
classiques (PCR, dosage protéique...) s'intéressamdrglement a une molécule voir au maximum
une voie dont on suspecte limplication. Le proosssle screening réalisé a l'aide d'un
microdamier présente néanmoins certains désavantigetement liés au principe de travailler &
grande échelle. On obtient en effet un volume extréent important de données, qu’il peut étre
difficile d’interpréter et de relier entre ellesol® pallier a ce désavantage, de nombreux outils
informatiques ont été développés afin de manipldégrsemble de ces données et d’en tirer le
maximum d’informations pertinentes (Kaminski et déifinan, 2002). Par ailleurs, avec cette
technique, on analyse simultanément I'expressiam djrand nombre de génes a partir d’'un
nombre restreint d’échantillons. L’analyse stafiséi de ces données en est ainsi compliquée et des
faux positifs et faux négatifs sont souvent obsgrvé

L’analyse des profils d’expression génique dansplasmons atteints de FPI a permis de
grandes avanceées dans la compréhension de la patbpgt ce par deux approches.

Initialement, et méme si I'analyse microdamier appdes informations sur des milliers de
genes, la plupart des chercheurs ont préféré sdidec sur un géne en particulier et en valider
l'implication (Kaminski et Rosas, 2006). Dans cetpproche, surnommée « cueillette de cerises »,
un ou quelques génes sont sélectionnés parmi tarieedu profil sur la base de leur niveau
d’expression (avec ou sans support statistiquel até leur réle biologique connu. La variation
d’expression du géne identifiée par microdamiert ptve validée tout d’abord par RT-PCR
quantitative (qQRT-PCR) (validation technique). Laligdation a I'échelle protéique permet de
confirmer que le changement a I'échelle de I'ARNmurge répercussion sur la quantité de
protéines présentes dans le tissu et peut pernditiemtifier les régions du poumon et les cellules
exprimant la protéine. La validation biologique essuite trés importante et permet de déterminer
guelle est la fonction de la protéine, si elleeggtore inconnue, et si cette fonction a un liercdae
fibrose in vivo et/ou in vitro. Enfin, on peut égalent rechercher une perturbation dans le gene
associé a la présence de maladie (Kaminski et R28as).
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Figure 15 : Validation des modifications d’expressinises en évidence par microdamier pour les
génes d'intérét, d'aprés (Kaminski et Rosas, 2006)
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Dans la FPI chez 'homme, cette approche a notampemis de mettre en évidence le
réle clé de certaines molécules comme la matrigy$MMP7) (Cosgroveet al, 2002; Zuoet al,
2002), I'ostéopontine (Pardet al, 2005), FIZZ1 (Liuet al, 2004), CCL7 (Choet al, 2004) ou
WNT5A (Vugaet al, 2009).

Une approche différente, qui exploite beaucoup péugement le volume de données
obtenues par I'analyse microdamier, est I'apprqudiesystéme. Dans cette approche, la variation
d’expression des difféerents genes est combinée l'iptermédiaire des différents logiciels, a
'ensemble des données connues pour ces genesespus cellulaire dans lesquels ils sont
impliqgués, facteurs de transcription, fonctions letalisations cellulaires des protéines
correspondantes... Ces génes sont ensuite assodéfopoer des groupes et ainsi identifier de
grandes fonctions cellulaires altérées. Cette ajygra notamment permis de changer la vision que
les chercheurs avaient de la FPI. Il a d’abordndéiggen évidence que des programmes différents
régulaient la réaction inflammatoire et le procesda fibrose au sein des poumons (Kamimski
al., 2000). A l'opposé de I'image des poumons atseint comme un organe en stade terminal et
inerte, il a également été démontré que le pountaihl®ologiquement actif lors de FPI, avec une
activation du catabolisme, une augmentation du lmoditane du glucose, de la synthese protéique
et de la matrice extracellulaire, une augmentatier’expression des MMP et une activation de
génes impliqués dans la différenciation des mudidsss et la contractilité musculaire (Zebal,
2002; Kaminski et Rosas, 2006). Par la suite, Rm®adu profil d’expression a mis en avant le réle
de I'angiogenese(Cosgroet al, 2004) ou de la réactivation des voies du dévepgmt(Selman
et al, 2008), a permis d’identifier les cibles du TGF&dns les fibroblastes pulmonaires(Renzoni
et al, 2004). L'utilisation d’'un microdamier a égalemeuérmis de mettre en évidence des
differences dans les profils d'expression entre fesmes familiales et sporadiques de
pneumopathies interstitielles(Yared al, 2007a) et au sein de la FPI en fonction de lanéor
évolutive(Konishiet al, 2009) ou du type cellulaire étudié(Ke#ly al, 2006).
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Par ailleurs, comme discuté précédemment, la tdéobieo du microdamier a permis
l'identification de nouveaux biomarqueurs potestichez les patients atteints de FPI (Selmian
al., 2007; Konishiet al, 2009).

En médecine vétérinaire, I'analyse des profils giession génique a été appliquée plus
récemment a I'étude de la pathogénie de différeatestions, dont la cardiomyopathie dilatée
(Oyama et Chittur, 2005; Oyanet al, 2009), I'endocardiose mitrale (Oyama et ChitR0OQ6;
Zheng et al, 2009), les rhinites chroniques (Vanherbergle¢ral, 2012), I'hémangiosarcome
(Tamburiniet al, 2010) ou I'ostéosarcome (O'donogtaial, 2010).

Nous avons donc appliqué cette technique du miongaa du tissu pulmonaire provenant
de chiens atteints de FPIc et de chiens sainglabienir le profil d’expression génique de la EPIc
L'’ARN a ainsi été extrait du tissu pulmonaire oltechez 5 WHWT avec FPIc et 5 chiens
contréles. Les échantillons obtenus ont été pgubés obtenir deux groupes, FPIc et contrble, et
analyseés a I'aide d’'un microdamier canin. Le nivdaxpression de chaque transcrit présent sur la
puce (plus de 40 000 sondes/ puce) a ainsi étéréndans chaque groupe, I'ensemble des données
obtenues constituant un profil d’expression. Lesultdts ont ensuite été comparés entre les deux
groupes pour identifier les transcrits avec unlg fthange » de plus de 2, considérés comme
exprimés differemment entre ces deux conditionss @ennées ont été interprétées par une
approche globale incluant une approche par sys&@mégalement une analyse plus ciblée de
certains genes d'intérét. Cette « base de donnéeété également exploitée pour sélectionner,
parmi I'ensemble des génes dont I'expression étaidifiée dans la FPIc, ceux codant pour des
protéines avec un potentiel de biomarqueur. Cetrprétation des données a été facilitée par
I'utilisation du logiciel IPA.

Différentes fonctions biologiques altérées ont diabété identifiées par cette analyse dont
la croissance et la prolifération cellulaires, Eveloppement et le fonctionnement du systeme
musculo-squelettique, le mouvement cellulaire, éveloppement cellulaire, le développement
embryonnaire, la signalisation et les interactioearcellulaires et la présentation antigénique.

Nous avons ensuite décidé d’étudier plus spécifigare certains genes dont I'expression
semblait altérée dans la FPIc avec 5 génes suneépri CCL2, CCL7, CXCL14, IL8 et la
« fibroblast activation protein » (FAP) et 5 gérsemis-exprimés : la protéine « palate, lung and
nasal epithelium associated » (PLUNC), MMP1, MMRWP8 et MMP9. Ces génes ont été
choisis sur base de leur « fold-change » d’'exppwassiur leur implication dans les différentes
fonctions biologiques mises en avant précédemmersue leurs rbéles connus. Les MMP ont
notamment été sélectionnées car I'analyse micragtastiggérait une régulation négative de leur
expression, résultat en contradiction avec les éesmbtenues précédemment chez I’homme dans
le sang ou le LLBA. L'analyse par gRT-PCR a canérles résultats de I'analyse par microdamier
pour tous les génes pour lesquels une régulatisiiy@mde I'expression était notée (CCL2, CCL7,
CXCL14, IL8 et FAP) ainsi que pour la PLUNC. ArRierse, la régulation négative des différentes
MMP a été infirmée par I'analyse par gRT-PCR. tl&®oter que bien que les transcrits des MMP
étaient considérés comme « présents » dans lesgteugpes lors de I'analyse du microdamier,
I'intensité pour ces sondes était tres faible, gergndait la comparaison nettement moins fiable.
Ces résultats refletent la limitation des microdamviet la nécessité de confirmer individuellement
les résultats obtenus, en particulier pour lesstats avec un signal faible.

Nous avons ensuite complété I'analyse des proféxpiession par une recherche de
biomarqueurs potentiels. La liste des genes et tefold change » a ainsi été filtrée par
I'intermédiaire du logiciel IPA Biomarker Analysigour isoler les génes avec un potentiel de
biomarqueurs. Des criteres arbitraires ont étéas! fold change minimum de 2, gene connu pour
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étre exprimé au niveau pulmonaire et détectiongistebde la protéine correspondante dans le sang
et/ ou le LLBA. Trente-quatre biomarqueurs potstiont ainsi pu étre identifiés dont 32
pourraient étre mesurables dans le sang (dont ClGiri2yloide sérique 1, I'lL8) et 2 uniquement
dans le LLBA (PLUNC et mésothéline). La validité dette approche a été confirmée par la
mesure dans le sérum de I'un de ces biomarquder€CL2. Nous avons choisi le CLL2 pour
plusieurs raisons. Son gene était nettement sunegprhez les chiens atteints de FPlc, résultat
suggéré par l'analyse microdamier et confirmé pRT-PCR. Le CCL2 était potentiellement
mesurable dans le sérum et le LLBA et un kit deage<ttait disponible pour I'espéce canine. Par
ailleurs, l'intérét du CCL2 en tant que biomarquewmait déja été confirmé chez le chien dans
différentes pathologies (Perrgt al, 2011; O'neillet al, 2012; Ishiokaet al, 2013). Une
concentration sérique plus élevée a ainsi été uedm chez les chiens atteints de FPIc en
comparaison de chiens sains. Depuis la publicatéocet article, ces résultats ont été complétés en
incluant des chiens atteints d’autres affectiorspiratoires chroniques. Nous avons ainsi mis en
évidence que la concentration sérique en CLL2 td®zhiens atteints FPIc était plus élevée que
chez ceux atteints de bronchite chronique (277npg/137.3-364.7) (p=0.003) ou de
bronchopneumopathie éosinophilique (281.6; 163@5)1(p=0.009). Les performances de CCL2
en tant que biomarqueur diagnostique ont ensuéteé¢tluées par I'analyse de la courbe ROC.
Ainsi, au-dela de la valeur seuil de 385 pg/mL, BRdc était diagnostiquée avec une sensibilité de
92% et une spécificité de 80 % ; indiquant que IELE pourrait avoir un intérét comme
biomarqueur diagnostique de FPIc. Son intérét eh gae biomarqueur pronostique reste par
contre encore a évaluer.

Figure 16A : Concentration sérique en CCL2 chezctie=ns atteints de fibrose pulmonaire
idiopathigue canine (FPIc, n=13), des chiens ateala bronchite chronique (BC, n=10) et des
chiens atteints de bronchopneumopathie éosinopRiliBPE, n=9). Les résultats sont présentés

sous la forme de box plot.

Figure 16B : Courbe ROC : performance du testfémdificier une FPIlc d’'une BC ou d’'une BPE en
fonction du seuil choisi pour la concentration @gei en CCL2
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L’'une des principales limites de cette etude é&tatitisation d’échantillons « poolés » pour
'analyse microdamier. Le « pooling » a certain@argages car il renforce le signal pour les
transcrits faiblement exprimés, il diminue la vhiii@é biologique et réduit les frais, une seulegu
étant utilisée pour chaque groupe. Toutefois, endma« pooling », les résultats de I'expression
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d’un géne spécifique peuvent étre fortement infbésrpar des « outliers », ce qui majore le risque
de faux positifs mais également de faux négatiéspls, étant donné que I'on compare un résultat
a un autre et non pas deux groupes, seule la vadiefald-change peut étre utilisée pour identifier
les genes sur ou sous exprimés. Or une différempertante peut étre observée entre les deux
résultats sans que cette différence soit signifieanhotamment si la variation au sein des groupes
est importante. A l'inverse, pour certains génespeut avoir une faible différence (inférieure au
seuil choisi) mais qui soit malgré tout signifieati L'interprétation des résultats est donc moins
fiable en I'absence de test statistique, ce quorea la nécessité d’'une validation par gRT-PCR.
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Introduction but a combination of biomarkers is likely to be more reliable for

diagnosing IPF in dogs.

Canine idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is an interstitial pul-
monary disease characterised by progressive fibrosis, leading to
end-stage lung disease. The condition is mainly recognised in mid-
dle-aged to older terriers, especially the West Highland white ter-
rier (WHWT). Affected dogs generally have a history of progressive
dyspnoea and exercise intolerance, with or without coughing
(Corcoran et al.,, 1999; Heikkila et al., 2011). Differentiating IPF
from other chronic respiratory diseases is challenging and the
definitive diagnosis ultimately relies on histopathology, although
thoracic high resolution computed tomography (HRCT) has high
specificity (Johnson et al., 2005). Endothelin-1 has good sensitivity
and moderate specificity as a serum biomarker (Krafft et al., 2011),

* Preliminary results were presented at the 22nd Congress of the European
College of Veterinary Internal Medicine - Companion Animals (ECVIM-CA),
Maastricht, The Netherlands, 6-8 September 2012, and the 29th American College
of Veterinary Internal Medicine (ACVIM) Forum, Denver, Colorado, USA, 15-18 June
2011.

* Corresponding author. Tel.: +32 4 2427515.

E-mail address: e.krafft@ulg.ac.be (E. Krafft).

1090-0233/$ - see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.tvjl.2013.08.018

The mechanisms underlying the development of human IPF re-
main unknown (Coward et al., 2010; Maher, 2012). However, in-
sights into the pathogenesis of IPF have been gained from gene
expression analysis of affected pulmonary tissue (Kaminski et al.,
2000; Zuo et al., 2002; Kaminski, 2003; Kaminski and Rosas,
2006; Kelly et al., 2006; Studer and Kaminski, 2007). Tissue-wide
gene expression analysis using microarrays is a powerful tool to
study disease pathways. Bioinformatic tools, such as Ingenuity
pathway analysis (IPA), help to analyse these gene expression
changes by grouping relevant genes into biological functions or
by filtering genes encoding potential biomarkers (Kaminski and
Friedman, 2002; Sterling and Danail, 2010).

The aim of the present study was to examine pulmonary gene
expression in canine IPF by microarray analysis in an attempt to
gain new insights into the pathogenesis of the disease. We hypoth-
esised that there would be differences in gene expression profiles
between dogs with IPF and unaffected canine lungs, that genes pre-
viously reported as being differentially expressed in the lungs of
human beings with IPF would have similar patterns of expression
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in canine IPF and that the gene expression profile would include
genes encoding proteins with biomarker potential. To validate this
approach for identifying candidate biomarkers, the serum concen-
tration of one protein was measured in dogs with IPF and unaf-
fected dogs.

Materials and methods
Sources of samples

Lung samples from 12 dogs with IPF and 14 control dogs of various breeds were
included in this study. Dogs with IPF included WHWTSs (n = 10; 4 females, 6 males),
and two dogs from other terrier breeds (1 male Scottish terrier and 1 male Lhasa
Apso), with a median age of 12 years (range 11-15years). IPF was diagnosed
according to Norris et al. (2005), Heikkila et al. (2011) and Syrjd et al. (2013). Con-
trol dogs (6 females, 8 males) included Beagles (n = 3), Dachshunds (n = 2), mixed
breed dogs (n=3) and one each of Jack Russell, Yorkshire, Border collie, Belgian
shepherd, Newfoundland and Leonberg breeds, with a median age of 6.5 years
(range 0.2-14 years). None of these animals had a clinical history or signs of lower
respiratory disease and there were no abnormalities of the respiratory system on
thoracic radiographs, postmortem examination and histopathology. The reasons
for euthanasia in this group of dogs were aggressiveness (3 dogs), nasal tumour
(2 dogs), hepatic carcinoma, mammary tumour, intervertebral disc disease, verte-
bral fracture, degenerative myelopathy, perianal fistula, urinary incontinence and
urinary bladder stones (1 dog each); samples were also obtained from one experi-
mental healthy Beagle dog euthanased in a separate study (study protocol approved
by the Committee of Experimental Animals of the University of Liége, Belgium, per-
mit number 763, date of approval 13 March 2008).

Serum samples from 10 WHWTs with IPF (3 females, 7 males; median age
11.2 years, range 8-14 years) and 10 healthy age- and breed-matched unaffected
(control) dogs (7 females, 3 males; median age 9.6 years, range 3-14 years) were
used for chemokine (C-C) ligand 2 (CCL2) serum determination. Diagnosis of IPF
was confirmed by HRCT (4 dogs), histopathology (2 dogs) or both (4 dogs). Health
status was confirmed on the basis of absence of clinical signs and on the results of
clinical examinations, as well as blood gas analysis (10 dogs) and bronchoscopy,
bronchoalveolar fluid (BALF) analysis and HRCT (8 dogs). The protocol was ap-
proved by the Committee of Experimental Animals of the University of Helsinki,
Finland (permit number ESLH-2008-05403, date of approval 27 June 2008).

Collection and processing of lung tissue

Lung samples were obtained within 30 min of euthanasia. In all dogs with IPF,
multiple samples were collected from macroscopically abnormal tissue from at
least two separate lung lobes. In control dogs, at least two lung samples adjacent
to each other were collected. Samples for RNA extraction were either placed in a
1.5 mL cryotube (CM Labs), frozen in liquid nitrogen and stored at —80 °C (n =3)
or transferred into in a cryotube containing RNAlater (Ambio), held at 4 °C for up
to 24 h and then frozen at —80 °C until further processing (n = 23). Samples for his-
topathological examination were fixed in 10% neutral buffered formalin. Since the
lesion distribution is heterogeneous in IPF, samples for RNA extraction and for his-
topathology were collected from adjacent areas to ensure that microarray analysis
would be performed on lesional tissue.

Detection of levels of gene expression by microarray analysis

RNA extraction and quality assessment

Total RNA was isolated from lung samples using the Micro to Mini Total RNA
Extraction Kit (Invitrogen). Tissue (~20 mg) was added to a 2 mL Safe-Lock micro-
centrifuge tube (Eppendorf) containing 350 pL lysis buffer (Invitrogen), 3.5 pL B-
mercaptoethanol and a 5 mm stainless steel bead (Qiagen). Samples were disrupted
using a Tissue Lyser (Qiagen) by shaking the tube at 30 cycles/s for 1 min. The
resulting lysate was centrifuged at 14,000 g for 3 min and the supernatant was pro-
cessed according to the manufacturer’s protocol. The RNA was eluted with 40 pL
nuclease-free water. DNAse digestion of the RNA solution was carried out using
RQ1 RNAse-free DNase (Promega). RNA was stored at —80 °C.

RNA concentration and quality were measured for each sample by spectropho-
tometry (NanoDrop 1000, Thermo Scientific). RNA samples with a 260 nm:280 nm
ratio of 1.8-2.2 and a 260 nm:230 nm ratio of 1.8-2.0 were considered to be suit-
able for quantitative reverse transcriptase-PCR (qRT-PCR). RNA quality and integrity
were further assessed by automated gel electrophoresis (Experion, Bio-Rad). Sam-
ples with no or minimal loss of integrity (RNA integrity number >7) were deemed
to be suitable and were used in microarray experiments.

Microarray analysis

Aliquots of RNA (4 ng) from five dogs in each group (5 WHWTs with IPF: 2 fe-
males, 3 males, median age 12 years; 5 healthy controls: 2 Beagles, 1 Jack Russell
terrier, 1 Yorkshire terrier and 1 Dachshund, all males, median age 4 years) were
pooled in equal proportion to form two experimental sets. Gene expression was

analysed via hybridisation to the Affymetrix GeneChip Canine Genome 2.0 Array
using the one cycle amplification protocol according to the manufacturer’s instruc-
tions.! This canine specific microarray is a second generation oligonucleotide-based
single colour array that assesses the expression of 42,869 probe sets, representing
>38,000 canine genes (Oyama and Chittur, 2005). The remainder of the RNA from
each dog was used for qRT-PCR.

Data analysis

Data were obtained with the high-density Affymetrix GeneChip Scanner 3000.
The Affymetrix call detection algorithm was used to assess which probe sets were
reliably detected above background on each array. To qualify for further analysis, a
transcript had to be evident in IPF or in control tissues, with a probe signal intensity
greater than two times the background intensity. Differential expression of tran-
scripts between IPF and control tissues was determined by comparing probe signal
intensities using a cut-off of a two-fold change in expression for transcripts that
were present in both conditions. Transcripts meeting these criteria were defined
as being differentially expressed between the two groups. Transcripts with a nega-
tive fold change were down-regulated, whereas transcripts with a positive fold
change were up-regulated in IPF tissues compared with control tissues. Transcript
identity was achieved with the annotations provided by the chip manufacturer. Un-
named genes and redundant probe sets were excluded from the list.

Ingenuity pathway analysis

Data obtained with the microarray experiment were evaluated by Ingenuity
pathway analysis? (Kaminski and Friedman, 2002; Sterling and Danail, 2010). Genes
from the data set that met the expression value cut-off value of 2 and that were asso-
ciated with biological functions in Ingenuity’s knowledge base were considered for
the analysis. A right-tailed Fisher’s exact test, was used to calculate a P value deter-
mining the probability that each biological function assigned to the data set was
due to chance alone; significance was designated at P < 0.05 with Benjamini-Hoch-
berg multiple testing correction).

IPA Biomarker® was used to extract candidate genes on the basis of biological
characteristics most relevant to this study. Filters chosen for this study were: (1)
there must be at least a two-fold difference in expression of the gene between IPF
and control lung tissues; (2) the gene should be known to be expressed in the lungs;
and (3) the corresponding protein should be detectable in the blood and/or in BALF.

Detection of levels of gene expression by quantitative reverse transcriptase PCR

Ten genes were selected for qRT-PCR analysis on the basis of their fold changes
in gene expression and their potential role in immunological processes and/or fibro-
sis and/or potential interest as biomarkers: interleukin 8 (IL8), CCL2, CCL7, chemo-
kine (C-X-C) ligand 14 (CXCL14), fibroblast activation protein o (FAP), palate, lung
and nasal associated (PLUNC) protein, matrix metalloproteinase (MMP) 1, MMP7,
MMP8 and MMP9. mRNA samples from all dogs with IPF (n=12) and all control
dogs (n=14) were used for the qRT-PCR experiments. Negative qRT-PCR with the
use of RLP13a primers ensured no genomic contamination of the isolated RNA.
TBP and RPS18 were used as non-regulated reference genes for normalisation of
gene expression (Peters et al., 2007).

The primer and probe sequences were the same as described previously for IL8,
CCL2, CCL7, ribosomal protein L13a (RPL13a), ribosomal protein S18 (RPS18) and
TATA box binding protein (TBP) (Peeters et al., 2006, 2007) and were designed using
GenBank sequences for CXCL14 (XM_847477), FAP (XM_845112.1), PLUNC
(XM_847348), MMP1 (XM_546546), MMP7 (NM_001242726), MMP8
(XM_546547) and MMP9 (NM_001003219) (Peeters et al., 2005) (Table 1).

Quantitative RT-PCR was carried out in a two tubes-two enzymes format using
a combination of a reverse transcriptase (ImProm-II Reverse Transcription System,
Promega) and Hot-Start Taq Master Mix (Qiagen) (Peters et al., 2004). Relative
quantification was performed using the AC, method (Livak and Schmittgen,
2001). Mean relative qRT-PCR expression was compared with the Mann-Whitney
U test using SigmaStat (Systat Software). The level of significance was set at
P<0.05.

Measurement of serum CCL2

Blood samples collected in plain tubes were allowed to clot at room for 30 min
and then centrifuged at 4 °C for 15 min at 3000 g and the serum was stored at
—20°C. CCL2 analysis was performed with a canine sandwich ELISA kit (Canine
CCL2/MCP-1 Quantikine, R&D Systems). Data in the two groups were compared

1 See: http://media.affymetrix.com/support/downloads/manuals/expression_anal-
ysis_technical_manual.pdf (accessed 13 August 2013).

2 See: http://www.ingenuity.com/products/pathways_analysis.html (accessed 13
August 2013).

3 See: http://www.ingenuity.com/products/ipa/biomarker-filter (accessed 13
August 2013).
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Table 1
Primers and probe sequences used for quantitative reverse transcriptase-PCR.

Primer set Product size (base pairs) Forward primer (5'-3) Reverse primer (5'-3") Probe sequence (5'-3')
CXCL14 88 CGACGTGAAGAAGCTGGAA GTACCTGGACACGCTCTTGG TCGCAGTGCGGGTACTTTGGC
FAP 129 TGGGTGTTTATGAAGTTGAGGA CAAGGGCCAGTGATGAAAC TGGGGCTGGTCCTATGGAGGC
PLUNC 138 TGGTAAAGCTGGCTGTGAAG CAAATCCATTAAGCAGGGAGA CACTCCCCTGGGAGCCTGCA
MMP1 131 ACCTTCCCAAAATCCTGTCC CGCGCATGTAGAACCTGTC AGCCAACAGGCCCCCAAACC
MMP7 140 GGGAGAACACACTTCCATTCA CTCTTTGGGACAGCAAGACA CATTCTCCCCCATGCCGTGG
MMP8 94 TTACCCCAAAAGCATAGCAAG TCCGCTGAAGAAAAGGAAGA TGCTGGAAAACTGCATCAACTGTGC
MMP9 150 GCCGACATCATCATTCAGTTT GCCCAGAGTCCATAACTCCTC TGGGCGTCTCCCTGAATGCC
5’ Fluorophore: 6-carboxy-fluorescein (FAM); 3’ Quencher: Black hole quencher 1 (BHQ1).
Oligonucleotides were synthesised by Eurogentech.
Table 2
Selected over- and under-expressed genes in canine idiopathic pulmonary fibrosis vs. controls.
Probe identification Gene symbol Fold-change Gene name
Cfa.16337.1.S1_s_at CCL7 6.8 Chemokine (C-C motif) ligand 7
Cfa.16041.1.51_at ANKRD1 6.1 Ankyrin repeat domain 1
Cfa.3745.1.51_s_at HTR2B 5.2 5-Hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2B
CfaAffx.16581.1.51_at ELF3 5.1 E74-like factor 3 (ets domain transcription factor, epithelial-specific)
CfaAffx.11223.1.51_s_at SLC1A2 5.0 Solute carrier family 1 (glial high affinity glutamate transporter), member 2
Cfa.3851.1.S1_s_at CCL2 49 Chemokine (C-C motif) ligand 2
CfaAffx.16274.1.51_at FAP 4.7 Fibroblast activation protein, o
CfaAffx.29216.1.51_at HMGB3 4.5 High-mobility group box 3
Cfa.3173.2.A1_at SAA1 4.4 Serum amyloid A1l
Cfa.3510.1.S1_s_at IL8 43 Interleukin 8
CfaAffx.19822.1.51_at MucC20 43 Mucin 20, cell surface associated
Cfa.15713.1.A1_s_at MARCO 4.0 Macrophage receptor with collagenous structure
CfaAffx.23602.1.51_s_at GLDN 3.9 Gliomedin
CfaAffx.2003.1.51_at TRHR 39 Thyrotropin-releasing hormone receptor
CfaAffx.15427.1.51_at PRMT3 3.8 Protein arginine methyltransferase 3
CfaAffx.1882.1.51_s_at HSP70 3.8 Heat shock protein 70
CfaAffx.6312.1.51_at LOC612714 3.7 Similar to Complement C5 precursor
CfaAffx.19116.1.51_at ANXA9 3.7 Annexin A9
Cfa.12375.1.A1_at FKBP5 3.6 FK506 binding protein 5
Cfa.7839.1.51_at KRT8 3.6 Keratin 8
Cfa.21149.1.51_at CXCL14 3.4 Chemokine (C-X-C motif) ligand 14
CfaAffx.360.1.S1_s_at ADAMDEC1 33 ADAM-like, decysin 1
CfaAffx.28187.1.51_at ITGA2 3.2 Integrin, o 2 (CD49B, o 2 subunit of VLA-2 receptor)
CfaAffx.23498.1.51_at FGFBP1 3.0 Fibroblast growth factor binding protein 1
(Cfa.182.1.52_at DLA-DQA1 2.7 Major histocompatibility complex, class I, DQ o 1
CfaAffx.6329.1.51_s_at c5 2.6 Complement component 5
Cfa.280.1.51_at dla88 —462.4 MHC class | DLA-88
CfaAffx.11921.1.S1_s_at PLUNC -25.0 Palate, lung and nasal epithelium associated
CfaAffx.23201.1.S1_at MMP7 -17.6 Matrix metallopeptidase 7 (matrilysin, uterine)
Cfa.6128.1.A1_at SLPI -13.7 Secretory leukocyte peptidase inhibitor
Cfa.19619.1.A1_at FBN2 -11.3 Fibrillin 2
Cfa.21324.1.51_at PIP -8.1 Prolactin-induced protein
CfaAffx.26848.1.51_at MYH2 -5.2 Myosin, heavy chain 2, skeletal muscle, adult
Cfa.1262.1.52_at COL1A2 -3.3 Collagen, type I, o 2
Cfa.100.1.51_at COL1A1 -2.2 Collagen, type I, a1
Cfa.6009.2.A1_at FBLN1 -2.0 Fibulin 1

with a Student’s t test when the data were normally distributed (age) or with a
Mann-Whitney U test (serum CCL2 concentration) using SigmaStat. The level of sig-
nificance was set at P < 0.05.

Results
Microarray analysis

The data set supporting the results of this article is available in
MIAME-compliant format in the ArrayExpress repository.* A total
of 798 probe sets fulfilled the criteria for differential expression be-
tween lung tissues from the IPF and control groups. Of these tran-
scripts, 249 were up-regulated, whilst 549 were down-regulated;

4 See: http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/experiments/E-MEXP-3671/ (accessed 9
October 2013).

246 transcripts were gene sequences that have not been annotated
in dogs or pseudogenes and therefore were not investigated further.
The remaining 553 sequences represented genes encoding identified
proteins and were summarised on the basis of their known func-
tions. Selected up-regulated and down-regulated genes are listed
in Table 2.

Functional analysis and selection of potential biomarkers

The enriched functional gene groups for affected lungs com-
pared to control lungs are presented in Table 3. Thirty-four genes
met the criteria for biomarker selection (Table 4); 32 gene products
should be measurable in blood, while two proteins (mesothelin
and PLUNC) have only been described in BALF (Bartlett et al.,
2011).
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Table 3
Enriched functional gene classes in the differential expression profile of canine
idiopathic pulmonary fibrosis.

Function annotation Number of  Benjamini-Hochberg
genes P value
Cellular growth and proliferation 216 0.000719
Skeletal and muscular system 48 0.000719
development and function
Cellular movement 147 0.000784
Cellular development 79 0.027
Embryonic development 28 0.027
Cell-to-cell signalling and interaction 136 0.027
Antigen presentation 45 0.0271

Quantitative reverse transcriptase PCR

qRT-PCR confirmed the direction of change in expression for
most of the selected genes; dogs with IPF had a significant increase
in expression of genes encoding CCL2, CCL7, CXCL14, IL8 and FAP
relative to control dogs, and a significant decrease in expression
of PLUNC (Fig. 1). There was no significant difference in expression
of genes encoding for MMP1, MMP7, MMP8 or MMP9 (Fig. 2).

Serum CCL2

There was no significant difference in age between IPF affected
and control WHWTSs (P =0.134). Serum levels of CCL2 were signif-
icantly higher in WHWTSs with IPF (mean 628.1 pg/mL, interquar-
tile range, IQR, 460.3-652.7 pg/mL) compared to unaffected
WHWTs (mean 344.0 pg/mL, IQR 254.5-415.5; P=0.001; Fig. 3).

Discussion

Repetitive alveolar epithelial cell injury and dysregulated re-
pair, with sustained proliferation of fibroblasts and deposition of
collagen, are suspected to be the main pathological processes in
human IPF (Wilson and Wynn, 2009; Coward et al., 2010). Removal
of fibroblasts might be delayed because fibroblasts proliferate
excessively and are resistant to apoptosis (Maeyama et al., 2001;
Moodley et al., 2003a,b, 2004; Buhling et al., 2005). Conversely,
alveolar epithelial cells seem to undergo excessive apoptosis, lead-
ing to defective repair of damaged alveolar epithelium. Analysis of
our data set supports the hypothesis that dysregulation of cell
growth, proliferation and apoptosis are features of canine IPF. Hu-
man IPF is associated with an aberrant immune response and
chronic inflammation (Strieter, 2008).

In the present study, microarray analysis highlighted functional
categories related to inflammation and immune responses, and
demonstrated up-regulation of numerous inflammatory cytokines,
including CCL2, CCL7, CCL17, IL8 and CXCL14, along with o3 acti-
nin and serum amyloid A1, in dogs with IPF, similar to findings
in human IPF (Carre et al., 1991; Antoniades et al., 1992; Sekiya
et al., 2000; Kurth et al.,, 2001; Starnes et al., 2006). Increased
expression of CCL2, CCL7, IL8 and CXCL14 was confirmed by qRT-
PCR and increased circulating levels of CCL2 were found in affected
dogs in comparison with healthy dogs of the same breed. In addi-
tion to their inflammatory properties, some of these cytokines,
such as CXCL14 (Augsten et al., 2009) and CCL2 (Gharaee-Kermani
et al.,, 1996), also have profibrotic properties. CCL2 is a major
monocyte chemoattractant, but also a potent chemoattractant for
T cells, immature dendritic cells and fibrocytes (Datta et al.,
2011). It promotes fibrosis, by inducing expression of transforming

Table 4
Biomarker candidates in canine idiopathic pulmonary fibrosis.

Symbol Entrez gene name Fold change
CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2 49
SAA1 Serum amyloid A1l 4.4
IL8 Interleukin 8 31
KRT8 Keratin 8 35
CD163 CD163 molecule 3.1
LAMP3 Lysosomal-associated membrane protein 3 2.7
SFTPD Surfactant protein D 2.6
MSLN Mesothelin 2.5
KRT18 Keratin 18 2.5
CYP1B1 Cytochrome P450, family 1, sub-family B, polypeptide 1 24
GALNT3 UDP-N-acetyl-o-p-galactosamine:polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 3 (GalNAc-T3) 2.4
FOS FBJ] murine osteosarcoma viral oncogene homolog 2.4
UCHL1 Ubiquitin carboxyl-terminal esterase L1 (ubiquitin thiolesterase) 2.2
VWF von Willebrand’s factor 2.2
ECM1 Extracellular matrix protein 1 21
FGF9 Fibroblast growth factor 9 (glia-activating factor) 2.0
PLUNC Palate, lung and nasal epithelium associated -25.0
MMP7 Matrix metallopeptidase 7 (matrilysin, uterine) -17.6
HP Haptoglobin -4.1
MBP Myelin basic protein —4.1
BDNF Brain-derived neurotrophic factor -4.0
PDGFB Platelet-derived growth factor B polypeptide (simian sarcoma viral (v-sis) oncogene homolog) -3.8
PGLYRP1 Peptidoglycan recognition protein 1 -3.5
MMP9 Matrix metallopeptidase 9 (gelatinase B, 92 kDa gelatinase, 92 kDa type IV collagenase) —-34
LCN2 Lipocalin 2 -3.2
RBP1 Retinol binding protein 1, cellular -3.1
CA2 Carbonic anhydrase I =27
ACE Angiotensin I converting enzyme (peptidyl-dipeptidase A) 1 -2.7
CDH5 Cadherin 5, type 2 (vascular endothelium) -2.6
ABCC1 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 1 -24
PTGES Prostaglandin E synthase -2.4
FGF1 Fibroblast growth factor 1 (acidic) -2.3
CAMP Cathelicidin antimicrobial peptide -2.2
HPGD Hydroxyprostaglandin dehydrogenase 15-(NAD) -2.0
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Fig. 1. Box plots of relative gene expression levels of cytokines in West Highland white terriers (WHWT) with canine idiopathic pulmonary fibrosis vs. controls. Gene
expression levels of (A) CCL2, (B) CCL7, (C) interleukin 8, (D) CXCL14, (E) fibroblast activation protein o (FAP) and (F) PLUNC were measured by real-time quantitative reverse
transcriptase-PCR. The lower, middle and upper lines of each box represent the 1st, 2nd and 3rd quartiles, respectively. The whiskers, where present, delineate the 10th and

90th percentiles. Dots, where present, show the maximum and minimum values.

growth factor B1 and collagen by fibroblasts (Gharaee-Kermani
et al., 1996).

Microarray analysis highlighted PLUNC as one of the most
down-regulated genes and this result was confirmed by qRT-PCR.
Its exact role is unknown, but PLUNC might be involved in the
inflammatory response to irritants and in innate immunity
(Gakhar et al., 2010; Bartlett et al., 2011).

The role of MMPs in tissue remodelling and repair is not limited
to degradation of extracellular matrix components, but also in-
cludes activation of cytokines and growth factors. MMP1, 7 and 3
have been implicated in the pathogenesis of human IPF (Pardo
and Selman, 2006; Yamashita et al., 2011). In contrast with find-
ings in humans, where MMP1 and 7 were up-regulated in affected
lungs compared to control lungs (Zuo et al.,, 2002; Rosas et al.,

2008), our microarray analysis suggested that down-regulation of
MMPs occurred in the lungs of dogs with IPF in comparison with
control dogs. However, the probe signal intensities were low, mak-
ing the comparison less reliable, and the results for MMP1, MMP?7,
MMP8 and MMP9 were not confirmed by qRT-PCR.

Some of the most significantly altered biological functions in
our data set were associated with developmental pathways. In hu-
man IPF, aberrant activation of developmental programmes has
been proposed (Selman et al., 2008). Our results also suggest that
genes involved in morphogenesis and differentiation are important
in canine IPF. Among these genes, qRT-PCR confirmed increased
expression of FAP, which is expressed at sites of tissue remodelling
during embryonic development (Niedermeyer et al., 2001; Acharya
et al., 2006). FAP is selectively expressed by a subset of fibroblasts
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Fig. 3. Box plots of serum CCL2 concentrations in West Highland white terriers
(WHWT) with canine idiopathic pulmonary fibrosis (IPF, n=10) and in healthy
WHWTs (n =10).

in areas of ongoing tissue injury in the lungs in human IPF and may
be useful as a marker of disease activity (Acharya et al., 2006).

Several studies have attempted to identify diagnostic and pre-
dictive biomarkers in human IPF (Prasse and Miiller-Quernheim,
2009; Richards et al.,, 2012; Vij and Noth, 2012; Song et al.,
2013); some of these potential biomarkers have been identified
using microarray technology (Selman et al., 2007; Konishi et al.,
2009). Those studies have shown that changes in blood proteins,
such as Krebs von den lungen 6 antigen (KL6), surfactant protein
A (SPA), MMP7, CCL2, CCL18 and IL8, are diagnostic and prognostic
for IPF. MMP-7, intercellular adhesion molecule (ICAM)-1, IL8, vas-
cular cell adhesion molecule (VCAM)-1 and S100A12) have prog-
nostic value in patients with IPF (Richards et al., 2012).

By filtering the results obtained through microarray analysis,
we identified 34 molecules that represent candidates for further

studies. Increased levels of expression of CCL2, CCL7 and IL8 were
confirmed by qRT-PCR in the lungs of dogs with IPF compared to
unaffected dogs. We focussed on CCL2 because of its high fold
change by microarray analysis, the confirmation of increased
expression by qRT-PCR, because CCL2 is detectable in both serum
and BALF, and because a specific canine assay for CCL2 is available.
Levels of CCL2 were higher in the serum of WHWTSs with IPF than
in healthy WHWTs, supporting the potential value of CCL2 as a bio-
marker in canine IPF. Other genes, such as FAP, not highlighted by
the IPA biomarker-oriented analysis, but shown to be under- or
over-expressed in the present study, may also have potential as
biomarkers of canine IPF.

The present study was limited by several factors. Due to the
limited availability of normal lung tissue, control dogs were not
age- and breed-matched in the microarray and qRT-PCR studies.
As a consequence, we cannot exclude age, breed and sex as signif-
icant confounding factors. Another major limitation of the micro-
array analysis was the use of pooled mRNA samples. Pooling has
some advantages, since it reinforces signals for weakly expressed
transcripts, decreases biological variation and reduces costs, since
only one chip is used for each group (Kaminski and Friedman,
2002). Conversely, the level of expression of a specific gene in a
group can be influenced by outlier samples and differentially ex-
pressed transcripts cannot be identified by statistical analysis.
However, several results were confirmed by individual qRT-PCR
analysis and, for CCL2, by analysis of serum protein levels, in a
breed- and age-matched dogs.

Conclusions

The present microarray study identified multiple genes and
pathways differentially expressed in the lungs of dogs with IPF
and associated with cellular proliferation, growth and death,
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inflammation and the immune response, and developmental pro-
cesses. Quantitative RT-PCR confirmed a significant increase in
expression of genes encoding CCL2, CCL7, CXCL14, IL8 and FAP in
dogs with IPF relative to control dogs, and a significant decrease
in expression of PLUNC, identifying them as possible diagnostic
or prognostic biomarkers. The potential of CCL2 as a serum bio-
marker was demonstrated by the presence of high serum concen-
trations in affected WHWTs compared to healthy WHWTs.
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3. Etude 2: Le TGFBL1 et ses voies d’activation, de stkage et de
signalisation dans la FPIc

En raison du réle central du TGFB1 dans la pathiegde la FPI chez ’lhomme évoqué
précédemment, nous avons décidé de I'étudier dam@Plc. Nous avons notamment cherché a
déterminer si sa synthése, ses voies d’activatiole stockage étaient altérées lors de FPIc et si |
parenchyme pulmonaire atteint était le siege d'wigral TGFB1 » actif. Les mécanismes de
régulation du signal du TGFB1 incluent des changgsdans la transcription du géne du TFGB1,
la stabilité et la traduction de I’ARNm correspontjales modifications post-transcriptionnelles, le
stockage et l'activation des formes latentes, Ibitton de la signalisation intracellulaire et
I'inactivation du TGFB1. Certains de ces mécanispm@sainsi été étudiés chez des chiens atteints
de FPIc en comparaison de chiens sains. La comatientrsérique en TGFB1 a également été
évaluée avec I'hypothése que des taux circulamteésl pourraient étre un reflet d’'une activité
augmentée du TGFB1 au niveau pulmonaire et qu'pberrait étre utilisée en tant que
biomarqueur.

Le niveau d'expression génique du TGFB1 a ainsiéd#lué par qRT-PCR alors que
l'immunohistochimie a été utilisée pour tenter diidifier les cellules produisant le TGFB1, ses
lieux de stockage et d’évaluer de maniére qualigédti quantité de protéines présentes a l'aide d'un
anticorps anti-TGFB1, mais également d’identifiexs Icellules cibles pour le TGFB1 par
l'intermédiaire d'un anticorps anti-TGFBRI. L’ex@&on de certaines protéines impliquées dans le
stockage (LTBP1, 3 et 4) et I'activation des forneentes du TGFB1 (sous-unitBé etp8 des
intégrines avp6 et avp8), a été évaluée par gRT-PCR. En ce qui conceansignalisation
intracellulaire, nous avons choisi d’évaluer laevdies Smads. L'expression de la Smad 7, Smad
inhibitrice de la signalisation intracellulaire,ainsi été évaluée par qRT-PCR. Les Smad 2 et 3
étant présentes sous forme phosphorylées suite Baiton du TGFB1 a ses récepteurs
membranaires, nous avons utilisé un anticorps dmbmad2/3 pour confirmer par
immunohistochimie la présence d’'un signal intradeite actif du TGFB1. Les échantillons utilisés
pour ces analyses provenaient de 12 WHWT atteietd~Bic et de 11 chiens contrbles de
différentes races.
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Figure 17 : Eléments des voies du TGFB1 étudiés @aRPlc
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Tout d’abord, aucune différence significative ddespression génique du TGFB1 n’a été
observée entre les chiens atteints et les chiemtsdbes. Ce résultat doit toutefois étre pondére pa
la faible puissance statistique (0,285) obtenuerdgion bronchique et péribronchique, le méme
pattern d'immunoréactivité a été observé pour itamps anti-TGFB1, avec un marquage intense
et diffus dans la couche de tissu conjonctif ergottes bronches et les bronchioles et un marquage
plus faible et granuleux dans les muscles lissesdhiques, bronchiolaires et vasculaires. En
région alvéolaire, une différence trés nette tait contre observée. Chez les chiens contréles,
selon les champs, aucun marquage ou un marquagkitée était noté ; alors que chez les chiens
atteints, un marquage uniforme intense et diffag ébservé au niveau de la matrice fibreuse. Ces
données indiquent que chez le chien, le TGFB1 Estept dans le poumon sain en particulier en
région péribronchique, avec un stockage dans laageatxtracellulaire. Chez les chiens atteints, le
marquage intense dans la matrice fibreuse en ré&di@olaire suggére la présence d'une quantité
élevée de TGFB1 dans les zones fibrotigues avecaugmentation du stockage extracellulaire.
Aucun marquage intracellulaire n'ayant été obteansdes deux groupes, il ne nous a par contre
pas été possible d'identifier les cellules produida TGFB1. Bien que le TGFB1 sous forme de
protéine semble présent en quantité augmentéelelmenes fibrotiques, aucune surexpression du
géne n’'a été observée, suggérant que la régulddéidrexpression génique du TGFB1 n’est pas un
mécanisme important de régulation des voies du TIGHBns la FPIlc. Un marquage pour
I'anticorps anti-TGFBRI a été observé dans les dgnaupes au niveau des cellules épithéliales
bronchiques et bronchiolaires et plus faiblememiagau des muscles lisses. Au sein des poumons
sains, les pneumocytes n’exprimaient pas ce résepters qu’'un marquage intense était observée
de maniére ponctuelle au niveau des cellules @itk alvéolaires, en particulier des
pneumocytes hypertrophiques, chez les chiens @ttdimm FPIc. Ces résultats suggerent que ces
pneumocytes hypertrophiques sont une cible impttaour le TGFB1 lors de FPIc.

Un marquage nucléaire pour les P-Smad 2/3 a égnabdans les deux groupes. Chez les
chiens sains, quelques cellules épithéliales ahiread et bronchiques étaient positives, indiquant

87



I'existence d’'une activité basale du TGFB1 au skirpoumon sain. Dans les poumons des chiens
atteints de FPIc, un marquage intense et concetmemproportion beaucoup plus importante des
cellules a été mise en évidence au sein de I'dpithéésionnel, confirmant I'hypothése d’'une
augmentation du « signal TGFB1 » au niveau desleslgEpithéliales pathologiques.

L'analyse des voies de stockage du TGFB1 a d’abscen évidence que les LTBP1, 3 et
4 sont toutes exprimées dans le poumon sain chezide. Les résultats suggérent également une
altération de ces voies lors de FPIc avec une ditoin de I'expression de la LTPB4.
L’interprétation de cette sous-expression est pmstant difficile. Méme si I'on peut suggérer
gu’elle pourrait s’accompagner d’une activationspimportante du TGFB1, la situation semble en
réalité plus complexe. Tel qu'évoqué précédemmentdle des LTBP n’est en effet pas limité a
I'inactivation du TGFB1 et méme s'il a été suggépde chaque isoforme puisse avoir des
propriétés différentes, trées peu de données sontellament connues sur leurs fonctions
spécifiques.

Concernant les voies d’activation du TGFBL1, il cessle cette étude que les intégrines
avp6 etavp8 et la THBS1 sont exprimées par le poumon saguetleur expression est altérée lors
de FPIc avec régulation négative de I'expressioid@8 et une surexpression de la THBS1. Ces
résultats suggérent que les interactions avec IBSIHpourraient étre un mécanisme important
d’activation du TGFBL1 lors de FPIc, tel que suspectiez 'homme. L’activation pardavf6
semble particulierement importante lors de mécagsspathologiques chez ’'homme, comme lors
de phénomeéne inflammatoire. L'activation par ceitégrine semble importante lors de FPI chez
’'hnomme et une surexpression a été mise en éviddaos les cellules épithéliales des zones
fibrotiques. Dans notre étude, I'expression de daissunité p6 n’était pas significativement
différente entre les 2 groupes, suggérant que eetted’activation n’est pas prépondérante dans la
FPIc. Il est toutefois possible que I'absence dfémtince soit liee a une erreur de tfp@uissance
du test de seulement 0,382) ou que cette surexpmessit cellule-spécifique et ainsi plus
difficilement détectable par qRT-PCR a I'échelkstilaire.

Il a été décrit que I'expression de Smad 7 estudée par le TGFB1, ce qui pourrait
constituer un rétrocontrdle négatif du signal. iderse, une déficience dans cette voie régulation
pourrait stimuler la voie du TGFB1. D’aprés noauitsds, il semble que ce mécanisme d’inhibition
n’est ni stimulé ni déficient a I'échelle trans¢igmnelle lors de FPIc.
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Figure 18 : Altérations des voies du TGFB1 miseéwdence lors de FPIc
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Dans une étude préliminaire comparant la concemtragérique en TGFB1 entre des
WHWT sains, atteints de FPIc et un groupe de chilendifférentes races, nous avons obtenu une
différence significative entre les chiens atteiatsle groupe contréle de différentes races. De
maniere plus surprenante, aucune différence n'aobservée entre WHWT sains et WHWT
atteints. Ces résultats ne confortaient pas notpothése initiale d’'un taux circulant élevé en
TGFB1, reflet de la présence des lésions pulmomaile FPIc. lls excluaient également son
utilisation en tant que biomarqueur. Par contre, slggéraient I'existence d'une variabilité
interraciale ou moins probablement d’'un effet dge2 groupes de WHWT étant plus agés que les
chiens du groupe contréle. Nous avons donc tedté bgpothése en mesurant la concentration
sérique en TGFB1 dans différentes races et ce @duoaim des chiens avec une prédisposition
variable pour la FPIc, de fortement prédisposésraprédisposés. Alors qu’aucun effet de I'age
n'a été mis en évidence, un effet race est netteprésent avec des concentrations sériques plus
élevées dans les races prédisposées, en partieulHWT. Ces résultats suggerent que le taux
circulant en TGFB1 pourrait étre, au moins pasiaiént, déterminé génétiquement chez le chien.
Chez I'homme, la concentration sanguine en TGFBEmrpartie héritable (Grainget al, 1999).

Tel qu'évoqué précédemment, des polymorphismes ldagéne, associés a une synthése variable
de TGFB1, ont été associés a la prédisposition pouWPIl. Par ailleurs, aprés transplantation
autologue de moelle osseuse et chimiothérapie Bamsdre du traitement du cancer du sein
(Anscheret al, 1993), les taux sanguins en TGFB1 prétransplardtaient plus élevés chez les
patients développant par la suite une fibrose pnhite ou hépatigue que chez ceux ne
développant pas de fibrose. Mais comment expligaes ce cas que seuls certaines personnes ou
certains chiens développent la maladie ? Une dpsthgses est que la présence de taux circulants
élevés en TGFB1 ne serait pas suffisante en ellmar@our entrainer I'apparition de la maladie
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mais pourrait induire une réponse inappropriée &ades Iésions pulmonaires, réponse conduisant
a terme au développement d’'une fibrose. Cette hg@setest appuyée par une étude réalisée chez la
souris (Haideret al, 2007). Un modele de souris transgénique a étiseutafin d'évaluer les
conséquences d’'une surexpression du TGB1 sous facthe, par microinjection d’'un fragment
d’ADN contenant le géne modifié du TGFB1 associéndpromoteur de I'albumine. Ces souris
surexpriment le TGFB1 au niveau hépatique, présedes taux circulants élevés de TGB1 actif et
développent spontanément une fibrose hépatiqueurfuéibrose pulmonaire spontanée n'a été
observée chez ces souris qui présentent par aamgrébrose pulmonaire plus sévere que les souris
sauvages suite a I'administration de bléomycine. €sultats apportent ainsi une piste intéressante
pour tenter d’expliquer la nette prédispositionakcdu WHWT, avec I'hypothése que la présence
de taux circulants importants de TGFB1 pourraibfeaser le développement d’une FPIc.

Cette étude présente plusieurs limites. Tout d@blarpuissance des tests statistiques était
insuffisante pour certaines analyses en raisoradaille limitée des groupes, il est ainsi possible
que des différences entre les deux groupes n'a@hpu étre mises en évidence. Par ailleurs, les
analyses qRT-PCR ont été effectuées sur des éitramtie tissu, la quantité d’ARMm a ainsi été
évaluée a l'échelle tissulaire et non pas cellglaies conclusions ne peuvent donc pas étre
appliguées a un type cellulaire particulier. Lanpipale limite de cette étude réside toutefois dans
la constitution des groupes contrdles utilisés plasr analyses immunohistochimiques et de
transcriptomiques. Ces groupes n'ont en effet pagtpe « matchés » pour I'age et surtout pour la
race, aucun tissu pulmonaire issu de WHWT sainariapu étre obtenu. Or, tel que confirmé par
'analyse des concentrations sériqgues en TGFBAhpparait que la race peut étre un facteur
confondant important dans la FPIc. Une partie de rsultats a toutefois été confirmée tres
récemment dans une étude immunohistochimique c@mpan groupe de 14 WHWT a 3 WHWT
sains (Lilja-Maulaet al, 2013a). Dans cette étude, les auteurs ont égatamie en évidence une
immunoréactivité plus élevée en P-Smad2/3 cheYMESVT atteints comparés aux WHWT sains
et ce a l'aide d'une méthode semi-quantitative (@bocdllules alvéolaires positives), confirmant
'existence d'une augmentation du « signal TGFBIbss de FPlc. Chez les chiens atteints,
'immunoréactivité était principalement observéenareau de I'épithélium Iésionnel. Cette étude a
également évalué l'expression de LTP1l. Une augrientale I'immunoréactivité pour cette
protéine était observée au niveau des cellulebdgtes alvéolaires anormales, dans l'interstitium
et en région péribronchique et périvasculaire deszWHWT avec FPIc en comparaison des
contrbles. L'absence de concordance entre cestats@dt ceux que nous avons obtenus peut
notamment étre liée a la difféerence des technigtiésées. En effet, en utilisant la gRT-PCR a
partir d’échantillons de tissus, nous avons quigniéf quantité d’ARNm et non pas la quantité de
protéines. De plus, une surexpression localiséeL@BP1, par une population cellulaire
particuliére, peut ne pas étre détectée par qRT-P@R observée par immunohistochimie. Une
autre hypothése est que la régulation de la trgntiger du géne de LTPB1 ne serait pas un
mécanisme important de régulation de la quantitgrdetine présente dans les tissues.
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Abstract

Background: The pathogenesis of idiopathic pulmpridirosis (IPF) in dogs is poorly
understood. In human, transforming growth facgdr (TGFB1) is considered central in the
pathogenesis.

Objectives: To investigate TGFB1 pathway in IPF.

Animals: Lung tissues from 12 affected and 11 a@rdogs. Serum from 16 affected West
Highland white terriers (WHWTSs) and healthy dogsnir predisposed (13 WHWTS, 12 Scottish
terriers and 13 Bichons Frise) and non-predispbsedds (10 Whippets, 10 Belgian shepherds, 8
Labradors).

Methods: In this prospective study, immunohistocistntywas used to evaluate expression
and localization of TGFB1 protein and proteins iwed in TGFB1 signaling (TGFB receptor type
| and phospho-Smad2/3). Pulmonary expression of BlIG&nd molecules involved in its storage
(latent TGFB binding proteins (LTBP) 1, 2 and 4xtiaation @vp6 and avp8 integrins,
thrombospondin-1) and signal inhibition (Smad 7)swanalyzed by quantitative reverse
transcriptase PCRirculating TGFB1 concentration was measured byJAL|

Results: In IPF, high level of TGFBL1 protein wasrd in areas of fibrosis, epithelial cells
had strong expression of TGFB receptor type | ahdspho-Smad2/3, gene expression was
decreased for LTBP 4 (p=0.009) af8 integrin (p<0.001) and increased for thrombospond
1(p=0.016); no difference was seen for Smad7, LTBRA 2. Serum TGFB1 concentration was
higher in predisposed compared with non-predispbseelds (p<0.0001).

Conclusions and clinical importance: This studyniffeed an enhanced TGFB1 signaling
activity in IPF. TGFB1 storage and activation pnagewith altered expression represent potential
therapeutic targets. Higher circulating TGFB1 caoniion in predisposed breeds might partly
explain their susceptibility for IPF.
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Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) in dogs has meecently completely characterized
clinically *® and histologicall§; This histological description has confirmed tit@dtic nature of
the disease with an underlying mature fibrosis lindags and multifocal areas of accentuated
subpleural and peribronchiolar fibrosis with ocoasil honeycombing and alveolar epithelial
changes found in most dogs (type Il pneumocytegiatgnd hyperplasia). Inflammatory changes
are limited to mild to moderate interstitial lymghasmacytic infiltration. Another striking figure
of IPF is the major breed predisposition for thestMdighland white terrier (WHWT). Rare cases
have been described in other terrier breeds inotudhe Staffordshire terrieiand the Scottish
terrief and in other small breeds such as the Bichon Fpesesonal observation).

Breed predisposition suggests a genetic basihéodisease; however, the pathogenesis of
IPF is poorly understood. Endothelifidnd pro-collagen aminopeptide typ€ iave been studied
as biomarkers of IPF and are probably involvechim pathogenesis. Recently, a pulmonary gene
expression profile analysis has showed increasdthgmary expression of genes encoding
cytokines such as CCL2, CCL7, IL8, CXCL14 and tbedblast activation prote?n

Transforming growth factor beta 1 (TGFB1), a membiethe TGFB superfamily, plays
important regulatory roles in cell growth, morphogsis, differentiation and apoptosis. It is a
potent fibrogenic factor which increases extradatlmatrix accumulation by enhancing collagen
synthesis and suppressing protease proddctlanhuman patients with IPF, increased TGFB1
concentrations are found both in bronchoalveolaade fluid® and plasmé. Moreover, TGFB1
mRNA and protein are overexpressed in lung tissusuman patients with IPE™ For all these
reasons, dysregulated or aberrant TGFB1 signal@&B1 is now considered to be one of the
primary causative agents of pulmonary fibrosis anm

TGFB1 is produced as an inactive form, the sma#intacomplex, which is the active
mature TGFB1 peptide bound to its propeptide. Hmesll latent complex binds to latent TGF
binding proteins (LTBPs) to form a large latent gbex before being released from the cell. After
excretion, most latent complexes are targeted ¢oetktracellular matrix through LTBPs. This
storage is a means of regulating TGFB1 sign&linig vivo, latent complexes are activated by
integrinsavp6'”*® andavp8™ and by interaction with thrombospondin-1 (THB%1). The active
form of TGFB1 binds to its specific type Il recerstowhich is followed by the recruitment of type
| receptors (TGFBRI). Various intracellular sigmgi pathways downstream to the TGFB1
receptors have been described, including the Smaigips®. Activation of TGFBRI results in
Smad2/3 phosphorylation leading to a complex witha&4. This complex translocates to the
nucleus where it activates target genes by bintiingpecific promoter element. Smad7 inhibits
TGFBL1 signaling by binding to TGFBR1 and interferinith Smad2 and Smad3 phosphorylation.

The aim of the present study was to evaluate TGsBdhemical pathways in healthy dogs
and dogs with IPF. Specifically, the concentratibreirculating TGFB1 was evaluated in addition
to lung expression and localization of this molecak well as proteins involved in its storage
(LTBPs) and activationaf/6 andavp8 integrins and THBS1). We also analyzed protainslived
in TGFB1 signaling including TGFBR1, phosphorylatd@ad2/3 (P-Smad2/3) and Smad?7.

Materials and Methods

All samples were obtained from privately owned dogss study was carried out in strict
accordance with the recommendations in the GuidéhoCare and Use of Laboratory Animals of
the National Institutes of Health. The protocol veggproved by the Committee of Experimental
Animals of the University of Helsinki, Finland (meit number: ESLH-2008-05403) and of the
University of Liege, Belgium (permit number 1435).
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Animals

Lung tissue samples were obtained from 12 WHWTh WAE (mean age + standard error
of the mean: 12.8 + 0.4 years) and 11 control dufggarious breeds (3 Beagles, 3 mixed-breed,
one dog from each of the following breeds: Yorkshirrier, Jack Russell terrier, Border collie,
Newfoundland, Leonberger) (5.2 £ 1.4 years).

Serum was collected from 16 WHWTs with IPF (11.D.8 years) and from 66 healthy
control dogs from breeds with different predisgoss to IPF. These included highly predisposed
WHWTSs (13 dogs, 9.6 + 0.8 years), two breeds regbtd be mildly or moderately predisposed,
the Scottish terrier (12 dogs, 5.6 + 0.8 years), the Bichon Frise (13 dogs, 5.4 + 1.0 years) and 3
breeds considered to be non-predisposed: the Wh{ijPedogs, 8.3 + 0.9 years), the Belgian
shepherd (10 dogs, 5.6 = 0.1 years) and the Lab(8dings, 4.9 + 1.2 years).

Clinical diagnosis of IPF was based on compatiliieical signs and exclusion of other
causes of chronic respiratory disease by thoraaitography, bronchoscopy, bronchoalveolar
lavage fluid analysis, echocardiography and feoalysis (Baermann and flotation methods), and
on the results of HRCT. Euthanasia was indicated because of progresssyeratory failure in 12
dogs; diagnosis of IPF was confirmed post-mortenmiroscopical examination of lung tissties
The health status of the control dogs was assdsaseld on history (absence of clinical signs
consistent with respiratory or cardiac diseaseary other disease with systemic consequences),
physical examination, hematology and serum biockewiIn the healthy WHWTS, blood gas
analysis, bronchoscopy and thoracic HRCT were péstormed. The 11 control (non-WHWTS)
dogs used for lung analyses were euthanized for-pntmonary related reasons and
histopathological examination confirmed normal lamghitecture.

Lung and blood samples

Full-thickness lung tissue samples were obtainethimi30 minutes after euthanasia.
Samples for RNA extraction were either placed il.amL cryotub& snap frozen in liquid
nitrogen and stored at -80°C (n=4) or transferne iin a cryotub® containing RNA laté
refrigerated at 4°C for up to 24h, and then froaer80°C until further processing (n=19). Samples
for histopathology and immunohistochemistry weigcptl in 10% neutral buffered formalin. Since
the lesion distribution is heterogeneous in IPFm@as for RNA extraction and for
histopathological analysis were collected from eelja areas to ensure microarray and quantitative
reverse transcriptase PCR (gRT-PCR) analysis wderped on lesional tissue. Blood samples
collected in plain tubes were centrifuged 30 mieratollection at 4°C for 15 min at 3000g and the
serum was stored at -20°C until analysis.

Immunohistochemistry

Paraffin wax-embedded sections of control (n=5) #P lung (n=7) were dewaxed in
toluene and rehydrated in graded alcohol. For Pe2/Maonly, antigens were retrieved by heating
the sections in 0.01M citrate buffer (pH 6.0) inméicrowave oven set to full power until the
solution came to boil and for 10 minutes after thisnt. Endogenous peroxidase activity was
blocked with 0.3% hydrogen peroxidase.

TGFB1 and TGFBRI

Tissue sections were incubated for 1 hour in bloglgolution (10% normal goat serum in
PBS) and then exposed to rabbit anti-human TGBBanti-human TGFBRI-ALK%(as described
previously*?), each diluted at 1:400 in the blocking solution ¥ 4vernight. Secondary antibody
(biotinylated goat anti-rabbit Igtbwas applied to the sections for 1 hour at roompierature at a
concentration of 1:300 in the blocking solution.ntomoreactivity was detected by the use of a
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peroxidase-labeled avidin-biotin complex®Kitllowed by incubation with 3,’3liaminobenzidine
tetrahydrochlorid® Sections were then counterstained with toluidihee. For negative controls,
the primary antibody was replaced by rabbit 1g&:5000) to determine the specificity of the
labeling. Positive control tissue consisted of isaxst of canine myocardium.

P-Smad2/3

Tissue sections were exposed to the primary angibcabbit antibody against human,
mouse and rat P-Smad2/as described previoudfyat 4°C overnight. The bound antibodies were
visualized by use of the Novolink Polymer Detectipsterhand 3,3'diaminobenzidifle The
sections were counterstained with Mayer’s hematoxyor negative control, the sections were
treated with isotype-specific antibody for raBbit

Quantitative RT-PCR

Total RNA was isolated from lung tissue samples @bgs with IPF, 11 control dogs)
using the Micro to Mini Total RNAR" extraction kitand its quality was checked, as described
previously. TATA box binding protein (TBP) and ribosomal peint S18 (RPS18) were used as
non-regulated reference genes for normalizatiorgerie expressiéh The primer and probe
sequences for TGFB1, RPS18 and TBP were the sampeedwusly describéd® Primers and
probes were designed using the GenBank sequenceddgrin chainié (ITGB6; XM_852055),
integrin chainB8 (ITGB8; XM_532487), THBS1 (XM_544610), SMAD7 (XN45400), LTBP1
(XM_546547), LTBP3 (XM_540857.3) and LTBP4 (XM_53364), as described previou¥ly
(table 1).Quantitative RT-PCR was carried out intwa-tube, two enzyme format using a
combination of a reverse transcriptas®l Hot-Start Taq Master Mias described previoudhy A
negative control of nuclease free water and a ipesitontrol sample with a known Ct value were
included in each run; with only one transcript difeed on each plate. Duplicate reactions were
run for each cDNA sample and a mean Ct value waslleéed for each sample.

Measurement of serum concentration of TGFB1

TGFB1 concentration was measured in serum usingrene ELISA kit as per the
manufacturer’'s instructions. The range of detectidnthis assay is 31.2 to 2000pg/mL. As
indicated in the manufacturer’s instructions fonioa serum samples, a 40-fold dilution was
performed and the concentration measured at theoéride procedure was multiplied by the
dilution factor to obtain the real concentration.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using commedycialailable softwar® Relative
quantification of gene expression was performedgishe AC;, method. Mean relative gRT-PCR
expressions were compared using the Mann-Whitdetest. Serum TGFB1 concentration in
WHWTs with IPF was compared with healthy WHWTs withi-test. Multivariate analysis was
performed in healthy dogs to check influence of agg breed on serum TGFB1 concentration. If a
factor was found significant, it was further studligsing post-hoc contrasts in the GLM procedure
with correction for multiple testing (Tukey KrameStatistical significance was defined as p <
0.05. No quantitative analysis was performed fanimohistochemical results.

Results

TGFB1 gene expression, TGFB1 and its receptor T@RBRnunoreactivity

Expression of TGFB1ImMRNA was not significantly drfat between samples of lung from
dogs with IPF and from control dogs (p=0.086) (Fé&gA). In sections of lungs from all control
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dogs (figure 2A), strong and diffuse TGFB1 labelings seen in the layer of fibrous connective
tissue surrounding bronchi and bronchioles and akere granular expression was seen in
bronchial/bronchiolar and vascular smooth musatengarable intensity in all dogs). Endothelial

cells and bronchial epithelial cells showed no owvesy weak expression of TGFB1. In the

interstitium between alveoli, the labeling was lesasistent with some areas showing no labeling
and others having weak expression (figure 2E).dntrast, bronchial and bronchiolar epithelial

cells had distinct apical expression of TGFBRI ihdbgs but there was only weak granular

labeling of the smooth muscle and no expressiohimvithe layer of fibrous connective tissue

surrounding bronchi or bronchioles (figure 2C). efedhwas no TGFBRI labeling of alveolar tissue
in any dog.

In sections of lung from all WHWTs with IPF, thensa pattern of immunoreactivity (same
localization and comparable intensity) was obsefeedoth antibodies in bronchial areas (figure
2B and 2D). In areas of pulmonary fibrosis in adigd, there was uniformly strong and diffuse
expression of TGFBL1 in the fibrous matrix (figur€)2In contrast, TGFBRI was not visible within
the fibrotic tissue, but there was very strong limgeof individual alveolar epithelial cells and
particularly hyperplastic pneumocytes (figure 2@ &hl). In those sections of lung from dogs with
IPF in which there was a concurrent inflammatogpanse, there was no expression of TGFB1 by
macrophages or neutrophils, but some alveolar mhages appeared to express TGFBRI.

For all staining, control sections were negativee@gresentative image in an affected lung
is shown in figure 2I.

TGFB1 signal transducer P-Smad2/3 immunoreactivity

In healthy control lungs, P-Smad2/3 nuclear lalgeliras observed in some alveolar and
bronchial epithelial cells (figure 3A). In the lu@f dogs with IPF, intense positive nuclear
labeling was observed in the pathological alveefithelium (figure 3B).

Gene expression of TGFB1 storage and activationepne

Relative LTBP1 and LTBP3 gene expression was mptifsiantly different between the
lungs of dogs with IPF and control dogs, but LTBjefe expression was decreased in IPF (figure
1B, C and D). Integrivp6 andavp8 are heterodimeric molecules containing 2 distimetins: the
av chain is common to many integrins while & chain is specific tavp6 and the8 chain to
avp8. The expression of the [2 subunits (ITGB6 and ITGB8) was measured. ITGB6egen
expression was not significantly different betwdesm two groups (p=0.054). Expression of ITGB8
was significantly lower (p<0.001) and THBS1 exprassvas significantly higher (p=0.016) in IPF
relative to control (figure 4).

Gene expression of the inhibitory Smad 7
The expression level of Smad7 in pulmonary tisafetogs with IPF was not significantly
different from that of control dogs (p=0.834) (frgud).

Serum TGFB1 concentration

No significant difference in serum TGFB1 concentratwvas observed between WHWTSs
with IPF (mean + standard error of the mean: 5929g/mL) and healthy WHWTs (66.0 £ 4.1,
p=0.202) (figure 5). The multivariate analysis pemfied on all healthy dogs shown no age
influence (p=0.2363), but a highly significant ldeeeffect (p<0.0001). Serum TGFB1
concentration was significantly higher in WHWTs quared with all breeds except for the Scottish
terrier. Serum concentrations in the Scottish eesriwere significantly higher than those in the
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Whippet, Belgian shepherd and Labrador. Serum cdrat@n was also higher in the Bichon Frise
compared with the Whippet, Belgian shepherd anddddr (figure 6).

Discussion

The present study demonstrated that an active TG#@1aling exists in affected lungs,
especially at the level of the pathological epitial as revealed by an intense staining for the
intracellular messenger P-Smad2/3 and for TGFBRépithelial cells. While there was no clear
overexpression of TGFB1 gene, increased TGFBL1 jprotntent was found in affected lungs with
intense interstitial labelling. This study suggedstkat activation and storage pathways are also
modified in IPF with decreased expression of LTBiW ITGB8 and increased expression of
THBS1. TGFB1 circulated in higher concentrationpredisposed breeds, which might partly
explain their susceptibility. Based on TGFB1 wealbkvn profibrotic properties and the findings of
this study, we can speculate that TGFB1 is probablglved in IPF pathogenesis in dogs and
modulation of its storage, activation or signaliegresents potential therapeutic targets.

Potential mechanisms for TGFB1 signal regulationlude changes in TGFB1 gene
transcription, stability and translation of TGFBRMA, post-translational modifications, storage
and activation of TGFB1 latent complexes, inhibitiof TGFBL1 intracellular signaling and
inactivation of TGFB1. Some of these mechanismseveetamined in dogs with IPF. In human
IPF, TGFB1 mRNA and protein have been reportedetcelevatetf % In the present study, no
significant overexpression for TGFB1 gene expressias found in the lung tissue of affected
WHWTSs compared with controls, while clear extragelt TGFB1 protein labeling was detected in
fibrotic areas. These findings suggested that eggul of TGFB1 gene transcription is not an
important regulatory mechanism for the TGFB1 pathimalPF. Indeed, this pathway is known to
be mainly modulated at post-transcriptional stégés

Immunohistochemistry was used to identify cellsducing TGFB1, areas of TGFB1
storage and TGFBL1 target cells. In normal canimgdu there was extracellular accumulation of
TGFB1 in connective tissue surrounding bronchi anonchioles. This indicates that, in dogs,
TGFBL1 is present in the normal lung and mainlyeddan the extracellular matrix. In the lungs of
dogs with IPF, there was intense TGFB1 labelingheffibrous matrix. This is a common finding
in human IPE*%23 consistent with high amount of TGFBL in fibroticeas and increased TGFB1
extracellular storage. Even in areas with inflamamtno TGFB1 expression was seen in alveolar
macrophages, suggesting that, unlike in man, in d@grophages are not a source of TGEB1
However, in general, no strong intracellular labglwas seen in normal lung or in IPF tissues,
which precluded identification of cells producinGFB1.The antibody used in this study is raised
against an epitope of the C-terminus tail of TGFBG&. this epitope is common to TGFB1
precursor and mature forms, this antibody shoutgrize both precursor and mature TGFBL1.
But, as already shown for antibodies directed aglaen aminoterminal region of TGFB1, one
antibody may preferentially crossreact with theaogllular form of TGFB1, while another reacts
with the extracellular TGFB1 storage fofinSo the absence of intracellular labelling fourdeh
could either be due to the technic use or to asratesof TGFB1 expression.

Labeling for TGFBRI was seen in normal lung andthe lung of dogs with IPF in
bronchial and bronchiolar epithelial cells as vadla weak expression in the smooth muscles. In
normal lungs, pneumocytes did not express TGFBRIcdntrast, there was strong labeling of
individual alveolar epithelial cells and particijahyperplastic pneumocytes in IPF tissues. These
hyperplastic pneumocytes appear to be an impaotdaget for TGFB1 in IPF. In the lungs of dogs
with IPF, some alveolar macrophages also expreB&HBRI. Therefore, lung macrophages may
be another TGFB1 target cell in IPF. Surprisinglyere was mainly intracellular labeling for
TGFBRI, while membrane labeling might have beeneeigd. However, TGFB1 receptors are
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constitutively internalized via endocytic pathwiysand this might explain the observed
intracellular labeling.

The finding of an increased extracellular stora@®FB1 in fibrotic areas and of a trend
toward increased gene expression of TGFB1 prometeduation of whether increased TGFB1
signaling was also present in affected lungs. Pei®awas used as an indicator of TGFB1
signaling in IPF lung tissues. P-Smad2/3 nucle@ression was observed in both healthy control
lungs and lungs of dogs with IPF, as shown preWjoimshuman lung¥. In healthy control lungs,
some positive alveolar epithelial cells and broatlepithelial cells were seen, consistent with a
basal TGFBL1 signaling activity. In the lungs of dagth IPF, intense positive nuclear labeling was
observed in the diseased alveolar epithelium, siggeenhanced TGFB1 signaling at the level of
activated epithelial cells.

Lung expression of LTBPs was evaluated. Of theofoisns, all but LTB2 can associate
with the small latent TGFB1 Besides acting as matrix components, LTBPs hawvgoitant
functions in the regulation of TGFB1 activity. Thégcilitate latent TGFB1 secretion, mediate
distribution of latent TGFB1 in the extracellularatrix for storage and regulate latent TGFB1
activation. The present study showed that LTBPl1an8 -4 are all expressed in normal canine
lungs. In the lungs of dogs with IPF, LTBP1 and IPiBgene expression was unchanged compared
with controls, while LTBP4 expression was lowerdiseased lungs than in control lungs. It has
been suggested that each LTBP isoform has speciigertied®* but little is known about their
specific functions.

Thereafter, the expression of 3 proteins involvedTGFB1 latent complex activation
(integrin avp6, integrinavp8 and THBS1) was evaluated. In normal human luimgegrinsovp6
andavp8 are present at low levéi$® The results of the present study suggest thdogs, both
integrins and THBS1 are expressed in normal luAgivation via integrinavp6 is speculated to
be mainly implicated in pathological responses salin injury and inflammatidfi*® In human
IPF, overexpression afvp6 is found within pneumocytes lining alveolar duatsl alveoft* and in
epithelial cells of fibrotic ared$ Integrin avp8 is normally highly expressed in human airway
epitheliunt®, but its expression is sparse in the lung of p&isith IPE®. In the lungs of dogs with
IPF, ITGB6 gene expression was not significantlifedent compared with normal lungs, but
ITGB8 gene expression was decreased. In the presaiy, increased expression of THBS1 was
documented as well, suggesting that interactiorh wiHBS1 might also be an important
mechanism for TGFB1 activation in IPF as it is ®eted in human IPE*

Expression of Smad 7 is stimulated by TGFB1, suiggsa negative feedback
mechanisif. A defective negative retro-control could enhaM@FB1 signaling. No difference in
Smad 7 gene expression was seen between IPF atrdl abrgs, suggesting that this inhibitory
pathway is neither stimulated nor defective attthascriptional level in IPF.

TGFB1 serum concentration was evaluated with thgothesis that a high circulating
concentration would be a marker of high TGFB1 langvity in dogs with IPF and that it could be
used as a biomarker. Surprisingly, no difference seen between affected and healthy WHWTS,
which precludes its use as a biomarker. However dtta demonstrated that TGFB1 circulates at
elevated concentrations also in healthy dogs froeeds predisposed to IPF. In man, blood TGFB1
concentration is heritabffeand genetic variants have been associated witedsed susceptibility
for IPF or to disease progression in {P£ The present study suggested that serum TGFB1
concentrations might be genetically determinechendog as well and that there might be a cause-
effect relationship between high circulating TGRB1d development of IPF. However, because not
all dogs from predisposed breeds develop the diseabigh serum TGFB1 concentration is not
sufficient by itself but might trigger an inapprae lung response to injury leading to pulmonary
fibrosis, as suggested in moffse
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The main limitation of this study was that the cohgroup was poorly age- and breed-
matched. Concerning the effect of age, no significaffect was found on serum TGFB1
concentration; however we could not exclude tha agght have an impact on the TGFB1
pathways locally and might have impacted the qRRP&hd immunohistochemistry results.
Unfortunately, pulmonary tissue from healthy WHW#W¥as not available and despite the fact that
control dogs mainly included small-breed dogs fnwiich 2 terriers, we could not excluded that
breed, independently from the status affectede® &f IPF, has an impact on the TGFB1 pathway
locally. However, part of these results has bee@roborated in a very recent immunohistochemical
study’® comparing healthy and affected WHWTSs. In this gtube authors also found an increased
P-Smad2/3 immunoreactivity in WHWTs with IPF at tlegel of the pathological epithelium in
comparison with 3 healthy WHWTSs; confirming the #®nce of an enhanced TGFBL1 signaling
activity in affected WHWTs. This study also analyzthe expression of LTBP1. Increased
peribronchial and perivascular LTBP-1 immunoreattiwas seen in WHWTs with IPF compared
with controls. Alveolar LTPB-1 immunolabeling insgiased WHWTs was seen mainly in the
altered alveolar epithelium. Lack of concordancéwben these results and our findings about
LBTP1 may refer to the different technical apprazctused. Using qRT-PCR on whole lung
samples, we cannot exclude a localized overexmmressiLTBP1 by a minor cell type population,
which will show up using immunohistochemistry. Anet hypothesis is that regulation of LTBP1
gene transcription is not an important regulatogchanism determining the amount of protein
present in the tissue.

In conclusion, TGFB1 and its activating, storage argnaling pathways are modified in
dogs with IPF with increased TGFB1 labeling andéased signaling activity in the pathological
epithelium. TGFB1 activating pathways is altereithwa shift toward increased activation via
THBS1; highlighting a potential therapeutic targeith modulation of TGFB1 activity via
inhibition of THBS1. High circulating TGFB1 conceation is found in healthy dogs from
predisposed breed which might at least partly énxpleeir high susceptibility to IPF.
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Figure Legends

Figure 1

Pulmonary gene expression levels of (A) transfogrgrowth factor beta 1 (TGFB1), (B) latent
transforming growth factor binding protein 1 (LTBRP{C) LTBP3 and (D) LTBP4 measured by
real-time quantitative reverse transcriptase- RICRVest Highland white terriers with idiopathic
pulmonary fibrosis (IPF, n=12) vs. control dogs 1fiy Results are presented as box plots: the
lower, middle and upper lines of each box repretiemtlst, 2nd and 3rd quartiles, respectively.
The whiskers delineate the 10th and 90th percentDmts show the maximum and minimum
values.
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Figure 2

Transforming growth factor beta 1 (TGFB1) immunatedty in healthy control (A: bronchial
area, E: alveolar area) and in West Highland wierteer with idiopathic pulmonary fibrosis (IPF)
(B: bronchial area, F: alveolar area). TGFB reseptpe | (TGFBRI) immunoreactivity in healthy

control lung (C: bronchial areas) and in affecteHWT (D: bronchial area, G: alveolar area and H

closer view). Control staining with rabbit IgG in affected WHWT in |I.
* diffuse and intense staining. Arrows: distincticgb expression irbronchial and bronchiolar
epithelial cells in C and D, strong labeling ofiwidual alveolar epithelial cells in H.
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Figure 3

Phosphorylated Smad2/3 immunoreactivity in heattbgtrol lung (A) showing positive (brown)
bronchial epithelial nuclear staining and in Wesjltand white terrier with idiopathic pulmonary
fibrosis (B, IPF) showing an intense positive nacldabeling in the pathological alveolar

epithelium (arrows).
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Figure 4

Pulmonary gene expression levels of (A) integriraich36 (ITGB6), (B) integrin chainf8

(ITGB8), (C) thrombospondin-1 (THBS1) and (D) Smadneasured by real-time quantitative
reverse transcriptase-PCR in West Highland whitgets with idiopathic pulmonary fibrosis (IPF,
n=12) vs. control dogs (n=11) and represented apluo.
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Figure 5

Serum transforming growth factor beta 1 (TGFB1) caration measured by ELISA in West
Highland white terriers (WHWTSs) with idiopathic pabnary fibrosis (IPF, n=16) and in healthy
WHWTs (n=13). Results are presented as dot-plote WVertical bars indicate the mean * the
standard error of the mean.
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Figure 6

Serum transforming growth factor beta 1 (TGFB1)amotiration measured by ELISA in healthy
dogs (n=66) from breeds with different predisposisi to idiopathic pulmonary fibrosis (IPF),
including the highly predisposed West Highland whgrrier (WHWTs , n=13), 2 breeds reported
to be mildly or moderately predisposed: the Sdottesrier (ST, n=12), and the Bichon Frise (B,
n=13) and 3 breeds considered to be non-predispadeedWhippet (W, n=10), the Belgian
shepherd (BS, n=10) and the Labrador (L, n=8). Resue presented as dot-plots. The vertical
bars indicate the mean + the standard error ofrtien.
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4. Etude 3 : La sérotonine dans la FPIc

4.1 Introduction

La sérotonine, également appelée 5-hydroxytryptajrést une monoamine synthétisée a
partir du tryptophane dans le systeme nerveux aentrais également par les cellules
entérochromaffines du tractus gastro-intestinal. &érotonine sécrétée par les cellules
entérochromaffines est libérée dans le torrentuldtoire puis stockée par les plaquettes qui la
prennent en charge ou la libérent par l'intermédide son transporteur (5SHTT ou SERT).

Nous nous sommes intéressés a la sérotonine d&mRddal’abord en raison de I'évocation
récente de son implication dans la pathogénie di&lachez ’lhomme. En effet, méme si elle est
principalement connue pour son rble de neurotratisnre elle a également de nombreuses
fonctions régulatrices a I'extérieur du systémeveex central (Frishman et Grewall, 2000), par
l'intermédiaire de 7 sous-types différents de rémeys (Hoyert al, 2002; Nodaet al, 2004). Au-
dela de ses réles physiologiques, elle est implicerére autres dans des processus fibrotiques tels
que la fibrose hépatique (Ruddell al, 2006) ou I'endocardiose mitrale (Fox et Khat@004;
Disatian et Orton, 2009). Ces propriétés profilgpodis sont principalement médiées par
I'intermédiaire des récepteurs de type 2A (SHTR2APRB (5HTR2B) et sont notamment liées a
une induction de la synthése de TGFB1 (Grestal, 1999). Dans une étude récente consacrée a
'étude de l'implication de la sérotonine dans IRl Ehez 'lhomme (Konigshofét al, 2010),
I'expression des récepteurs de type 1A, 1B et 28 dugmentée au niveau pulmonaire chez les
patients atteints de FPI ou de pneumopathie iitiellst non spécifique idiopathique en
comparaison de donneurs sains alors que I'expressiorécepteur SHTR2A était augmentée
spécifiguement lors de FPI. Les récepteurs SHTR2Z2HT R2B étaient concentrés respectivement
au niveau des fibroblastes et de I'épithélium. lecédge de signalisation de la sérotonine par
'administration d’un antagoniste non sélectif ddTRR2A et 2B permettait une réduction des
|ésions de fibrose dans le modéle expérimentalminduit par la bléomycine.

L’analyse du profil d’expression de la FPIc réaigEécédemment avait également mis en
avant les voies de la sérotonine. Le récepteur SHBrisait partie des génes avec un différentiel
d’expression important entre le pool de chiendratieet de chiens sains, avec un « fold-change »
de 5,2. Pour les autres récepteurs, les résultgtgent pas interprétables, I'intensité observearp
les sondes correspondantes n’étant pas signifezatwnt différente du bruit de fond. Le « fold-
change » était de -1,96 pour le 5HTT, donc juspesaur au seuil arbitraire choisi.

Enfin, la sérotonine avait déja été évaluée comnmendrqueur chez le chien dans
I'endocardiose mitrale. Une concentration sérigues glevée a d’abord été mise en évidence chez
les chiens atteints mais également chez des cteipetites races, en particulier le cavalier King
Charles spaniel, en comparaison de chiens saiggagheles races (Arndtt al, 2009). Une étude
tres récente (Ljungvalkt al, 2013) a confirmé la présence d'une concentratiérique en
sérotonine plus élevée chez le cavalier King Cbarighez les chiens atteints d’endocardiose
mitrale, une association inverse a également éterentre la concentration sérique et la sévérité
de la cardiopathie, une concentration plus faitd@téobservée chez les chiens les plus atteints en
comparaison de ceux avec une endocardiose déhutante

En regard de I'ensemble de ces résultats, houssadécidé d'analyser par qRT-PCR une
partie des voies de la sérotonine au niveau puliraHTR2A et 2B et 5HTT) chez des chiens
atteints de FPIc en comparaison de chiens saings ldeons également évalué la concentration
sérique en sérotonine afin de déterminer si elleuld a des taux plus élevés chez les chiens
atteints de FPIc en comparaison de chiens saindeethiens atteints d'autres affections
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respiratoires chroniques. L’objectif était ainsidégerminer si la sérotonine pouvait étre impliquée
dans la pathogénie de la FPIc et si elle pouvaiirawn intérét en tant que biomarqueur.

4.2 Matériel et méthode
4.2.1 Animaux

Du tissu pulmonaire a été obtenu a partir de ldrshavec un diagnostic de FPIc confirmé
par histologie (12 WHWT, 1 Scottish terrier et lakba Apso, d’age moyen 13 ans) et 11 chiens
contrles (de différentes races et d’age moyen &)8). Ces chiens contrfles avaient été
euthanasiés pour des raisons autres qu'une attgird@pulmonaire ou une maladie systémique et
I'analyse histologique des tissus pulmonaires dilcoé la présence d’une architecture pulmonaire
normale.

Afin d’évaluer I'intérét potentiel de la sérotoniaa tant que biomarqueur diagnostique, du
sérum a été collecté chez 13 chiens avec FPIc HWAN, 2 Scottish terriers, 1 Yorkshire terrier,
d’age moyen 11,6 ans), 9 chiens avec bronchitentdwe (de différentes races et d’age moyen 9,3
ans), 10 chiens avec bronchopneumopathie éosimgdhi{de différentes races et d’age moyen 7,5
ans) et 10 WHWT sains (age moyen 9,4 ans).

Le diagnostic clinique de FPIc a été basé surdagirce de signes cliniques compatibles et
sur I'exclusion des autres affections cardiorespires chroniques par radiographies thoraciques,
bronchoscopie, analyse du LLBA, échocardiograph@dproscopie ainsi que sur les résultats de la
TDM-HR (Heikkila et al, 2011; Heikkila-Laurila et Rajamaki, 2014). Tows Ichiens ont été
euthanasiés par la suite en raison d’'une détéoarde leur fonction respiratoire, et le diagnostic
de FPIc a été confirmé par histologie. Le statstalgens sains était basé sur 'anamnése (absence
de signes cliniques en faveur d’'une pathologieiosedpiratoire ou d’'une atteinte systémique) et
sur les résultats des différents examens (hémagolbgpchimie, gaz sanguin, bronchoscopie et
TDM-HR).

4.2.2 Prélévements

Les échantillons de tissu pulmonaire ont été ol#edans les 30 minutes suivant
I'euthanasie. Pour permettre la conservation d&RKAils ont ensuite été placés dans un crydtube
de 1,5mL, puis soit surgelés dans I'azote liquiddirectement stockés a -80°C, soit mis en contact
avec du RNA latér réfrigérés a 4°C jusqu’au lendemain et ensuitedd & -80°C. Le sang a été
collecté sur tube sec puis, aprés 30 min, cen#ifug°C et 3000g durant 15 min. Le sérum obtenu
a été stocké a -20°C jusqu’a analyse.

4.2.3 RT-PCR gquantitative

L’ARN a isolé a partir du tissu pulmonaire gracekitud’extraction Micro to Mini Total
RNA™ extraction kit et sa qualité vérifiée, comme décrits précédemitiéatft et al, 2013). Les
génes TATA box binding protein (TBP) et ribosomadtpin S18 (RPS18) ont été utilisés comme
génes de référence non régulés pour normalisatidiexpression génique. Les amorces et sondes
ont été concues a partir des séquences GeneBank 5htRT2A (XM_534122), 5HTR2B
(NM_001024633) et 5SHTT (XM_548304) comme décritggeemment (Peeteet al, 2005). Les
RT-PCR ont été réalisées selon un format 2 tubesz§mes a l'aide d’une reverse transcrigtase
et du Hot-Start Taq Master Mixcomme décrit précédemment. Un contrdle négati§titmé d’eau

1CM.LAB, Vordinborg, Danemark

2 Ambio Inc., Huntington, UK

3i Invitrogen, Merekbeke, Belgique

4 ImProm-Il Reverse Transcription System, Promega @atjpn, Southampton, UK
5 Qiagen Ltd, Crawley, UK
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sans nucléase et un contréle positif avec une vakelCt connue ont été inclus sur chaque plaque
et I'expression d'un seul gene a été évaluée @aqupel Les réactions ont été réalisées en double
pour chaque échantillon de cDNA et une valeur mogemété calculée.

4.2.4 Dosage sérique de la sérotonine

La concentration sérique en sérotonine a été mesuté@ide d’'un kit ELISA (évalué et
utilisé précédemment chez le chien (Aratal, 2009)), selon les instructions du fabricant.

4.2.5 Analyse statistique

L'analyse statistique a été réalisée a I'aide dagiciel commercidl Une quantification
relative de I'expression génique a été réaliséandal méthod@ACt. Les expressions géniques dans
les deux groupes ont été comparées a l'aide dstnde Mann-Whitney. La concentration sérique
en sérotonine dans chaque groupe a ensuite étéaodenp I'aide d’'un test t de Student et d'une
analyse de variance (Kruskal-Wallis One Way Analysf Variance on Ranks). Le seuil de
significativité a été défini pour un p<0,05.

4.3 Résultats

L'expression des deux récepteurs (BHTR2A, 5HTR2EB}ait pas différente entre les
chiens avec FPIc et les chiens controles, alors lgx@ression du transporteur (S5HTT) était
significativement plus faible dans le groupe FPIc.

Figure 19 : Taux d’expression pulmonaire (A) duegdteur de la sérotonine de type 2A (5SHTR2A),
(B) du récepteur de la sérotonine de type 2B (5HI)R2 (C) du transporteur de la sérotonine
(5HTT) chez des chiens avec fibrose pulmonairealioique canine (FPIc, n=14) et des chiens
contrbles (n=11).
Les résultats sont présentés sous la forme de Box p
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Chez les WHWT, la concentration sérique en sérotomi'était pas différente entre les
chiens atteints de FPIc et les chiens sains. Audiff&@ence n’a également été mise en évidence
entre les chiens avec FPIc et les chiens avec hitenchronique ou bronchopneumopathie
€osinophilique.

Figure 20 : Concentration sérigue en sérotoninech®y des West Highland white terriers
(WHWT) atteints de fibrose pulmonaire idiopathigasmine (FPIc, n=10) en comparaison de
WHWT sains (n=10) ; (B) chez des chiens atteintElE (toutes races, n=13) en comparaison de
chiens atteints de bronchite chroniqgue (BC, n=8)edbronchopneumopathie éosinophilique (BPE,

n=10)
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4 .4 Discussion

Les résultats obtenus indiquent tout d’'abord queétatonine ne semble pas avoir d’intérét
en tant que biomarqueur sérique dans la FPIc, audifiérence n’ayant été mise en évidence entre
les différents groupes. Par ailleurs, ces résultabinés a l'absence de modification de
I'expression des récepteurs 5HRT2A et 5HTR2B, @assnent impliqués dans les processus
profibrotiques, ne sont pas en faveur d’une modliian des voies de la sérotonine dans la FPIc et
donc de son implication dans la pathogénie. Uneessiion pulmonaire plus faible du transporteur
5HTT a toutefois été notée dans notre étude cherzHens atteints de FPIc en comparaison de
chiens sains, résultats comparables a ceux obtfrazsles hommes atteints de FPI (Konigsleoff
al., 2010). La régulation négative de I'expressiorbHiI T peut avoir un impact sur la quantité de
sérotonine présente au sein du tissu. En effeé SHTT est nécessaire pour la capture et le
stockage de la sérotonine au sein des plaqudttegervient également dans la prise en charge de
la sérotonine puis son inactivation par les cefli@gprimant la monoamine oxydase (Ni et Watts,
2006; Brenneet al, 2007). Le 5HTT est ainsi la principale voie deireince de la sérotonine par
les cellules pulmonaires. Une diminution de I'exgzien du SHTT au niveau pulmonaire pourrait
ainsi augmenter la quantité de sérotonine disperplolur se lier aux récepteurs, et ce méme en
présence d'une quantité normale de sérotonine tarsang. Une diminution importante de
I'expression du 5HTT a également déja notée au degnvalves mitrales en phase avancée de
cardiopathie mais pas en phase débutante, sugggrardette régulation négative du transporteur
n’interviendrait pas dans la phase d'initiation tiesstons (Scruggset al, 2010).

Ces premiers résultats n’indiquent pas une altérathajeure des taux circulants de
sérotonine et de ses voies de signalisation audesippoumons lors de FPIc. Méme si ces données
ne suggeérent pas un réle prépondérant de la séretdans la pathogénie de la FPIc, la régulation
négative de I'expression du SHTT pourrait conda@irene accumulation de sérotonine au sein des
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poumons, ou elle pourrait participer au processufittose. Il s'agit toutefois de spéculations et
d’autres études sont nécessaires pour conclure.
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5. Etude 4: La concentration en endothéline-1 (ET1) ahs le
sérum et le liquide de lavage bronchoalvéolaire etant que
biomarqueur diagnostique de la FPIc

L'ET1 appartient a la famille des endothélines cortent 3 peptiques vasoactifs
(endothéline-1, 2 et 3) avec des structures caabpes (Rubanyi et Polokoff, 1994).
L'endothéline-1 (ET1) est vasoactive mais a égalgnues propriétés pro-inflammatoires et
profibrotiqgues (Rubanyi et Polokoff, 1994; TederNaible, 2000). L'ET1 a été choisie comme
biomarqueur candidat de la FPIc, tout d’abord aur intérét prouvé dans la FPI humaine. L'ET1
est en effet présente en quantité augmentée dasérden (Uguccionkit al, 1995) et le LLBA
(Reichenbergeet al, 2001) chez les patients atteints de FPI. L'E$tlégalement surexprimée
chez les patients atteints de FPI : une quantig@gnantée d’ARNm (Salebt al, 1997), ainsi que
de limmunoréactivité en endothéline par immunaiikimie ont été notées dans le tissu
pulmonaire (Giaickt al, 1993; Uguccionet al, 1995).

Par ailleurs, 'ET1 a déja été étudiée en médegdtérinaire en tant que biomarqueur dans
différentes affections cardiorespiratoires. Une raeigtation significative de la concentration
plasmatique en ET1 a d'abord été notée en phassuffisance cardiaque par rapport aux chiens
sains et aux chiens atteints de cardiopathies cosées (Proseét al, 2004). Dans cette étude, la
concentration plasmatique en ET1 était égalementrélée a difféerents marqueurs
échocardiographigues de surcharge volumique ebdetibn systolique ; ce qui suggérait que
'ET1 pourrait étre un marqueur de progression 'desuffisance cardiaque. Une autre étude
(Tessier-Vetzekt al, 2006) a, par la suite, mis en évidence une inflaesignificative du stade
« ISACHC » (International Small Animal Cardiac Heéal Council), toutes cardiopathies
confondues, sur la concentration plasmatique endtidi qu’une corrélation positive entre le taux
en ET1 et la pression dans I'artére pulmonaireystoke. Néanmoins, dans une autre étude portant
sur I'endocardiose mitrale (Piantedagi al, 2009), aucune corrélation n’était mise en évidenc
entre le stade d’'insuffisance cardiaque et la aanagon plasmatique en ET1. L’intérét de I'ET1
pour différencier affections cardiaques et respiras a été étudié dans deux publications. Dans la
premiére étude (Tessier-Vetzet al, 2006), pour une affection de sévérité moyennes un
concentration plasmatique plus élevée était remgeribrs de cardiopathies que lors d’affections
respiratoires. Néanmoins, aucune différence sigatifie n’était mise en évidence lors d’atteinte
plus sévére. Dans la seconde étude (Preted, 2007), la concentration plasmatique en ET1
permettait de différencier les dyspnées d'origirediaque et non cardiaque avec une bonne
sensibilité / spécificité. Néanmoins des perfornesnsupérieures étaient notées pour deux autres
biomarqueurs étudiés : propeptide atrial natriqeéti N terminal (NT-pro ANP) et peptide
natriurétique de type B (BNP).

Méme si aucun kit commercial n’existait pour la ovesde I'ET1 dans I'espéce canine, ce
dosage était facilement réalisable. En effet, ummdiogie de 100% a été mise en évidence entre
les séquences canine et humaine de I'ET1 (Biaetdal, 2003) et les performances de différents
kits humains avaient déja été évaluées précéden(@ehellenberget al, 2008) ; le kit ELISA de
chez IBL (Endothelin-1 Assay kit, Immuno-Biologickhboratories Co., Takasaki-Shi, Gunma,
Japan) présentant les meilleures précision etritééa donc été choisi pour cette étude. Ce kit
n'était validé que sur plasma, sérum et surnagaardulture cellulaire. Néanmoins, le dosage de
'ET1 dans le LLBA avait déja été effectué cheohimme et chez le cheval et a pu étre réalisé avec
ce kit chez le chien; la seule limite étant leilsda détection, les concentrations dans le LLBA
étant faibles.

Afin d’évaluer 'ET1 en tant que biomarqueur, ib#tnécessaire de la mesurer chez des
chiens atteints en comparaison de chiens sains \grifier que la présence de cette maladie
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s’accompagne d’'une modification des taux en ETIlisnégalement chez des chiens atteints
d’autres pathologies respiratoires afin de déteemia sensibilité et la spécificité au sein d’'une
population avec des signes cliniques et biologiquaaparables. La FPIc étant majoritairement
rencontrée chez des chiens agés et de race WHRGE, €t la race sont deux facteurs confondants
a prendre en compte dans des études portant E®daDeux groupes sains de race différente ont
donc été inclus pour évaluer cet effet race. L’ETdonc été mesurée chez des chiens atteints de
FPI (groupe composé quasi exclusivement de WHWTe bronchite chronique, principal
diagnostic différentiel de la FPIc, et de broncrepmopathie éosinophilique et également chez
deux populations de chiens sains : un groupe de WHY\un groupe de Beagles issus du chenil
expérimental de la faculté. Cette étude s’est jpatement intéressée a la concentration sérique
(facilité d’obtention en pratique courante, absete@robleme de sensibilité de la méthode).

Aucune différence pour la concentration sérique€h n’a d’abord été mise en évidence
entres les deux groupes sains (WHWT et Beagleggésant que la race n'a pas d'effet sur la
concentration sérique en ET1. Une analyse de aweeia donc ensuite été réalisée sur 'ensemble
des chiens pour étudier I'effet de I'age et duustdEn accord avec les résultats obtenus dans une
autre étude (Tessier-Vetzet al, 2006), aucun effet significatif de 'age n’a @bés en évidence.

La concentration sérique en ET1 était par congyrifsitativement différente en fonction du statut,
avec une valeur plus élevée dans le groupe avecdrRtomparaison des chiens sains et des chiens
atteints de bronchite chronique et de bronchopneath@ éosinophilique, confirmant l'intérét de
'ET1 comme biomarqueur. Une analyse de la cour€ R ensuite été réalisée pour en évaluer
les performances et identifier une valeur seuiblié€Ainsi dans cette étude, une valeur en ET1
supérieure a 1,9 pg/mL permettait de conclure akPle avec une sensibilité et une spécificité
de 91,7% et87,5% respectivement par rapport a umenchite chronique ou une
bronchopneumopathie éosinophilique.

Au cours de cette étude, 'ET1 a également été rdesians le LLBA chez un nombre de
limité de chiens. Elle était mesurable chez tous dbiens atteints de FPIc alors que sa
concentration était inférieure au seuil de détectibez les autres chiens testés (sains et attiEnts
bronchite chronique). Un échantillon plus largeagtutoutefois été nécessaire pour conclure avec
certitude.

L'excellente spécificité de 'ET1 pour le diagnastie la FPIc retrouvée ici se distingue des
résultats décrits chez 'nomme. En effet, en méaedtiumaine, 'ET1 est incriminée dans de
nombreuses affections respiratoires et est présgntmncentration augmentée dans le sang ou le
LLBA de maniére peu spécifique. Des taux élevé&€h dans le sérum et/ou le LLBA sont en
effet notés dans différentes maladies pulmonairesstitielles autres que la FPI(Yamakashil,
1997): sclérodermie avec atteinte pulmonaire(Moretl al, 1995), sarcoidose(Abrahaet al,
1997; Liet al, 1999; Reichenberget al, 2001; Terashitat al, 2006), mucoviscidose(Siahanidou
et al, 2000), asthme(Gawlikt al, 2006) ou bronchite chronique(Fugt al, 1999; Bacakoglet
al., 2003; Nikolaowet al, 2003). Chez le chien, une concentration sériggenantée en ET1 a été
précédemment rapportée chez un nombre limité denshavec différentes atteintes respiratoires
(Tessier-Vetzelet al, 2006; Proselket al, 2007) : flaccidité trachéale, pneumonie, néoptasm
épanchement pleural néoplasique, paralysie laryegidronchite chronique. A I'exception de la
bronchite chronique, la FPIc est facilement diffi@iée de ces affections d'apres les signes
clinigues ou le résultat d’examens complémentaireples.

L’ET1 est également utilisée comme biomarqueur Sevipronostique dans différentes
affections chez I’'homme ou chez I'animal. En médediumaine, 'ET1 est un facteur prédicateur
indépendant de mortalité chez les patients attelimsuffisance cardiaque débutante a modérée
(Poussett al, 1997; Hulsmanret al, 1998). Néanmoins dans le cadre de la FPI, auétute ne
rapporte un intérét pronostic de I'ET1. Dans unglétréalisée chez le chien (Tessier-Vettdll,
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2006), la concentration plasmatique en ET1 étairétée avec la survie lors d'affections
respiratoires et dans un modele d’ischémie- repenfiumyocardique, la concentration sanguine en
ET1 est moins élevée chez les chiens survivantgdétal, 2004). Au moment de la publication
de l'article, la valeur pronostiqgue de 'ET1 n’avals pu étre évaluée, aucune donnée de survie
n'étant disponible pour le groupe atteint de FPloytefois les chiens ont été suivis pendant
plusieurs années par I'équipe finlandaise et leuvis déterminée. La concentration sérique en
ET1 a donc pu étre évaluée dans une publicatioentécen tant que biomarqueur pronostique
(Lilla-Maula et al, 2014). Aucun lien entre la concentration sérigue ET1 au moment du
diagnostic et la survie lors de FPIc n'a été migddence dans cette étude.

Table 4 : Effets de différentes variables sur laisuors de fibrose pulmonaire idiopathigue canine
(analyse de régression de Cox), d'apres (Lilja-Maulal, 2014)

IPF-Specific All-Cause
Variable Survival Survival
(unit change) N HR (95% CI) P HR (95% (1) P
PaO, mmHg (10) 15 0.60 (0.21-1.72) .34 1.20 (0.58-2.46) 63
PaCO, mmHg (1) 15 0.96 (0.75-1.23) 75 1.02 (0.86-1.21) 78
P(A-a)O, mmHg (10) 14 1.59 (0.67-3.73) .29 0.93 (0.51-1.68) 81
ET1 pg/mL (1) 10 1.11 (0.70-1.75) .67 0.91 (0.59-1.42) 69
HU (100) 10 0.71 (0.08-5.98) .75 0.69 (0.27-1.76) 44
Seventy of radiographic 15 2.68 (0.29-244) .38 0.66 (0.20-2.21) 50
bronchointerstitial pattern (severe)
Presence of radiographic 15 1.87 (0.36-9.74) 46 1.51 (0.46-4.95) 50

alveolar pattern (yes)

Chez 'homme (Stewaret al, 1991) comme chez le chien (Tessier-Ve&ehl, 2006),
I'hypertension pulmonaire s’accompagne d’une éiématle la concentration sanguine en ET1.
L’hypertension pulmonaire est une complication fréate de la fibrose pulmonaire dans ces deux
espéces (Schober et Baade, 2006; Raghal, 2011). L’absence de la réalisation d’'un examen
cardio-Doppler chez les chiens atteints de FPItagstincipale limite de cette étude, d’autant plus
gu’'une cardiomégalie droite, un aplatissement gtuse ou une dilatation du tronc pulmonaire ont
été observés chez certains chiens, suggérant téexis d'une hypertension pulmonaire.
Néanmoins, aucune différence dans la concentrataue en ET1 n’a été notée entre ces chiens
et ceux avec un examen échocardiographique notried galeurs sériques les plus élevées ont été
observées chez les chiens sans anomalie cardiaque.

En conclusion de cette étude, la concentratiorqgérien ET1 n’est pas influencée de
maniere significative par les facteurs race et égez le chien; elle est significativement
augmentée lors de FPIc en comparaison avec desschans et des chiens atteints d’autres
affections respiratoires chroniques et I'ET1 send#ieectable dans le LLBA uniquement chez les
chiens atteints de FPIc. La sensibilité et la djpité de I'ET1 sérique pour la distinction d’'une
FPIc par rapport a une bronchite chronique ou uradhopneumopathie éosinophilique étaient
tres bonnes dans cette population, suggérant §ié laurait un grand intérét diagnostique lors de
FPIc. L'intérét pronostique de 'ET1 semble partcetimité.
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Serum and Bronchoalveolar Lavage Fluid Endothelin-1
Concentrations as Diagnostic Biomarkers of Canine Idiopathic
Pulmonary Fibrosis

E. Krafft, H.P. Heikkild, P. Jespers, D. Peeters, M.J Day, M.M. Rajamiki, K. Mc Entee, and C. Clercx

Background: Diagnosis of canine idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is challenging. Endothelin-1 (ET1) is a biomarker of
IPF in humans, but whether ET1 can detect and differentiate IPF from other canine respiratory diseases is unknown.

Objective: To evaluate whether measurement of the concentration of ET1 in serum and bronchoalveolar lavage fluid
(BALF) can be used to distinguish canine IPF from chronic bronchitis (CB) and eosinophilic bronchopneumopathy (EBP).

Animals: Twelve dogs with IPF, 10 dogs with CB, 6 dogs with EBP, 13 privately owned healthy West Highland White

Terriers (WHWT), and 9 healthy Beagle dogs.

Methods: Prospective, case control study. ET1 concentration was determined by ELISA in serum and in BALF.

Results: No significant difference in serum ET1 concentration was detected between healthy Beagle dogs and WHWT.
Serum ET1 concentration was higher in dogs with IPF (median interquartile range; 2.32 pg/mL, 2.05-3.38) than healthy Beagle
dogs (1.28, 1.07-1.53; P < .001), healthy WHWT (1.56, 1.25-1.85; P < .001), dogs with EBP (0.94 0.68-1.01; P = .001), and
dogs with CB (1.54 0.74—-1.82; P = .005). BALF ET1 concentration was below the detection limit in healthy WHWT and in dogs
with CB, whereas it was measurable in all dogs with IPF. A cut-off serum concentration of 1.8 pg/mL had a sensitivity of 100%
and a specificity of 81.2% for detection of IPF, with an area under the receiver operating characteristic curve of 0.818.

Conclusions and Clinical Importance: Serum ET1 can differentiate dogs with IPF from dogs with EBP or CB. ET1 can be

detected in BALF of dogs with IPF.

Key words: Biomarker; Dog; Endothelin-1; Pulmonary fibrosis.

diopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a devastating

disease of increasing prevalence, with a median sur-
vival time of 3-5 years in humans.! The exact
mechanisms underlying the development of IPF remain
unknown,” and currently no treatment has proven effica-
cious.? Although IPF has been described in dogs,*” little
is known about its prevalence, pathogenesis, and prog-
nosis. In humans, a consensus classification® defines the
term IPF very narrowly to a specific form of fibrosing
interstitial pneumonia with an unknown etiology and a
specific histologic appearance. Despite striking similari-
ties between the human and canine diseases, it is not clear
yet whether they are strictly identical, especially from a
histopathologic point of view.
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Abbreviations:

BALF bronchoalveolar lavage fluid

CB chronic bronchitis

EBP eosinophilic bronchopneumopathy
ET1 endothelin-1

HRCT high-resolution computed tomography
IPF idiopathic pulmonary fibrosis

1Q interquartile range

ROC receiver operating characteristic
TCC total cell count

WHWT West Highland White Terrier(s)

IPF is mainly recognized in terrier dogs, especially the
West Highland White Terrier (WHWT). It is often first
diagnosed in middle-aged to older dogs, but typical signs
have been described in dogs as young as 2 years old.
Affected dogs generally have a history of progressive
dyspnea and exercise intolerance with or without
cough.*® Differentiating IPF from other chronic respi-
ratory diseases, especially chronic bronchitis (CB) is
challenging. Thoracic auscultation, thoracic radiogra-
phy, bronchoscopy, and bronchoalveolar lavage fluid
(BALF) analysis generally are poorly specific.” Definitive
diagnosis ultimately relies on histopathology but ante-
mortem lung biopsy specimens is rarely performed in
veterinary practice. In people with IPF, improvements in
diagnosis have come from the use of diagnostic biomark-
ers”1? such as endothelin-1 (ET1), pulmonary function
tests, and the increasing accuracy of high-resolution
computed tomography!! (HRCT).

ET1, a vasoactive peptide with proinflammatory and
profibrotic properties,'? has been identified as both a
diagnostic biomarker and mediator of IPF in humans.'* !
High concentrations of ET1 have been detected in
serum'® and BALF'” from people with IPF. Although
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serum ET1 concentrations have been evaluated in a lim-
ited number of dogs with respiratory and cardiac
disorders,'® 2! ET1 has not been evaluated as a biomark-
er for discriminating among respiratory diseases in dogs.

Because clinical confirmation of canine IPF is chal-
lenging, identification of blood or BALF biomarkers
would greatly assist the diagnostic process. The aim of
this study was to determine whether concentrations of
serum and BALF ET1 would be higher in dogs with IPF
than in healthy dogs or in dogs with other chronic lower
respiratory diseases, and would therefore be useful diag-
nostic biomarkers for IPF.

Materials and Methods

Animals

Two groups of control dogs (healthy WHWT and Beagle dogs)
and 3 groups of dogs with chronic lower respiratory disease (IPF,
CB, and eosinophilic bronchopneumopathy [EBP]) were investi-
gated. Healthy dogs included a group of 13 privately owned Finnish
WHWT and a group of 9 Beagle dogs housed at the Liége Univer-
sity Veterinary Small Animal Teaching Hospital. The Beagles were
kept under ethical approval from the Ethics Committee for Animal
Well Being of the University of Liége. The health status of the con-
trol dogs was assessed based on history (absence of clinical signs
consistent with respiratory or cardiac disease, or any other disease
with systemic consequences), physical examination, hematology,
and biochemistry, thoracic radiographs, bronchoscopy, and BALF
analysis. In healthy WHWT, arterial blood gas analysis, echocardi-
ography, and thoracic HRCT also were performed according to
previously described techniques.’

IPF was diagnosed in 12 dogs with compatible clinical signs
based on exclusion of other causes of chronic respiratory diseases by
thoracic radiography, bronchoscopy, BALF analysis, echocardio-
graphy, and fecal analysis (Baermann and flotation methods), and
based on results of HRCT, postmortem histopathology, or both, as
described previously.’

In order to assess the specificity of ET1 in the diagnosis of IPF,
dogs suffering from CB (n = 10) or EBP (n = 6) were included in the
study. The diagnosis of CB* was made based on compatible clinical
signs (chronic productive cough, good general condition), thoracic
radiography, bronchoscopy, BALF analysis, and histopathology of
the bronchial mucosa, as well as time course of the disease and long-
term outcome. These findings allowed exclusion of other lower airway
diseases (eg, EBP, infectious pneumonia, or pulmonary neoplasia).

Diagnosis of EBP was made based on compatible signalment
(young dogs, mostly large breeds) and clinical signs, bronchoscopic
and BALF findings, and histopathologic examination of bronchial
biopsies in addition to good clinical response after glucocorticoid
therapy.?? Pulmonary parasitism was excluded by fecal analysis
(Baermann method), therapeutic trial (fenbendazole), or both. No
specific test was used for detection of heartworm disease, as none of
the dogs with EBP had traveled outside Belgium, a country that is
nonendemic for heartworm disease.

The study protocol was approved by the Committee of Experi-
mental Animals of Western Finland and the Committee of Animal
Experimentation of Liége University.

Clinical Investigation

Echocardiography and HRCT were performed as described pre-
viously’ and BAL was performed during bronchoscopy under
anesthesia as follows: 3 (20mL each®) or 2 aliquots (1 mL/kg
each®) of warm sterile saline solution (0.9%) were instilled in at
least 2 different lung lobes. The BALF samples were processed as

described previously.”?* A sample of BALF was placed in an

ethylenediaminetetraacetic acid tube for the determination of the
total cell count (TCC) (nucleated), with a hemocytometer. Cytolog-
ical preparations were prepared by cytocentrifugation and stained
with May-Griinvald-Giemsa stain for general assessment and man-
ual differential cell counting. Quantitative bacterial culture was
performed, the limit of infection was set to bacterial growth of
10*CFU/mL.*

In cases of IPF, multiple samples of subpleural lung tissue from 2 to
6 lung lobes were collected postmortem when the dogs were eventually
euthanized. When CB or EBP was suspected, endoscopic biopsies of
bronchial mucosa were obtained. Samples were fixed in 10% neutral
buffered formalin, processed routinely, and sections were stained with
hematoxylin and eosin.

ETI1 Analysis

Blood samples collected in plain tubes were centrifuged immedi-
ately after collection at 4°C for 15 minutes at 3,000 x g and the
serum was stored at —20°C until analysis. An aliquot of BALF was
centrifuged immediately after collection and the supernatant was
frozen at —80°C within 30 minutes of sampling. ET1 concentration
was measured in the serum of all dogs, and in the BALF of 6 dogs
with IPF, 5 dogs with CB, and 5 healthy WHWT.

ET1 analysis was performed with a human sandwich ELISA kit,*
which had been validated previously for use with canine serum.?®
The kit had a sensitivity of 0.23 pg/mL and was highly specific for
ET1. Before measurement, pre-extraction with a Sep-Pak C-18 col-
umn® was required. This step also permitted a 2-fold concentration
of the sample and was therefore also performed with BALF samples
to increase the likelihood of being able to detect ET1.

Statistics

Data were expressed as mean (+ SD) when they were normally
distributed or as median (interquartile range [IQ]) otherwise. Statis-
tical analysis was performed by commercially available software.
Influence of breed was analyzed by comparing the group of healthy
Beagles with the group of healthy WHWT, by an unpaired Student
t-test. Influence of age and group was analyzed by 2-way analysis of
variance in all groups of dogs together. If age, group, or both effects
was found to be significant, it was studied further by Mann-Whitney
tests. A receiver operating characteristic (ROC) curve was con-
structed on the sensitivity and specificity of the assay for each
cut-off value. Correlations were assessed by Spearman’s rank-
correlation test. Statistical significance was defined as P < .05.

Results
Animals

Control Groups. Thirteen healthy Finnish WHWT,
aged 3-14 years (mean age, 9.3 years) and weighing an
average of 9 + 0.4kg, were included. Hematology, bio-
chemistry, thoracic radiography, echocardiography (all
dogs), arterial blood gas analysis (12 dogs), HRCT, and
bronchoscopy (10 dogs) did not show significant abnor-
malities. Detailed results of these investigations are
reported elsewhere.” BALF TCC was <420 cells/mm” in
all dogs, with a maximum percentage of neutrophils of 7%.

Nine healthy Beagle dogs, aged 3-8 years (mean age,
6.6 years) and weighing an average of 15 + 0.3 kg, were
included as a second control group. A complete diagnos-
tic evaluation was performed in all dogs. Hematology
and biochemistry results were normal. Thoracic radio-
graphy showed no abnormality or the presence of a mild
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bronchial or bronchointerstitial pattern, which was con-
sidered normal for the age of the dogs. Bronchoscopy
was unremarkable and BALF TCC was <475 cells/mm*
in all dogs, with a maximum percentage of neutrophils of
20% in 1 dog and < 10% in all other dogs.

IPF Group. Twelve dogs with IPF were included in the
study, including 11 WHWT from Finland and 1 Scottish
Terrier from Belgium. These dogs were 8—13 years old
(mean age, 12 years) with an average body weight of 11 &
0.6kg. Six dogs had a history of exercise intolerance and
cough, 3 had only exercise intolerance, and 2 dogs exhib-
ited only cough. One dog had a history of panting only.
The median duration of clinical signs was 12 months (IQ,
9-18). Crackles were noticed on lung auscultation in 9
dogs. Detailed findings in the 11 WHWT with IPF have
been reported previously.” Serum biochemistry and
hematology tests identified no consistent changes. The
most common radiographic finding was a diffuse moder-
ate to severe bronchointerstitial pattern, with 3 dogs
showing patchy alveolar opacities. Right-sided cardiome-
galy was noticed in 6 dogs. Echocardiography was
performed in 11 dogs. Echocardiographic signs of pulmo-
nary arterial hypertension (right-sided heart enlargement,
septal flattening, dilatation of the pulmonary artery) were
detected in 7 dogs. Echocardiography excluded the pres-
ence of clinically relevant primary cardiac disease.
Bronchoscopy was performed in 9 dogs and identified
mainly mucosal irregularity, tracheal or bronchial col-
lapse, and the presence of a moderate amount of mucus.
BALF analysis showed moderate increase in TCC (me-
dian, 805 cells/mm3; 1Q, 734-1,481) and in some dogs a
moderate increase in the percentage of neutrophils (4.5%;
1Q, 3.6-24.7).7 Fecal samples were negative for parasites
in all 8 dogs in which the analysis was performed.

Diagnosis was confirmed by histopathology in 6 dogs,
HRCT in 1 dog, and both techniques in 5 additional
cases. On HRCT, ground glass opacity was detected in
all dogs, associated with traction bronchiectasis in 5
animals and “honeycombing” in 2 dogs.” Histopatho-
logic examination of pulmonary tissues revealed
moderate to severe accumulation of extracellular matrix
in the interstitium, hyperplasia of type II pneumocytes,
and an increased number of macrophages in the alveolar
spaces. The lesion distribution was heterogeneous. Addi-
tionally, blood gas analysis performed in 9 dogs showed
low arterial partial pressure of oxygen (PaO,) (60.8 +
15.4mmHg, reference range: 90-100) and increased alve-
olar-arterial oxygen gradient (55.3 4+ 16.5mmHg,
reference range: < 20).’

CB Group. Ten cases of CB (1 each of Brittany Span-
iel, Poodle, Dachshund, Jack Russell Terrier, Belgian
Shepherd, Irish Setter, Doberman, Labrador Retriever,
Yorkshire Terrier, and mixed breed dog) were included.
Age ranged from 6 months to 12 years (mean, 8.5 years)
and the average body weight was 22 + 5 kg. All dogs were
presented for chronic cough, with a median duration of
the clinical signs of 6 months (IQ, 3—12). Thoracic radio-
graphy revealed moderate to severe bronchointerstitial
opacity in all dogs. Neutrophilic leukocytosis was pres-
ent in 4 dogs (range, 16,700-28,000 neutrophils/pL;
reference range, 3,000—-11,500), whereas hematology was

normal in the 6 remaining cases. During bronchoscopy,
an increased amount of mucus was noted in the airway of
all dogs, associated with mucosal irregularities in 6 cases.
BALF analysis identified a mild increase in TCC in all
dogs (median, 500cells/mm’; 1Q, 440-540), with in-
creased percentage of neutrophils (35%; 1Q, 18-38%).
Histopathology of the bronchial mucosa was performed
in 7 dogs and no eosinophilic infiltration was observed.
Pulmonary parasitism was excluded by fecal analysis (5
dogs), therapeutic trial, or both.

EBP Group. Six dogs (1 each of Labrador, Fox Ter-
rier, Rottweiler, and Whippet and 2 mixed breed dogs)
with EBP were included. Age ranged from 5 months to 13
years (mean, 6.5 years) and the average body weight was
23 4+ 5kg. Cough was noticed in all dogs, with a median
duration of clinical signs of 4 months (IQ, 2-10). Moder-
ate to severe bronchointerstitial opacity was seen on
thoracic radiography in 5 dogs, whereas nodular opaci-
ties were noticed in the 6th dog. Peripheral eosinophilia
was present in 2 dogs (2,300 and 2,900 eosinophils/puL,
respectively; reference range, <750/uL). Bronchoscopy
disclosed the presence of a large quantity of mucus in 4
dogs and polypoid change of the mucosa in 3 dogs.
BALF TCC was markedly increased in all dogs (range,
950-3,900 cells/pL) with an increase in the percentage of
eosinophils (median, 30.5%; IQ, 30-70). Histopathology
of bronchial mucosal biopsies was performed in 5 dogs
and revealed eosinophilic infiltration of the mucosa. Pul-
monary parasitism was excluded by fecal analysis (3
dogs), therapeutic trial, or both.

ET1 Analysis. Median serum ETI concentrations
were 2.32 pg/mL (IQ, 2.05-3.37) in dogs with IPF, 1.38
(IQ, 0.74-1.82) in dogs with CB, 0.94 (IQ, 0.68-1.01) in
dogs with EBP, 1.56 (IQ, 1.25-1.85) in healthy WHWT,
and 1.22 (IQ, 1.09-1.50) in control Beagle dogs (Fig 1).

[ET1] serum (PQ/mL)
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Fig 1. Box plot of serum endothelin-1 concentration in dogs with
idiopathic pulmonary fibrosis (IPF, n = 12), in healthy West High-
land White Terriers (WHWT, n = 13), in healthy Beagles (n = 9), in
dogs with eosinophilic bronchopneumopathy (EBP, n = 6), and
with chronic bronchitis (CB, n = 10). The lower, middle, and upper
lines of each box represent the 1st, 2nd, and 3rd quartiles, respec-
tively. The whiskers, where present, delineate the 10th and 90th
percentiles. Dots, where present, show the maximum and minimum
values. *, 1, 1 Statistically different from the IPF group with P <
.001, P = .001, and P = .005, respectively.
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Fig 2. Receiver operating characteristic curve of serum endo-

thelin-1 concentration in dogs with idiopathic pulmonary fibrosis
(n = 12) and with chronic bronchitis or eosinophilic bronchopneu-
mopathy (n = 16). The area under the curve is 0.818.

No difference was found between both groups of control
dogs (P = .063), excluding a breed influence on serum ET1
concentration. There was an age difference between the
groups, with the dogs with IPF being older than the others.
Nevertheless, the analysis of covariance (age and group)
performed on all dogs showed no significant effect of age,
whereas the group effect was highly significant (P < .001).
Serum ET1 concentration was significantly higher in the
dogs with IPF compared with all of the other groups: CB
(P = .005), EBP (P = .001), healthy WHWT (P < .001),
and control Beagle dogs (P < .001). Serum ET! in the
dogs with EBP was significantly lower than in Beagle dogs
(P = .011) and in healthy WHWT (P = .001). The ability
of ET1 concentration to distinguish dogs with IPF from
dogs with other lower chronic respiratory disorders (CB
and EBP groups) was evaluated by an ROC curve (Fig 2),
which indicated an area under the curve of 0.818 with a
cut-off value of 1.8 pg/mL, yielding a sensitivity of 100%
and a specificity of 81.2%. The sensitivity and the specific-
ity of the cut-off value of 1.9 pg/mL were 91.7 and 87.5%,
respectively.

In dogs with IPF, no correlation was found between
serum ET1 concentration and the duration of clinical
signs, blood gas results, or BALF TCC.

In all dogs with IPF, ET1 concentration was measur-
able in BALF, with a mean value of 0.97 + SD 0.17 pg/
mL, whereas ET1 concentration was below the limit of
detection in BALF from dogs with CB and healthy
WHWT (Fig 3). In dogs with IPF, no correlation was
found between BALF and serum ETI concentrations
(P=.71).

Discussion

The aim of the present study was to assess serum and
BALF ETI1 concentrations as potential biomarkers for
the diagnosis of canine IPF. Serum ET1 concentration
was higher in dogs with IPF than in healthy dogs or in
dogs with CB or EBP. A cut-off value of 1.8 pg/mL has a
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Fig 3. Dot plot of endothelin-1 concentration in bronchoalveolar
lavage fluid of dogs with idiopathic pulmonary fibrosis (IPF, n = 6),
healthy West Highland White Terriers (WHWT, n = 5), and dogs
with chronic bronchitis (CB, n = 5).

sensitivity of 100% and a specificity of 81.2% for detec-
tion of IPF. Moreover, ET1 was only detectable in the
BALF of dogs with IPF, but not in BALF from healthy
dogs or dogs with CB.

The diagnosis of canine IPF is challenging and relies
ultimately on HRCT’*” and histopathologic analysis.
Unfortunately, antemortem lung biopsy samples are not
collected routinely and HRCT is not currently readily
available in veterinary practice. Therefore, blood or
BALF biomarkers that are sensitive and specific for IPF
would be very helpful in the diagnostic process. In the
present study, we used histopathology, HRCT, or both
to diagnose IPF and explored the diagnostic potential of
ETI, a well-known biomarker of human IPF.!>!7-28

Various kits, commercially available for ET1 measure-
ment in people, have been used in dogs.'®?° These tests
are a source of variation among studies because the per-
formance characteristics of each immunoassay vary
considerably. The kit used in the present study was cho-
sen because it has been shown to be the most reliable in
dogs.?® ET1 is a labile protein therefore the samples need
to be stored frozen.

Age and breed were 2 possible confounding factors in
this study. Because of the predisposition of dogs of terrier
breeds, and more specifically WHWT, to IPF, we com-
pared serum ETI1 concentrations in healthy control
WHWT and Beagles. No significant difference was found,
suggesting that there is no breed effect on normal ET1
serum concentrations. Plasma ET1 concentration is
increased in healthy elderly people®* and IPF is more
often recognized in older dogs.®”*” However, covariance
analysis did not identify an effect of age on serum ETI
concentration. This result is in agreement with another
study, which showed no correlation between age and
plasma ET1 concentration in a group of 76 healthy dogs.*

In humans, ET1 is implicated in the pathogenesis of
many respiratory disorders, and increased blood, BALF,
and tissue ETI1 concentrations have been described
in interstitial pulmonary diseases,'’” asthma,’'*?> and
chronic obstructive pulmonary disease (COPD).** 3’
In dogs, interstitial disorders include IPF*” and EBP.*®
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Increased ET1 concentrations have been reported in a
limited number of dogs with respiratory disorders.?*?!
These respiratory conditions included tracheal flaccidity,
pneumonia, pulmonary neoplasia, neoplastic pleural
effusion, laryngeal paralysis, and CB. With the exception
of CB, IPF is easily differentiated from these conditions
on the basis of clinical signs and other simple diagnostic
procedures. In the present study, we focused on the diag-
nosis and pathogenesis of canine IPF in comparison with
CB and EBP.

Canine CB* is a disorder resembling human COPD,
although airway remodeling seems to be less common
than in the human disease, where bronchitis usually is
complicated by pulmonary emphysema. In human med-
icine, ET1 has been implicated in the pathogenesis of
COPD, although contradictory results have been pub-
lished. In blood, BALF or sputum, ET1 concentration
has been shown to be either normal'”** or increased.***’
In the present study, no significant difference in serum
ET1 concentration was found between dogs with CB and
healthy dogs, although high concentrations were found
in 2 animals with CB. The reason why some individuals
in the CB group had increased serum ET1 concentrations
is unknown, but is not related to features such as dura-
tion of clinical signs. The occurrence of concomitant
undiagnosed IPF in these 2 dogs was considered unlikely,
because they were not from predisposed breeds (1 Irish
Setter and 1 mixed breed).

Canine EBP and human asthma share some similari-
ties, such as the occurrence of a dominant T-helper
2-mediated inflammatory response, with eosinophilic
infiltration and airway remodeling.*® In human asthmat-
ics, ET1 concentrations are increased in BALF and
blood.** Remission of the clinical signs after treatment
leads to a marked reduction or even normalization of
serum ET1 concentration.>? ET1 has been implicated in
the pathogenesis of bronchoconstriction and airway
remodeling.®' Plasma and BALF ET1 concentrations also
are increased in horses suffering from seasonal recurrent
airway obstruction (RAO).* In contrast, in the present
study, there was no increase in serum concentrations of
ET1 in dogs with EBP. Of note is the fact that broncho-
constriction is not a major feature of canine EBP, as
compared with human asthma and equine seasonal RAO.

Serum ET1 concentration was higher in dogs with IPF
than in both control groups and in dogs with CB or EBP.
ET1 is implicated in the development of human IPF by
enhancing matrix production, by stimulating production
of types I and III collagen, by inhibiting expression of
matrix metalloproteinase-1 and by promoting fibroblast
differentiation into a myofibroblastic cell type.'> More-
over, ET1 has been shown to initiate alveolar epithelial
cell transition into fibroblast-like cells, a process termed
epithelial-mesenchymal transition.*® Finding increased
ET1 concentration in dogs with IPF supports the
hypothesis that ET1 might also be involved in the patho-
genesis of canine IPF.

The analysis of the ROC curve confirmed that serum
ET1 measurement can be used to diagnose IPF and to
differentiate IPF from CB and EBP with excellent sensi-
tivity (100%) and specificity (82%) using a cut-off value

of 1.8 pg/mL. A cut-off value of 1.9 pg/mL improved
specificity (88%) with a small decrease in sensitivity
(92%). All dogs with IPF had concentrations above
1.8 pg/mL, whereas concentrations for all dogs with
EBP were < 1.3 pg/mL. There was some overlap between
results obtained in dogs with IPF and dogs with CB,
indicating that IPF and CB could not be differentiated
unequivocally on the basis of serum ET1 concentration
alone. Therefore, we further compared BALF ET1 con-
centrations in dogs with IPF to those in healthy dogs and
dogs with CB. BALF ET]1 analysis was performed using
the same test kit that had been validated previously for
canine blood ET1, but not for measurement of ET1 in
canine BALF.?® BALF ET1 was measurable in all dogs
with IPF, but was under the detection limit of the test in
all healthy WHWT and dogs with CB. Despite the use of
a modified extraction technique, leading to a 6-fold
increase in concentration, ET1 was still under the limit
of detection (performed in 2 healthy dogs; data not
shown). Protein concentrations generally are much lower
in BALF than in blood, and lack of sensitivity of the tests
validated in serum is a common problem when used on
BALF.¥ Radioimmunoassays, with a lower detection
limit than ELISAs, could have been used but none of
them has been validated for canine samples. Despite this
technical limitation, the present study identified measur-
able BALF ETI1 concentrations in dogs with IPF only.
As there was overlap in the ET1 serum concentrations
between the IPF and the CB groups, coupled serum and
BALF ET1 measurements would be more indicative of
IPF than serum concentrations alone.

Even though both serum and BALF ET1 concentra-
tions were increased in dogs with IPF, no correlation was
found between the 2 measurements. Such lack of corre-
lation has been reported previously'® and can be
explained by the metabolism of the molecule. ET1 is
known to be produced locally, acts mainly via autocrine
and paracrine modes, and is almost exclusively elimi-
nated by pulmonary clearance.'> Absence of correlation
might also be because of the small number of dogs with
IPF in which ET1 BALF concentrations were measured.

In human IPF, prognosis is established based on the
results of pulmonary functions tests.*' Blood gas analysis
is the only test easily available in veterinary medicine and
was used in the present study as a marker of the disease
severity. To our knowledge, no study has reported that
measurement of ET1 in human IPF is of prognostic
value. In dogs, 1 study reported a negative correlation
between plasma ET1 concentration and survival in cases
of respiratory disorders.”’ However, in the present study,
no correlation was found between serum ET1 concentra-
tion in dogs with IPF and the duration of clinical signs,
partial pressure of arterial oxygen, or alveolar arterial
oxygen gradient, which suggests that ET1 is not a valu-
able prognostic marker in dogs with IPF.

A limitation of the study was that the control group of
WHWT, considered healthy at the time of the sampling,
might have included dogs that already had IPF lesions
that were not detected by clinical examination, BALF,
and blood gas analysis or by HRCT. Further longitudi-
nal follow-up studies on healthy dogs of predisposed
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breeds are necessary in order to identify whether serum
and BALF ETI1 concentrations increase before the onset
of clinical signs and might be used to identify susceptible
animals.

Serum ET1 concentration is known to increase in
overt heart failure in dogs'® and has been used as a bio-
marker to discriminate between respiratory and cardiac
causes of dyspnea.’*?! In the present study, thoracic
radiographs and echocardiography allowed exclusion of
concomitant overt heart disease. However, for dogs with
both a respiratory disease other than IPF and heart fail-
ure, having increased ET1 concentrations might be
identified as false positive for IPF. These cases would
therefore decrease the specificity of serum ET1 concen-
tration as a means of discriminating IPF from other
respiratory diseases.

In humans*? and in dogs,** pulmonary arterial hyper-
tension is a known complication of IPF. Pulmonary
arterial hypertension is accompanied by an increase
in plasma ET1 concentration.** In dogs, a positive cor-
relation has been reported between plasma ETI
concentration and the extent of systolic pulmonary
hypertension,”® and most studies in human patients
report the greatest increase in serum ET1 concentration
when the respiratory disease is complicated by pulmo-
nary hypertension.*”*> In the present study, we did not
perform Doppler echocardiography to diagnose pulmo-
nary arterial hypertension. It remains to be seen whether
the increased serum ET1 concentration in dogs with IPF
is related to the primary respiratory disorder, secondary
pulmonary hypertension, or both. Right-sided cardiome-
galy, septal flattening, and dilatation of pulmonary
arteries led us to suspect the presence of severe pulmo-
nary arterial hypertension in several dogs with IPF.
However, no difference in serum ET1 concentration was
found between dogs with IPF that had or did not have
these echocardiographic abnormalities, and the highest
serum ET concentrations were found in dogs with nor-
mal echocardiographic examination.

In conclusion, measurement of serum and BALF ET1
concentration is a useful additional diagnostic test that
can detect dogs with IPF and differentiate them from
dogs with CB or EBP. In the present study, any increase
in serum ET1 concentration > 1.8 pg/mL was regarded
as an indicator of IPF with a sensitivity of 100% and
specificity of 81.2%, whereas coupling measurement of
serum with BALF ET1 concentration helped to differen-
tiate between IPF and CB. The potential role of ET1 in
the pathogenesis of IPF, the use of ET1 receptor antag-
onists for therapeutic purposes, and the development of
biomarker assays for diagnostic purposes should be as-
sessed in future studies.

Footnotes

#Endothelin-1 Assay kit, IBL, Gunma, Japan
> Waters Corporation, Milford, MA
¢ Statistical Analysis Systems Institute, Cary, NC
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Le premier objectif de cette étude était d’'améliores connaissances sur la pathogénie de
la FPIc en combinant une approche globale san®g gt une étude ciblée de certaines voies de
signalisation, d'activation ou de stockage de maks potentiellement impliguées dans la
pathogénie. L'analyse du transcriptome par la teglendes microdamiers a mis en évidence que le
poumon fibrotique était actif avec une surexprassie nombreux genes, a l'inverse d’'une image
simpliste d'un organe au stade terminal. Nous avamssi identifié différentes fonctions
biologiques altérées dont la croissance et la fpralion cellulaires, le développement et le
fonctionnement du systeme musculo-squelettiguemdeivement cellulaire, le développement
cellulaire, le développement embryonnaire, la digation et les interactions intercellulaires et la
présentation antigénique. Nous avons ensuite roo@fpar gqRT-PCR la surexpression de certaines
cytokines : CCL2, CCL7, CXCL14, IL8 et la FAP eteusous-expression de la PLUNC.

L’analyse de nos données supportent I'hnypothésdajdgsrégulation de la croissance, la
prolifération et de I'apoptose cellulaires est égant retrouvée chez le chien atteint de FPIc. Chez
I’'hnomme, l'altération de ces fonctions biologiquesiotamment été impliquée dans le défaut de
réparation de I'épithélium alvéolaire, avec desubet épithéliales qui connaissent une apoptose
excessive(Wilson et Wynn, 2009; Cowaatdal, 2010) et dans la persistance des fibroblastas lor
du processus de cicatrisation, les fibroblastedif@rant de maniére excessive et résistant a
'apoptose (Maeyamat al, 2001; Moodleyet al, 2003a; Moodleyet al, 2003b; Moodleyet al,
2004; Buhlinget al, 2005). La FPI chez 'lhomme est également assaxiée présence d’'une
réponse immunitaire aberrante et d’une inflammatiomonique (Strieter, 2008). Dans notre étude,
'analyse du transcriptome a également mis en adiifffrentes catégories fonctionnelles en lien
avec linflammation et la réponse immunitaire. Nau®ns observé une régulation positive de
I'expression de plusieurs cytokines pro-inflammeagsitelles que CCL2, CCL7, CCL17, IL8 et
CXCL14 mais aussi de l'actinine alpha-3 et de I'toige sérique Al, telle qu'observée chez
’homme(Carreet al, 1991; Antoniadest al, 1992; Sekiyaet al, 2000; Kurthet al, 2001; Starnes
et al, 2006) ; nous avons par ailleurs mis en évideacprésence d'une concentration sérique
élevée en CCL2 chez les chiens atteints. En pldswiemplication dans la réponse inflammatoire,
certaines de ces cytokines, telles que CXCL14 (fangst al, 2009) ou CCL2 (Gharaee-Kermani
et al, 1996) ont également des propriétés profibrotigu&malyse par microdamier a également
mis en avant la PLUNC, comme un des genes lessplus-exprimés, résultat confirmé par gRT-
PCR. Son rble exact est encore peu connu maisUBNELpourrait étre impliquée dans la réponse
inflammatoire aux substances irritantes et damsniunité innée (Gakhast al, 2010; Bartlettet
al., 2011) et son implication dans la FPIc mérite plastention.

Certaines des fonctions biologiques altérées ds&apos données étaient associées avec les
voies du développement. Comme indiqué précédemrest,activation aberrante des voies du
développement a été évoquée dans la pathogénie ElelIlchez 'hnomme (Selmaat al, 2008).
Nos résultats suggérent que les génes impliqués ldamorphogénése et la différenciation ont
également un roéle dans la FPIc. Parmi ces genass awons confirmé par qRT-PCR une
surexpression de la FAP, qui est normalement ex@idans les zones de remodelage tissulaire
lors du développement embryonnaire (Niedermeyexd, 2001). La FAP est exprimée de maniéere
sélective par certains fibroblastes dans les zt#sésnnelles lors de FPI chez 'homme et pourrait
étre un marqueur d'activité de la maladie (Achayal, 2006). Ces rbles sont encore peu connus
et elle constitue une piste de recherche intérésstams la FPIc.

L'analyse du transcriptome a ainsi fourni une imglpdbale de la maladie mais également
des pistes de recherche futures. Nous avons obtemalume de données trés conséquent, difficile
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a interpréter, en particulier d’'un point de vuethgtique. L'utilisation d’outils informatiques a
facilité cette interprétation, notamment en regenmiples genes par fonctions ou systemes
biologiques. Néanmoins, une interprétation exhaestste difficile et il est probable que d’autres
informations pertinentes n’'aient pas été miseswamtalors notre analyse. Les résultats obtenus
peuvent constituer une large base de données quigitoétre réinterprétée a la lumiere de
nouvelles informations ou de nouvelles approctegu’effectué en médecine humaine (Kaminski
et Rosas, 2006; Studer et Kaminski, 2007).

Nous avons ensuite étudié le TGFB1 et ses voiesstdekage, d'activation et de
signalisation dans la FPIc. Notre étude constitug t'abord I'une des premieres descriptions
(Peeterst al, 2005; Liljla-Maulaet al, 2013a) des voies du TGFB1 au niveau pulmonaiez &
chien sain. Nous avons ainsi mis en évidence qgéne du TGFB1 est exprimé dans le poumon ;
la protéine correspondante étant présente notamemerdgion péribronchique avec un marquage
immunohistochimique important dans la couche drutonjonctif fibreux entourant les bronches
et les bronchioles et plus faible dans les mudidess bronchiques, bronchiolaires et vasculaires.
A linverse, les cellules épithéliales et endotaléls ne présentaient aucun marquage ou un
marquage tres faible. Au niveau de l'interstitilemmarquage était variable selon les champs avec
des zones sans marquage et des zones avec faitqeage. Chez le chien sain, les cellules
épithéliales bronchiques et bronchiolaires présemtain marquage net en région apicale pour le
TGFBRI alors gu’aucun marquage n’était retrouveé rpoa récepteur au niveau alvéolaire.
Quelques cellules épithéliales bronchiques et #wds présentaient un marquage positif pour
I'anticorps anti-Smad?2/3, résultat indiquant untvééé basale du TGFB1. Il ressort de ces données
gu’un signal actif du TGFBL1 existe dans le poumain shez le chien et qu’il concerne notamment
les régions bronchiques et bronchiolaires alors lgustockage et la signalisation du TGFB1 est
plus faible au niveau alvéolaire. Les trois LTBR 3Jet 4) impliquées entre autre dans le stockage
du TGFB1 étaient exprimées dans le poumon saisj gire les intégrinevp6 et 8 et la THBS1
intervenant dans l'activation des complexes latdnt$GFB1.

Chez les chiens atteints, les mémes résultats ténteéouvés en région bronchique. A
l'inverse, différentes observations étaient en favidune activation plus importante des voies du
TGFB1 au niveau de I'épithélium lésionnel. Aingi,rharquage important retrouvé dans la matrice
fibreuse en région alvéolaire suggére la présehgedjuantité élevée de TGFB1 dans les zones
fibrotigues avec une augmentation du stockage adttdaire. De méme, un marquage intense a
été observé pour lanticorps anti-Smad2/3 au nivelms cellules épithéliales alvéolaires.
Subjectivement, ce marquage concernait une pa#g iphportante des cellules épithéliales par
rapport aux chiens sains, impression confirmée deriéne semi-quantitative dans une autre étude
(Lilja-Maula et al, 2013a). Certaines cellules épithéliales alvéetairen particulier les
pneumocytes hypertrophiques, présentaient un mgegirense pour le TGFBRI. Ces résultats
confirment I'hypothése d'une augmentation du « aigiGFB1 » au niveau des cellules
épithéliales pathologiques et suggérent que lesurpaeytes hypertrophiques sont une cible
importante pour le TGFBL1 lors de FPlIc.

Au-dela de la présence d’'une quantité plus imptetae TGFB1 stocké dans la matrice
extracellulaire, nos résultats suggerent une gibéraes voies de stockage du TGFBL1 lors de FPIc
avec une diminution de I'expression de la LTPB4elutre étude (Lilja-Maulat al, 2013a) a
évalué I'expression de la LTBP1 et a mis en évidemoe augmentation de 'immunoréactivité
pour cette protéine en région alvéolaire, péribindmee et périvasculaire chez les WHWT avec
FPIc en comparaison des contrbles. Dans cette éhiljieMaula et al, 2013a), la fibrilline-2,
également composant de la matrice extracellulairé{é détectée en région alvéolaire chez les
chiens atteints de FPIc. Néanmoins, aucune difééreriétait mise en évidence par rapport aux
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chiens controles. Le réle des composants de laceaktracellulaire, dont les LTBP (Lepparanta
et al, 2012), fait I'objet d’'un intérét croissant lore &PI chez I'homme et il a été suggéré que
cette altération de 'homéostasie de la matriceaertlulaire pourrait influencer le stockage et
I'activation du TGFB1 (Tatler et Jenkins, 2012).6de des LTBPs et d’'une maniére générale des
composants de la matrice extracellulaire est uske [gjui reste a explorer dans la pathogénie de la
FPlIc.

Concernant les voies d'activation du TGFB1, il cesde ce travail que leur expression est
altérée lors de FPIc avec une régulation négatviedpression de divp8 et une surexpression de
la THBS1. L'expression de l'intégrinevp6 n’était pas modifiée de maniére significative glan
notre étude. Néanmoins, I'expression de cette iimégétant strictement limitée a I'épithélium
(Goodwin et Jenkins, 2009), une étude a I'échadlulaire (immunomarquage, microdissection)
serait plus adaptée pour conclure.

Nous avons également mis en évidence que le TGHBulait en concentration plus
élevée dans le sérum de chiens de races prédispas@eFPIc en comparaison de chiens non
prédisposés. Une premiere hypothése pour expligeieésultat était I'existence d’'une synthese
accrue de TGFB1 par le poumon chez ces chiens. @ag, il semble & minima que la
transcription du géne du TGFB1 ne soit pas proforedé modifiée au niveau pulmonaire chez les
chiens atteints. A l'inverse, il est possible qae toncentrations sériques élevées en TGFB1 ne
soient pas une conséquence du développement débrizsef mais plutdt précederaient le
développement de la fibrose, des taux élevés éwrauvés chez des chiens sains de races
prédisposées. La présence de taux circulants émwésait alors étre reliée voire expliquer au
moins en partie la prédisposition de ces chienségeldpper une FPlc, avec une réponse
inappropriée suite a des lésions de I'épithéliunméalaire. D’autres études sont toutefois
nécessaires pour évaluer cette hypothése. Il estodd important de déterminer si le TGFB1
présent dans le sérum de ces chiens est sous ffatenee ou active. En effet, la méthode de dosage
utilisée dans notre étude comporte une premiepeétacidification, tout le TGFB1 sérique sous
forme latente est ainsi activé, et on mesure I'etde du TGFB1 présent dans I'échantillon. Par
ailleurs, il serait intéressant de déterminer lavpnance de ce TGFB1 sérique, les différentes
hypothéses (Graingegt al, 2000) étant une synthése exagérée dans un aga@eoque le
poumon, une synthése par les plaguettes, ou ungugtion globalement plus élevée dans
I'ensemble de I'organisme chez des chiens prédéspesce sous déterminisme génétique, tel que
suggéré chez ’homme (Grainggtral, 1999).

Nos résultats indiquent une altération de certaimeies du TGFB1 dans la FPlc,
supportant I'hypothése d’une implication de cetftokine dans la pathogénie. Il s’agit ici d’'une
analyse partielle et il serait intéressant de cétaplcette étude par une exploration des voies non
canonigues de signalisation intracellulaire. Phewis, au-dela de la mise en évidence d’'un signal
Smad actif en intracellulaire, I'expression desegsitués en aval du TGFB1 doit également étre
évaluée afin de déterminer quelles sont les comségs moléculaires d'une augmentation du
« signal TGFB1 » dans les poumons des chiens wtidenFPIc.

Cette étude a permis d'identifier le TGFB1 comme géme d’intérét pour de futures
analyses génétiques. En effet chez I'hnomme, diftérgpolymorphismes ont été associés au
développement ou a la sévérité de la FPI et les ¢taaulants en TGFB1 sont en partie sous
déterminisme génétique. La présence d’'une condimtreerique en TGFB1 variable selon la race
chez le chien et d'une nette prédisposition du WH§GTr la FPIc suggere un lien potentiel entre
le géne du TGFBL1 et I'apparition d’'une FPIc. Unerpiere étape par la suite pourrait étre I'étude
des polymorphismes dans le gene du TGFBL1 (en phetite promoteur) en fonction de la race, de
la concentration sérique en TGFB1 et de la présenc®n d'une FPIc.
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Nos premiers résultats sur la sérotonine ne sa@epaaveur d’'une altération importante
de la sérotonine et de ses voies dans la pathogénla FPIc. Toutefois il s’agit d’'une étude
préliminaire, qui devrait étre complétée, par exlemgn quantifiant la quantité de sérotonine
présente localement dans le tissu pulmonaire, past&h Blot ou immunohistochimie.
L'expression de la tryptophane hydroxylase 1, erezjimitante intervenant dans la synthése de la
sérotonine, pourrait également étre évaluée loaaieém

L’ET1 a ici été évaluée en tant que biomarqueuemdl dans la FPIc, néanmoins elle
pourrait également avoir un rbéle dans la pathogégie effet, cette molécule a également des
propriétés profibrotiques et a été impliquée dansathogénie de la FPI chez I'homme. Des études
in vitro ont démontré que 'ET1 influence la protian et la dégradation de la matrice en stimulant
la production de collagene de type | et I, enildaint I'expression de la métalloprotéinase de la
matrice de type 1 et en stimulant le remodelagdadenatrice. L'ET1 stimule également la
différenciation des fibroblastes en myofibroblas{8svigris et Brown, 2010) et peut initier une
TEM par l'intermédiaire du TGFB1 (Jakt al, 2007). Une surexpression de I'ET1 a été mise en
évidence chez les patients atteints de FPI avecquaetité augmentée d’ARNm (Saleh al,
1997), et d’'immunoréactivité en ET1 par immunolikimie dans le tissu pulmonaire (Giatal,
1993; Uguccioniet al, 1995). Des résultats comparables ont été obtelans des modeéles
animaux de fibrose pulmonaire (fibrose induite [fiahalation de bléomycine chez le rat) (Patk
al., 1997; Mutsaerset al, 1998a). Cette surexpression de I'ET1 ne sembk §iee qu’une
conséquence de l'installation de la fibrose lorsF#d. En effet, dans le modéle de fibrose
pulmonaire induit par instillation de bléomycina,durexpression de I'ET1 précéde I'accumulation
de collagene dans le tissu pulmonaire et donctdlilzgion de la fibrose (Mutsaeet al, 1998a).
Les souris transgéniques surexprimant 'ET1 déymap une accumulation progressive de
protéines de la matrice extracellulaire en régiénvasculaire et péribronchique, ainsi que de
cellules inflammatoires (Hochet al, 2000). Notre étude a mis en évidence une corateniren
ET1 élevée dans le sérum et le LLBA chez les ammadiieints. Une étude a I'échelle tissulaire par
immunohistomarquage permettrait de compléter cattalyse par l'identification des sources
cellulaires d’ET1 ainsi que par la cartographie réoepteurs au sein des lésions de FPIlc. A
l'inverse, lors de I'analyse du transcriptome, I'RR codant pour I'ET1 ou pour ses récepteurs n'a
pas été retrouvé en quantité augmentée. Il pegirsdaun faux négatif du microdamier ou d’une
véritable absence de surexpression. |l est posgiel’'ET1 soit synthétisée dans une partie du
poumon, notamment au niveau des vaisseaux. Ofyssmanicrodamier a été effectuée a partir de
tissu prélevé en périphérie des poumons (zonelles séverement atteintes lors de FPIc).
Toutefois, si I'ET1 est réellement essentiellemexprimée au niveau vasculaire, la présence de
taux élevés dans le sérum et le LLBA devrait altre davantage associée au développement
d’une hypertension pulmonaire qu’'a celui de ladg.

Le second objectif de cette étude était d'identiies biomarqueurs diagnostiques de la
FPIc, toujours avec cette double approche de sagehd’études ciblées de molécules candidates.
Parmi ces molécules candidates, sélectionnéesed’dgs données de la littérature chez ’lhomme,
certaines n'ont pas été retenues. Pour le TGFBarésence d'un effet race significatif exclut son
utilisation comme biomarqueur ; et pour la sérateniaucune différence significative n'a été
observée entre chiens sains et chiens atteintinveise, I'ET1 et le CCL2 semblent présenter un
potentiel certain. Pour ces molécules, aucun didtage et de la race n'a été observé et I'analyse
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des courbes ROC a mis en évidence de tres bonrfesnp@nces diagnostiques, en particulier pour

'ET1. Ces performances semblent d'ailleurs supéeie a celles publiées pour le PIIINP, autre
biomarqueur évalué dans la FPlIc.

Figure 21 : Courbe ROC : performance du test &miffcier une FPIc d’'une BC en fonction du

seuil choisi pour la concentration sérique en Efldoer la concentration en PIIINP dans le liguide
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Comme observé dans la FPI chez 'homme, il estalrigbque la combinaison de plusieurs
biomarqueurs permette d’améliorer les performaniagnostiques. L'ET1 et le PIIINP ayant été

mesurés dans la méme population, il nous a étépmske tester les performances de I'association
de ces biomarqueurs.

Figure 22 : Courbe ROC : performance de I'assamiatbncentration sérique en ET1 et
concentration en PIIINP dans le liguide lavage bhomlvéolaire a différencier une FPIc d'une BC

ROC S-ET1 and B-PHINP, AUC 0.839 [0.664, 1.113]
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L'aire sous la courbe (0,889) est supérieure pagstbciation ET1- PIIINP que pour 'ET1
seule (0,858), néanmoins la combinaison de ces déxarqueurs n'améliore que peu les
performances diagnostiques. La combinaison de I'Eftlu CCL2 semble plus intéressante, les
performances intrinséeques de ces biomarqueurs étgrdrieures. Néanmoins, il n'a pas été
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possible de tester leur association, ces deux mle€m’ayant été mesurées chez les mémes
animaux que pour quelgues chiens avec FPIc.

D’autres biomarqueurs potentiels ont été identifi@s I'analyse du transcriptome et
doivent encore étre évalués. Etant donné les kmite I'analyse par microdamier, une étape
intermédiaire pourrait étre de vérifier par qRT-PG&e la quantité d’ARNm est effectivement
différente au niveau pulmonaire entre les chietsirds et les chiens contréles. Ces molécules
candidates, ainsi que celles que nous avions déjfirmées précédemment comme la FAP ou
I'IlL8, devront ensuite étre mesurées dans le séetiou le LLBA dans différents groupes tels
gu’effectués pour le CCL2. Leurs performances diafigues intrinséques et l'intérét de leur
association pourront ainsi étre évalués.

La perspective a plus long terme est dutiliser tésmarqueurs dans la démarche
diagnostique lors de suspicion de FPIc. Plusietages restent toutefois a franchir. Tout d’abord,
des tests rapides doivent encore étre rendus didesmpour permettre leur utilisation en clinique.
Par ailleurs, les résultats obtenus pour 'ET1ee€CCL2 doivent étre validés dans une deuxieme
cohorte d’animaux atteints et d’animaux contrdlsair(s et atteints de bronchique chronique,
principal diagnostique différentiel de la FPIc) paonfirmer leurs performances diagnostiques. En
effet, bien que les résultats que nous avons obteoient particulierement « satisfaisants »,
I'excellente spécificité obtenue, en particulierupdET1, est un peu étonnante au regard des
données obtenues chez 'homme. En effet, en méelbcimaine et tel qu'évoquée précédemment,
I'ET1 est incriminée dans de nombreuses affectiespiratoires et ainsi retrouvée en concentration
augmentée dans le sang ou le LLBA de maniére p&tifspe.

Les différents examens réalisés sur les chiensrenalinique, bilan sanguin...) nous ont
permis d’exclure la présence de différentes affestiintercurrentes qui auraient pu avoir une
répercussion sur les taux circulants des difféeentelécules analysées (en particulier une
insuffisance rénale pour les biomarqueurs aveaariee rénale). Néanmoins le role d'autres
facteurs confondants devrait étre mieux évaluéypéntension pulmonaire a déja été évoquée dans
le cadre de I'étude de 'ET1 et devra faire I'obfBtine évaluation plus poussée par la suite.
D’autres affections, méme sans rapport direct dagurésence d’'une FPIc, devraient également
étre recherchées chez les chiens atteints et tegdlas car elles pourraient avoir un impact sar le
concentrations en différentes molécules au nivéaigie notamment. Nous pouvons par exemple
citer la présence d'une atopie(Marseba al, 2012), affection pour laquelle le WHWT est
également prédisposé.

Les limites majeures de notre travail sont pringipeent liées & la constitution des groupes
utilisés lors des différentes études. Afin de slemisque les modifications observées sont liées a |
présence d’'une FPIc, il est nécessaire d’élimined® tester I'implication potentielle de facteurs
confondants. La FPIc touchant majoritairement désns d’age moyen a agés et de certains races,
I'age et la race sont des facteurs confondanteétéd Nous avons donc cherché a recruter comme
animaux contrdles des chiens de méme age et ralbeMeusement, ces conditions idéales n’ont
pas pu étre respectées, notamment pour les anglggiasit sur des tissus pulmonaires. Plusieurs
explications peuvent étre apportées. D’'une pastWHWT sont relativement peu représentés en
Belgique. Ensuite, les animaux agés sont souvéeintt de diverses pathologies avec possible
répercussion pulmonaire empéchant leur utilisatimmme contréle. De plus, les tissus destinés a
des analyses par RT-PCR doivent étre rapidemereves apres le déces de l'animal et
adéquatement traités et conservés et les propegtpeuvent étre réfractaires a la réalisation de
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prélevements. Il est donc possible que les modiifica que nous avons observées chez les chiens
atteints soient en partie liées a la race et &l&gion pas uniquement a la présence d'une FPIc. A
I'inverse, ces facteurs confondants ont pu étren bieeux pris en compte pour les analyses
réalisées sur échantillons sériques, I'obtentioécldantillons sanguins étant nettement moins
difficile.

De plus, les groupes de chiens atteints de FPlego¢sembler de taille limitée. Dans ce
cas, les limites du recrutement étaient notammiéas la la faible prévalence de la maladie et la
difficulté de confirmer le diagnostic pour les aaum pour lesquels du tissu pulmonaire n’était pas
disponible pour analyse histologique (animaux emadvants dont le sérum et le LLBA auraient
pu étre utilisés). La taille des groupes resteetfois comparable a celle des autres études publiées
pour cette affection et acceptable dans le cadneedmaladie spontanée peu fréquente.

Par ailleurs, pour certaines études, le groupéngttien que constitué majoritairement de
WHWT, comportait également des chiens d’autresstae, tel qu'évoqué précédemment, il n’est
pas encore certain qu'il s'agisse exactement deflme affection dans les différentes races. Pour
I'étude portant sur le TGFB1, réalisée plus récenmtmedes échantillons provenant d’un nombre
plus élevé de WHWT atteints étaient disponibleseetjuestionnement autour d’'une différence
entre les WHWT et les autres races grandissang agans choisi de n'inclure que des WHWT
dans le groupe FPIc.

L’objectif a terme de I'étude de la FPIc est l'iti&oation d’une thérapie efficace. Cette
recherche nécessite de mieux connaitre les mécasisonduisant a I'apparition de la fibrose et
ainsi d'identifier des cibles thérapeutiques. Deeptielles implications thérapeutiques peuvent étre
évoquées a partir de nos résultats.

Le TGFB1 jouant un réle clé dans le processus Heode, il constitue une cible
thérapeutique logique dans la FPI chez 'homme.qGbaétape intervenant dans la synthése,
I'activation et la signalisation du TGFB1 représenin mécanisme potentiel de régulation et
différentes molécules « anti-TGFB1 » ont fait l'ebjd’essais thérapeutiques (Fernandez et
Eickelberg, 2012). Bien que le mode d’action dpitéénidone, traitement ayant recemment obtenu
une autorisation de mise sur le marché pour l¢etreint de la FPI au Japon et en Europe, soit
relativement méconnu ; il a été prouvé qu’elle tmatamment des effets anti-inflammatoires et
antifibrotiques en atténuant la production et i@ettdu TGFB1 (Okuwet al, 2008; Hisatomet al,
2012). Toutefois, le TGFB1 intervenant dans de newnb processus physiologiques, un blocage
complet de son action pourrait étre associé a debreux effets indésirables et la recherche se
tourne actuellement vers des molécules permettanblacage ciblé (Nishimura, 2009). Un
anticorps monoclonal antivB6 est ainsi évalué et pourrait empécher localeractivation des
complexes latents du TGFB1, au niveau des |ésipitkédiales (Fernandez et Eickelberg, 2012).
Nos résultats suggerent que le blocage du TGFB&Esepte également une cible thérapeutique
intéressante chez le chien. Méme si [l'utilisatioanticorps anti-intégrine semble moins
intéressante, l'inhibition de I'activation par [&BS1 est a envisager.

Au-deld de son intérét en tant que biomarqueuC @2 a également un rble dans la
pathogénie de la FPI chez 'homme et des thérapm&sCCL2 sont envisagées notamment pour
limiter le recrutement des fibrocytes et des motexy(Loomis-King et al, 2013). Une
surexpression du CCL2 au niveau pulmonaire etales ¢irculants élevés en CCL2 ayant été mis
en évidence chez les chiens atteints de FPIc,agagé du CCL2 pourrait également se révéler une
piste intéressante.

Bien que des antagonistes des récepteurs de I'BiEbtsutilisés dans le traitement de
I'hypertension pulmonaire chez I'homme, des réssiltzontradictoires ont été obtenus dans le
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modeéle expérimental de fibrose induite par I'adstiaition de bléomycine et chez des patients
atteints de FPI. Dans une étude, le bosentan, @ritdg non sélectif, réduisait le développement de
la fibrose et améliorait la tolérance a I'exerdilzms le modéle bléomycine (Patkal, 1997), alors
gque dans une autre étude (Mutsaatral, 1998b), 'administration continue d’'un antagoajju'’il

soit sélectif pour ETa ou non sélectif, n'a pasvpndl I'accumulation de collagene. Les différents
essais thérapeutiques réalisés chez ’homme nasnpn plus mis en évidence d’effet bénéfique.
Au vu de nos résultats et de la présence fréquBate hypertension artérielle pulmonaire lors de
FPIc, le blocage de 'ET1 est une autre piste fferaque potentielle. Le bosentan pourrait étre
utilisé chez le chien plus spécifiquement dans rltement de I'hypertension pulmonaire.
Néanmoins, aucune étude ne rapporte son efficaeiti® ou en comparaison du sildénafil chez des
chiens avec une hypertension pulmonaire spontahé&mre colt prohibitif est un frein a son
utilisation.

Une part importante de la recherche consacrée BPlahumaine s’est basée sur des
modéles expérimentaux murins et ce afin d’'identifles mécanismes pathogéniques et de tester
I'efficacité de potentiels traitements. Le modédeplus utilisé repose sur I'administration par voie
intrapéritonéale ou intratrachéale de bléomyciree,plus souvent chez la souris (Moore et
Hogaboam, 2008). Néanmoins de nombreux auteurstterhen question la pertinence de ces
modéles (Gauldie et Kolb, 2008; Moellet al, 2008). En particulier, la quasi-totalité des
molécules avec un effet antifibrotique démontrézdhaesouris se sont révélées sans efficacité chez
’homme. Différentes hypothéses ont été avancées pgpliquer cette discordance : possible
résolution spontanée des Iésions, développemeitteraes lésions (quelques jours chez la souris
contre plusieurs années chez 'homme), traitememlus souvent instauré en méme temps que
'administration de I'agent fibrotique (I'intérérdventif plus que curatif de la molécule est atars
fait testé)(Chuaet al, 2005; Moelleret al, 2008), hypothéses toutes reliées au fait d’etilisn
modéle expérimental. Méme si certains modéles thtmbdifiés (administrations répétées de
bléomycine au lieu d’une administration unique (Bysg et al, 2010), suivi & plus long terme
aprés une administration unique (Limjunyawceitgal, 2014)) pour se rapprocher du mode de
développement des lésions chez 'homme (probabksagues » répétées de I'épithélium avec
développement trés progressif des lésions) ; Féttée porte également vers la recherche de
nouveaux modeles (Roma al, 2013). Une affection spontanée, dans une espdoeéa de vie
plus longue, pourrait étre un candidat intéressaé FPIc a été évoquée dans ce contexte. Elle
présente en effet de nombreuses similitudes aveBlldumaine, notamment d’un point de vue des
signes cliniques et de son évolution. Par ailletelsgu’évoqué précédemment, I'espece canine est
particulierement intéressante pour les études mgmét d'association. Différentes études récentes
(Heikkila et al, 2011; Syrjaet al, 2013) ont mis en évidence que les chiens attprmétsentaient
des images tomodensitométriques et histologiquespambles mais non identiques a celles
rencontrées chez 'hnomme lors de FPI; certainsgegsaétant en effet plus proches de celles
retrouvées lors de pneumonie interstitielle nonciigée. Il ressort de notre étude que la FPIc
partage également certains mécanismes moléculmexs la FPI chez 'homme, que ce soit de
grandes fonctions biologiques altérées identifigaasl’analyse du transcriptome ou des voies plus
spécifigues comme celle du TGFB1. Méme si les ncatibns rencontrées chez le chien ne sont
pas exactement les mémes que celles identifiees themme, les similitudes mises en évidence
appuient l'intérét de la FPIc en tant que modéelenBntendu, la FPIc ne serait pas non plus un
modéle parfait, la principale limite étant la fabprévalence de cette affection, génant le
recrutement des cas, en particulier pour test#ickeité de nouvelles molécules.
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En conclusion, ce travail nous a tout d’abord perdiaméliorer nos connaissances sur la
pathogénie de la FPIc. Par I'analyse du transariptau niveau pulmonaire chez les chiens atteints
en comparaison de chiens contréles, nous avonsifidemne altération de différentes fonctions
biologiques lors de FPIc, incluant la croissanda grolifération cellulaires, le développementeet
fonctionnement du systéeme musculo-squelettiguemdgivement cellulaire, le développement
cellulaire, le développement embryonnaire, la digation et les interactions intercellulaires et la
présentation antigénique. Différentes catégoriextfonnelles en lien avec l'inflammation et la
réponse immunitaire ont été mises en avant lorscetee analyse et une dysrégulation de
I'expression de plusieurs cytokines pro-inflammeasi(CCL2, CCL7, CCL17, IL8 et CXCL14) et
de la PLUNC a été confirmée par qRT-PCR. L'analgseranscriptome suggére également une
altération des voies du développement, avec eitpit une surexpression de la FAP.

Cette étude a également permis de démontrer gsignalisation active en TGFB1 existait
au sein des poumons atteints de FPIc, notammaenmitzaau de I'épithélium pathologique, telle que
démontrée par la présence d’'un immunomarquagefpusitr la Smad 2/3 phosphorylée et pour le
récepteur de type 1 au sein des cellules épithélidliéme si le géne du TGFB1 ne semblait pas
surexprimé, une quantité augmentée de la proté®EBIL a été observée au sein des poumons
atteints, avec un marquage intense au niveau pighiédium. Les résultats suggerent également que
les voies de stockage et d’activation du TGFB1 sdtérées lors de FPIc avec une diminution de
I'expression de la LTBP4 et de la sous-unité intégB8 et une augmentation de I'expression de la
THBS1. Des taux élevés de TGFB1 circulant ont étébuvés dans les races prédisposées, ce qui
pourrait au moins partiellement expliquer leur sysibilité a la FPIc. Au regard des propriétés
profibrotiques du TGFBL1 et des résultats de cdtide? nous pouvons suggérer que le TGFB1 est
probablement impliqué dans la pathogénie de la EPtpie la modulation de son stockage, de son
activation ou de sa signalisation intracellulagprésente des cibles thérapeutiques potentielles.

Le deuxieme objectif de ce travail était d'idemtifdes biomarqueurs qui pourront a terme
étre intégrés dans la démarche diagnostique d’'ite. Ees mesures sériques réalisées lors de
I'étude du TGFBL1 et de la sérotonine indiquent gae derniers n’ont pas d'intérét en tant que
biomarqueurs diagnostiques dans la FPIc, a cause dibsence de différence entre chiens atteints
et chiens sains pour les deux molécules et d’'uet efice significatif pour le TGFB1. A linverse,
'ET1 est un trés bon candidat. Sa concentratioriqsé n’est pas influencée de maniéere
significative par les facteurs race et age, eltesamificativement augmentée lors de FPIc en
comparaison de chiens sains et de chiens attemisres affections respiratoires chroniques; et
'ET1 semble détectable dans le LLBA uniquementzcles chiens atteints de FPIc. Ses bonnes
performances diagnostiques (sensibilité, spéafigietrouvées dans notre étude doivent toutefois
encore étre validées dans une autre cohorte atiatégier la mesure de 'ET1 dans la démarche
diagnostique de la FPIc. L'analyse du transcriptamégalement permis d’identifier plusieurs
biomarqueurs potentiels dans le sérum et/ou le LLBArmi ces biomarqueurs, le CCL2 a été
étudié plus spécifiguement. Bien que ses perforemrsemblent moindres que pour I'ET1, le
CCL2 semble également avoir un intérét en tantbijomarqueur diagnostique. Comme I'ET1, ces
résultats doivent étre validés sur une populatm&pendante et il serait également intéressant de
combiner plusieurs biomarqueurs pour amélioreetsibilité et la spécificité globales.

131



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

ABRAHAM D.J., VANCHEESWARAN R., DASHWOOD M.R., RAJKMAR V.S,
PANTELIDES P., XU S.W., DU BOIS R.M., BLACK C.M.ntreased levels of endothelin-1 and
differential endothelin type A and B receptor exgsien in scleroderma-associated fibrotic lung
disease Am J Pathol1997,151, 831-841.

ACHARYA P.S., ZUKAS A., CHANDAN V., KATZENSTEIN A.L, PURE E. Fibroblast
activation protein: a serine protease expresséteatemodeling interface in idiopathic pulmonary
fibrosis. Hum Pathol,2006,37, 352-360.

AHUJA S.S., PALIOGIANNI F., YAMADA H., BALOW J.E.,.BOUMPAS D.T. Effect of
transforming growth factor-beta on early and latgvation events in human T cellsl Immunol,
1993,150 3109-3118.

AKHMETSHINA A., PALUMBO K., DEES C., BERGMANN C., ¥NALIS P., ZERR P.,

HORN A., KIREVA T., BEYER C., ZWERINA J., SCHNEIDERI., SADOWSKI A., RIENER

M.O., MACDOUGALD O.A., DISTLER O., SCHETT G., DISHR J.H. Activation of canonical
Whnt signalling is required for TGF-beta-mediatdutdisis. Nature communication®012,3, 735.

AKHURST R.J., HATA A. Targeting the TGF[beta] sajhing pathway in diseaseNat Rev Drug
Discov,2012,11, 790-811.

ALDER J.K., CHEN J.J., LANCASTER L., DANOFF S., S2JC., COGAN J.D., VULTO I., XIE
M., QI X., TUDER R.M., PHILLIPS J.A., 3RD, LANSDORP.M., LOYD J.E., ARMANIOS
M.Y. Short telomeres are a risk factor for ididpatpulmonary fibrosis.Proc Natl Acad Sci U S
A, 2008,105 13051-13056.

ALLAM J.S., LIMPER A.H. Idiopathic pulmonary fibeis: is it a familial disease@urr Opin
Pulm Med,2006,12, 312-317.

AMBROSINI V., CANCELLIERI A., CHILOSI M., ZOMPATORI M., TRISOLINI R.,
SARAGONI L., POLETTI V. Acute exacerbation of igiathic pulmonary fibrosis: report of a
series.Eur Respir J2003,22, 821-826.

ANDERSSON-SJOLAND A., DE ALBA C.G., NIHLBERG K., BEERRIL C., RAMIREZ R.,
PARDO A., WESTERGREN-THORSSON G., SELMAN M. Fibytes are a potential source of
lung fibroblasts in idiopathic pulmonary fibrosisit J Biochem Cell Biol2008,40, 2129-2140.

ANDO M., MIYAZAKI E., ITO T., HIROSHIGE S., NUREKIS.I., UENO T., TAKENAKA R.,
FUKAMI T., KUMAMOTO T. Significance of Serum Vastar Endothelial Growth Factor Level
in Patients with Idiopathic Pulmonary Fibroslaung,2010.

ANNES J.P., RIFKIN D.B., MUNGER J.S. The integatphaVbeta6 binds and activates latent
TGFbeta3.FEBS Lett2002,511, 65-68.

ANNES J.P., MUNGER J.S., RIFKIN D.B. Making serafdatent TGFbeta activationJournal
of cell science2003,116, 217-224.

ANNES J.P., CHEN Y., MUNGER J.S., RIFKIN D.B. Ign alphaVbeta6-mediated activation
of latent TGF-beta requires the latent TGF-betalibign protein-1. The Journal of cell biology,
2004,165 723-734.

ANSCHER M.S., PETERS W.P., REISENBICHLER H., PETRO8.P., JIRTLE R.L.
Transforming growth factor beta as a predictorieérl and lung fibrosis after autologous bone
marrow transplantation for advanced breast candeengl J Med1993,328 1592-1598.

ANTONIADES H.N., NEVILLE-GOLDEN J., GALANOPOULOS T. KRADIN R.L.,
VALENTE A.J., GRAVES D.T. Expression of monocythetnoattractant protein 1 mRNA in
human idiopathic pulmonary fibrosi®roc Natl Acad Sci U S A992,89, 5371-5375.

132



AOYAGI-IKEDA K., MAENO T., MATSUI H., UENO M., HARA K., AOKI Y., AOKI F.,
SHIMIZU T., DOI H., KAWAI-KOWASE K., ISO T., SUGA T, ARAI M., KURABAYASHI M.
Notch induces myofibroblast differentiation of ail@r epithelial cells via transforming growth
factor-beta-Smad3 pathwaym J Respir Cell Mol BioR011,45, 136-144.

ARAI T., ABE K., MATSUOKA H., YOSHIDA M., MORI M.,GOYA S., KIDA H., NISHINO
K., OSAKI T., TACHIBANA I., KANEDA Y., HAYASHI S. Introduction of the interleukin-10
gene into mice inhibited bleomycin-induced lunguigjin vivo. Am J Physiol Lung Cell Mol
Physiol,2000,278 L914-922.

ARASE Y., IKEDA K., TSUBOTA A,, SAITOH S., SUZUKI Y, KOBAYASHI M., SUZUKI F.,
SOMEYA T., AKUTA N., HOSAKA T., KUMADA H. Usefulngs of serum KL-6 for early
diagnosis of idiopathic pulmonary fibrosis in patewith hepatitis C virusHepatology research :
the official journal of the Japan Society of Hepatyy, 2003,27, 89-94.

ARAYA J., CAMBIER S., MORRIS A., FINKBEINER W., NIBIMURA S.L. Integrin-mediated
transforming growth factor-beta activation regutateomeostasis of the pulmonary epithelial-
mesenchymal trophic unitAm J Pathol2006,169, 405-415.

ARAYA J., CAMBIER S., MARKOVICS J.A.,, WOLTERS P.,ABLONS D., HILL A,
FINKBEINER W., JONES K., BROADDUS V.C., SHEPPARD,IBARZCAK A., XIAO Y.,
ERLE D.J., NISHIMURA S.L. Squamous metaplasia afigsl pathologic epithelial-mesenchymal
interactions in COPD patientd. Clin Invest2007,117, 3551-3562.

ARAYA J., NISHIMURA S.L. Fibrogenic reactions inhg disease Annu Rev Pathol010,5,
77-98.

ARMANIOS M.Y., CHEN J.J., COGAN J.D., ALDER J.K.NGERSOLL R.G., MARKIN C.,
LAWSON W.E., XIE M., VULTO 1., PHILLIPS J.A., 3RDLANSDORP P.M., GREIDER C.W.,
LOYD J.E. Telomerase mutations in families witiophthic pulmonary fibrosisN Engl J Med,
2007,356, 1317-1326.

ARNDT J.W., REYNOLDS C.A., SINGLETARY G.E., CONNOM.J.M., LEVY R.J., OYAMA
M.A. Serum serotonin concentrations in dogs wilgeherative mitral valve diseasg Vet Intern
Med,2009,23, 1208-1213.

ASAKURA S., COLBY T.V,, LIMPER A.H. Tissue localigion of transforming growth factor-
betal in pulmonary eosinophilic granulormfam J Respir Crit Care Med, 996,154, 1525-1530.

AUGSTEN M., HAGGLOF C., OLSSON E., STOLZ C., TSAGI¥ZP., LEVCHENKO T.,
FREDERICK M.J., BORG A., MICKE P., EGEVAD L., OSTMAA. CXCL14 is an autocrine
growth factor for fibroblasts and acts as a multidal stimulator of prostate tumor growtRroc
Natl Acad Sci U S A2009,106, 3414-3419.

AWAD M.R., EL-GAMEL A., HASLETON P., TURNER D.M., BINOTT P.J., HUTCHINSON
V. Genotypic variation in the transforming gréwtfactor-betal gene: association with
transforming growth factor-betal production, filicotung disease, and graft fibrosis after lung
transplantation.Transplantation,1998,66, 1014-1020.

AZUMA A., NUKIWA T., TSUBOI E., SUGA M., ABE S., NXATA K., TAGUCHI Y.,
NAGAI S., ITOH H., OHI M., SATO A., KUDOH S. Doublblind, placebo-controlled trial of
pirfenidone in patients with idiopathic pulmonaigrbsis. Am J Respir Crit Care Me@005,171,
1040-1047.

BACAKOGLU F., ATASEVER A., OZHAN M.H., GURGUN C., @&KILIC H., GUZELANT A.
Plasma and bronchoalveolar lavage fluid levelsnofoghelin-1 in patients with chronic obstructive
pulmonary disease and pulmonary hypertensi®aspiration 2003,70, 594-599.

BACH J.F., ROZANSKI E.A., MACGREGOR J., BETKOWSKIM., RUSH J.E. Retrospective
evaluation of sildenafil citrate as a therapy famponary hypertension in dogs. Vet Intern Med,
2006,20, 1132-1135.

133



BALAKRISHNAN A., KING L.G. Updates on Pulmonary Ration Testing in Small Animals.
Veterinary Clinics of North America: Small Animakletice,2014,44, 1-18.

BANDOH S., FUJITA J., OHTSUKI Y., UEDA Y., HOJO STOKUDA M., DOBASHI H.,
KURATA N., YOSHINOUCHI T., KOHNO N., TAKAHARA J. $&quential changes of KL-6 in
sera of patients with interstitial pneumonia assied with polymyositis/dermatomyositigsnnals
of the rheumatic disease)00,59, 257-262.

BARAN C.P., OPALEK J.M., MCMAKEN S., NEWLAND C.A.Q'BRIEN J.M., JR., HUNTER
M.G., BRINGARDNER B.D., MONICK M.M., BRIGSTOCK D.R. STROMBERG P.C,,
HUNNINGHAKE G.W., MARSH C.B. Important roles foramrophage colony-stimulating factor,
CC chemokine ligand 2, and mononuclear phagocytébe pathogenesis of pulmonary fibrosis.
Am J Respir Crit Care Me@007,176, 78-89.

BARCELLOS-HOFF M.H., DERYNCK R., TSANG M.L., WEATHREBEE J.A. Transforming
growth factor-beta activation in irradiated murimammary gland.J Clin Invest,1994,93, 892-
899.

BARCELLOS-HOFF M.H., DIX T.A. Redox-mediated aaton of latent transforming growth
factor-beta 1.Molecular endocrinology (Baltimore, Md}996,10, 1077-1083.

BARGAGLI E., PRASSE A., OLIVIERI C., MULLER-QUERNHE J., ROTTOLI P.
Macrophage-derived biomarkers of idiopathic pulmgrigorosis. Pulm Med,2011,2011, 717130.

BARTLETT J.A,, GAKHAR L., PENTERMAN J., SINGH P.K.MALLAMPALLI R.K.,
PORTER E., MCCRAY P.B., JR. PLUNC: a multifunctirsurfactant of the airwaysBiochem
Soc Trans2011,39, 1012-1016.

BARTRAM U., SPEER C.P. The role of transforminggth factor beta in lung development and
disease.Chest,2004,125 754-765.

BAUMGARTNER K.B., SAMET J.M., STIDLEY C.A., COLBY V., WALDRON J.A.
Cigarette smoking: a risk factor for idiopathic manary fibrosis. Am J Respir Crit Care Med,
1997,155 242-248.

BERGERON A., SOLER P., KAMBOUCHNER M., LOISEAU RVILLERON B., VALEYRE
D., HANCE A.J., TAZI A. Cytokine profiles in idigihic pulmonary fibrosis suggest an
important role for TGF-beta and IL-1&ur Respir J2003,22, 69-76.

BEST A.C., MENG J., LYNCH A.M., BOZIC C.M., MILLERD., GRUNWALD G.K., LYNCH
D.A. Idiopathic pulmonary fibrosis: physiologicsts, quantitative CT indexes, and CT visual
scores as predictors of mortalitiRadiology,2008,246 935-940.

BIONDO A.W., WIEDMEYER C.E., SISSON D.D., SOLTERHM?. Comparative sequences of
canine and feline endothelin-Yet Clin Pathol 2003,32, 188-194.

BITTERMAN P.B., ADELBERG S., CRYSTAL R.G. Mechams of pulmonary fibrosis.
Spontaneous release of the alveolar macrophageedegrowth factor in the interstitial lung
disorders.J Clin Invest,1983,72, 1801-1813.

BITTERMAN P.B., RENNARD S.l., KEOGH B.A., WEWERS m., ADELBERG S,
CRYSTAL R.G. Familial idiopathic pulmonary fibrasi Evidence of lung inflammation in
unaffected family membersN Engl J Med1986,314, 1343-1347.

BJORAKER J.A., RYU J.H., EDWIN M.K., MYERS J.L., TZ&LAAR H.D., SCHROEDER
D.R., OFFORD K.P. Prognostic significance of histthologic subsets in idiopathic pulmonary
fibrosis. Am J Respir Crit Care Med,998,157, 199-203.

BODDY K.N., ROCHE B.M., SCHWARTZ D.S., NAKAYAMA T.HAMLIN R.L. Evaluation
of the six-minute walk test in dog&sm J Vet Re®004,65, 311-313.

134



BOGATKEVICH G.S., TOURKINA E., SILVER R.M., LUDWICK-BRADLEY A. Thrombin
differentiates normal lung fibroblasts to a myofiblast phenotype via the proteolytically activated
receptor-1 and a protein kinase C-dependent pathw&jol Chem2001,276, 45184-45192.

BOIVIN G.P., OTOOLE B.A., ORSMBY |.E., DIEBOLD R.JEIS M.J., DOETSCHMAN T.,
KIER A.B. Onset and progression of pathologicaidas in transforming growth factor-beta 1-
deficient mice.Am J Pathol1995,146, 276-288.

BONNER J.C., BADGETT A., LINDROOS P.M., OSORNIO-VAAS A.R. Transforming
growth factor beta 1 downregulates the plateleivddrgrowth factor alpha-receptor subtype on
human lung fibroblasts in vitraAm J Respir Cell Mol Bioll 995,13, 496-505.

BONNIAUD P., KOLB M., GALT T., ROBERTSON J., ROBBIBIC., STAMPFLI M., LAVERY
C., MARGETTS P.J.,, ROBERTS A.B., GAULDIE J. Smad8ll mice develop airspace
enlargement and are resistant to TGF-beta-medfatédonary fibrosis. J Immunol,2004,173
2099-2108.

BONNIAUD P., MARGETTS P.J., ASK K., FLANDERS K., GADIE J., KOLB M. TGF-beta
and Smad3 signaling link inflammation to chronibréigenesis.J Immunol,2005a,175 5390-
5395.

BONNIAUD P., MARGETTS P.J., KOLB M., SCHROEDER J,AAPOUN A.M., DAMM D.,
MURPHY A., CHAKRAVARTY S., DUGAR S., HIGGINS L., PBTTER A.A., GAULDIE J.
Progressive transforming growth factor betal-induleeng fibrosis is blocked by an orally active
ALKS5 kinase inhibitor. Am J Respir Crit Care Me@005b,171, 889-898.

BOON K., BAILEY N.W., YANG J., STEEL M.P., GROSHONS., KERVITSKY D., BROWN
K.K., SCHWARZ M.l., SCHWARTZ D.A. Molecular phengies distinguish patients with
relatively stable from progressive idiopathic puimaoy fibrosis (IPF).PLoS One2009,4, e5134.

BOOTH A.J., HADLEY R., CORNETT A.M., DREFFS A.A., MITHES S.A., TSUI J.L.,
WEISS K., HOROWITZ J.C., FIORE V.F., BARKER T.H.,®@ORE B.B., MARTINEZ F.J.,
NIKLASON L.E., WHITE E.S. Acellular normal and fibtic human lung matrices as a culture
system for in vitro investigationAm J Respir Crit Care Me@012,186, 866-876.

BORDER W.A., RUOSLAHTI E. Transforming growth factbeta in disease: the dark side of
tissue repairJ Clin Invest1992,90, 1-7.

BORENSZTAJN K., PEPPELENBOSCH M.P., SPEK C.A. Bacta: at the crossroads between
coagulation and signaling in physiology and disedsends in molecular medicin2008,14, 429-
440.

BRENNER B., HARNEY J.T., AHMED B.A., JEFFUS B.C.NAL R., MEHTA J.L., KILIC F.
Plasma serotonin levels and the platelet serotwaimsporter. Journal of neurochemistr2007,
102 206-215.

BREUSS J.M., GILLETT N., LU L., SHEPPARD D., PYTELR. Restricted distribution of
integrin beta 6 MRNA in primate epithelial tissuesThe journal of histochemistry and
cytochemistry : official journal of the HistochetmsSociety 1993,41, 1521-1527.

BREUSS J.M., GALLO J., DELISSER H.M., KLIMANSKAYA .Y., FOLKESSON H.G,,
PITTET J.F., NISHIMURA S.L., ALDAPE K., LANDERS D.Y CARPENTER W., ET AL.
Expression of the beta 6 integrin subunit in depelent, neoplasia and tissue repair suggests a role
in epithelial remodelingJournal of cell sciencel, 995,108 ( Pt 6) 2241-2251.

BRIDGES J.P., XU Y., NA C.L.,, WONG H.R., WEAVER T..E Adaptation and increased
susceptibility to infection associated with consgtite expression of misfolded SP-Ghe Journal
of cell biology,2006,172 395-407.

BRINGARDNER B.D., BARAN C.P., EUBANK T.D., MARSH ®. The role of inflammation in
the pathogenesis of idiopathic pulmonary fibrogkntioxidants & redox signaling2008,10, 287-
301.

135



BRODY A.R., WARSHAMANA G.S., JING Y., POCIASK D.A.Expression of transforming
growth factor-beta induces fibroproliferative pulmaoy disease in fibrosis-resistant mic€hest,
2001,120 48S-49S.

BROEKELMANN T.J., LIMPER A.H., COLBY T.V., MCDONALDJ.A. Transforming growth
factor beta 1 is present at sites of extracellufatrix gene expression in human pulmonary
fibrosis. Proc Natl Acad Sci U S A991,88, 6642-6646.

BROWN A.J., DAVISON E., SLEEPER M.M. Clinical etficy of sildenafil in treatment of
pulmonary arterial hypertension in dogkVet Intern Med2010,24, 850-854.

BRUSS M.L., MARGOLIN S.B., GIRI S.N. Pharmacokiiwstof orally administered pirfenidone
in male and female beagledournal of veterinary pharmacology and therapeyt304,27, 361-
367.

BUCALA R., SPIEGEL L.A., CHESNEY J., HOGAN M., CERA A. Circulating fibrocytes
define a new leukocyte subpopulation that meditésae repairMolecular medicine (Cambridge,
Mass.),1994,1, 71-81.

BUHLING F., WILLE A., ROCKEN C., WIESNER O., BAIERA., MEINECKE I., WELTE T.,
PAP T. Altered expression of membrane-bound ahthoCD95/Fas contributes to the resistance
of fibrotic lung fibroblasts to FasL induced apap$o Respir Res2005,6, 37.

CAMBIER S., MU D.Z., O'CONNELL D., BOYLEN K., TRAV$ W., LIU W.H., BROADDUS
V.C., NISHIMURA S.L. A role for the integrin alpkibeta8 in the negative regulation of epithelial
cell growth. Cancer research?000,60, 7084-7093.

CAMPISI J., D'ADDA DI FAGAGNA F. Cellular senesaosst when bad things happen to good
cells. Nature reviews. Molecular cell biolog2007,8, 729-740.

CANFIELD P.J., ROTHWELL T.L., PAPADIMITRIOU J.M., ®ORE J.D. Siliceous
pneumoconiosis in two dogd. Comp Pathol1989,100 199-202.

CANTIN A.M., NORTH S.L., FELLS G.A., HUBBARD R.C.CRYSTAL R.G. Oxidant-
mediated epithelial cell injury in idiopathic pulmary fibrosis. J Clin Invest,1987,79, 1665-
1673.

CAO B., GUO Z., ZHU Y., XU W. The potential rold BDGF, IGF-1, TGF-beta expression in
idiopathic pulmonary fibrosisChinese medical journa000,113 776-782.

CAR B.D., MELONI F., LUISETTI M., SEMENZATO G., GIADRONI-GRASSI G., WALZ A.
Elevated IL-8 and MCP-1 in the bronchoalveolar evafluid of patients with idiopathic
pulmonary fibrosis and pulmonary sarcoidosin J Respir Crit Care Med, 994,149, 655-659.

CARRE P.C., MORTENSON R.L., KING T.E., JR., NOBLEW, SABLE C.L., RICHES D.W.
Increased expression of the interleukin-8 gene lbagotar macrophages in idiopathic pulmonary
fibrosis. A potential mechanism for the recruitmantl activation of neutrophils in lung fibrosi3.
Clin Invest,1991,88, 1802-1810.

CHA S.I.,, RYERSON C.J., LEE J.S., KUKREJA J., BARRYS., JONES K.D., ELICKER B.M.,
KIM D.S., PAPA F.R.,, COLLARD H.R., WOLTERS P.J. dalved cytokeratin-18 is a
mechanistically informative biomarker in idiopathicimonary fibrosis. Respir Res2012,13,
105.

CHARPIN J.M., VALCKE J., KETTANEH L., EPARDEAU B.STERN M., ISRAEL-BIET D.
Peaks of transforming growth factor-beta mRNA wealar cells of lung transplant recipients as an
early marker of chronic rejectiorl.ransplantation,1998,65, 752-755.

CHECA M., RUIZ V., MONTANO M., VELAZQUEZ-CRUZ R., BELMAN M., PARDO A.
MMP-1 polymorphisms and the risk of idiopathic polmary fibrosis. Human genetics2008,124,
465-472.

136



CHOI E.S., JAKUBZICK C., CARPENTER K.J., KUNKEL S.LEVANOFF H., MARTINEZ
F.J., FLAHERTY K.R., TOEWS G.B., COLBY T.V., KAZERONI E.A., GROSS B.H., TRAVIS
W.D., HOGABOAM C.M. Enhanced monocyte chemoattatprotein-3/CC chemokine ligand-7
in usual interstitial pneumoniagAm J Respir Crit Care Me@004,170, 508-515.

CHRISTENSEN B.C., HOUSEMAN E.A., MARSIT C.J., ZHENG., WRENSCH M.R.,
WIEMELS J.L., NELSON H.H., KARAGAS M.R., PADBURY B., BUENO R,
SUGARBAKER D.J., YEH R.F., WIENCKE J.K., KELSEY K.T Aging and environmental
exposures alter tissue-specific DNA methylation edefent upon CpG island contextPLoS
genetics2009,5, e1000602.

CHUA F., GAULDIE J., LAURENT G.J. Pulmonary fibrigs searching for model answer8m J
Respir Cell Mol Biol2005,33, 9-13.

CISNEROS J., HAGOOD J., CHECA M., ORTIZ-QUINTERO, BIEGREROS M., HERRERA
I, RAMOS C., PARDO A., SELMAN M. Hypermethylatiemediated silencing of p14(ARF) in
fibroblasts from idiopathic pulmonary fibrosisAm J Physiol Lung Cell Mol Physid2012,303
L295-303.

CLERCX C., PEETERS D., SNAPS F., HANSEN P., MCENTHEE, DETILLEUX J.,
HENROTEAUX M., DAY M.J. Eosinophilic bronchopneupethy in dogs.J Vet Intern Med,
2000,14, 282-291.

COKER R.K.,, LAURENT G.J., SHAHZEIDI S., HERNANDEZ@®DRIGUEZ N.A.,
PANTELIDIS P., DU BOIS R.M., JEFFERY P.K., MCANULTR.J. Diverse cellular TGF-beta
1 and TGF-beta 3 gene expression in normal humdmamine lung.Eur Respir J1996,9, 2501-
2507.

COKER R.K., LAURENT G.J., SHAHZEIDI S., LYMPANY P.ADU BOIS R.M., JEFFERY
P.K., MCANULTY R.J. Transforming growth factorsthel, -beta 2, and -beta 3 stimulate
fibroblast procollagen production in vitro but ad#ferentially expressed during bleomycin-
induced lung fibrosisAm J Pathol1997,150, 981-991.

COKER R.K., LAURENT G.J., JEFFERY P.K., DU BOIS R,MBLACK C.M., MCANULTY
R.J. Localisation of transforming growth factotdieand beta3 mRNA transcripts in normal and
fibrotic human lung.Thorax,2001,56, 549-556.

COLLARD H.R., RYU J.H.,, DOUGLAS W.W., SCHWARZ M..CURRAN-EVERETT D.,
KING T.E., JR., BROWN K.K. Combined corticoster@dd cyclophosphamide therapy does not
alter survival in idiopathic pulmonary fibrosi€hest,2004,125 2169-2174.

COLLARD H.R., MOORE B.B., FLAHERTY K.R., BROWN K.K.KANER R.J., KING T.E.,
JR., LASKY J.A,, LOYD J.E., NOTH I, OLMAN M.A., R&HU G., ROMAN J., RYU J.H,,
ZISMAN D.A., HUNNINGHAKE G.W., COLBY T.V., EGAN J.J HANSELL D.M., JOHKOH
T., KAMINSKI N., KIM D.S., KONDOH Y., LYNCH D.A., MULLER-QUERNHEIM J.,
MYERS J.L., NICHOLSON A.G., SELMAN M., TOEWS G.B/ELLS A.U., MARTINEZ F.J.
Acute exacerbations of idiopathic pulmonary fibsodAm J Respir Crit Care Me@007,176, 636-
643.

CORCORAN B.M., COBB M., MARTIN M.W., DUKES-MCEWAN.JFRENCH A., FUENTES
V.L., BOSWOOD A., RHIND S. Chronic pulmonary disean West Highland white terrier§et
Rec,1999a,144, 611-616.

CORCORAN B.M., DUKES-MCEWAN J., RHIND S., FRENCH A.ldiopathic pulmonary
fibrosis in a Staffordshire bull terrier with hypgroidism. J Small Anim Pract1999b,40, 185-
188.

CORCORAN B.M., KING L.G., SCHWARZ T., HAMMOND G., W.LIVAN M. Further
characterisation of the clinical features of checopulmonary disease in West Highland white
terriers. Vet Rec2011,168 355.

137



CORRIN B., BUTCHER D., MCANULTY B.J., DUBOIS R.MBLACK C.M., LAURENT G.J.,
HARRISON N.K. Immunohistochemical localization tonsforming growth factor-beta 1 in the
lungs of patients with systemic sclerosis, cryptogdibrosing alveolitis and other lung disorders.
Histopathology,1994,24, 145-150.

COSGROVE G.P., SCHWARZ M.l., GERACI M.W., BROWN K, KWORTHEN G.S.
Overexpression of Matrix Metalloproteinase-7 inrRohary Fibrosis.Chest,2002,121, 25S-26S.

COSGROVE G.P., BROWN K.K., SCHIEMANN W.P., SERLSEA. PARR J.E., GERACI
M.W., SCHWARZ M.l., COOL C.D., WORTHEN G.S. Pignteapithelium-derived factor in
idiopathic pulmonary fibrosis: a role in aberrangimgenesis.Am J Respir Crit Care Me®004,
170, 242-251.

COTTIN V., NUNES H., BRILLET P.Y., DELAVAL P., DEVOASSOUX G., TILLIE-
LEBLOND |I., ISRAEL-BIET D., COURT-FORTUNE I, VALERE D., CORDIER J.F.
Combined pulmonary fibrosis and emphysema: a distimderrecognised entityEur Respir J,
2005,26, 586-593.

COTTIN V., LE PAVEC J., PREVOT G., MAL H., HUMBERT., SIMONNEAU G.,
CORDIER J.F. Pulmonary hypertension in patientshwiombined pulmonary fibrosis and
emphysema syndromé&ur Respir J2010,35, 105-111.

COULTAS D.B., ZUMWALT R.E., BLACK W.C., SOBONYA R.E The epidemiology of
interstitial lung diseasesAm J Respir Crit Care Med,994,150, 967-972.

COWARD W.R., SAINI G., JENKINS G. The pathogenesfsidiopathic pulmonary fibrosis.
Therapeutic advances in respiratory dised#10,4, 367-388.

CRAWFORD S.E., STELLMACH V., MURPHY-ULLRICH J.E.,IREIRO S.M., LAWLER J.,
HYNES R.O., BOIVIN G.P., BOUCK N. Thrombospondirisla major activator of TGF-betal in
vivo. Cell, 1998,93, 1159-1170.

CRONKHITE J.T., XING C., RAGHU G., CHIN K.M., TORRE F., ROSENBLATT R.L.,
GARCIA C.K. Telomere shortening in familial andosadic pulmonary fibrosisAm J Respir Crit
Care Med,2008,178 729-737.

CUMMINGS A.C., SPAULDING K.A., SCOTT K.D., EDWARDS.F. IMAGING DIAGNOSIS-
PULMONARY ALVEOLAR PROTEINOSIS IN A DOG.Vet Radiol Ultrasound2013.

CUTRONEO K.R., WHITE S.L., PHAN S.H., EHRLICH H.PTherapies for bleomycin induced
lung fibrosis through regulation of TGF-betal inddccollagen gene expressionlournal of
cellular physiology2007,211, 585-589.

D'OVIDIO F., SINGER L.G., HADJILIADIS D., PIERRE AWADDELL T.K., DE PERROT M.,
HUTCHEON M., MILLER L., DARLING G., KESHAVJEE S. revalence of gastroesophageal
reflux in end-stage lung disease candidates fog wansplant. The Annals of thoracic surgery,
2005,80, 1254-1260.

DABOVIC B., CHEN Y., COLAROSSI C., OBATA H., ZAMBUD L., PERLE M.A., RIFKIN
D.B. Bone abnormalities in latent TGF-[beta] bimglprotein (Ltbp)-3-null mice indicate a role for
Ltbp-3 in modulating TGF-[beta] bioavailabilitythe Journal of cell biology2002,156 227-232.

DALLAS S.L., MIYAZONO K., SKERRY T.M., MUNDY G.R.,.BONEWALD L.F. Dual role
for the latent transforming growth factor-beta lngdprotein in storage of latent TGF-beta in the
extracellular matrix and as a structural matrixt@im The Journal of cell biology 995,131, 539-
549.

DANCER R.C., WOOD A.M., THICKETT D.R. Metalloprdteases in idiopathic pulmonary
fibrosis. Eur Respir J2011,38, 1461-1467.

DANIEL C., TAKABATAKE Y., MIZUI M., ISAKA Y., KAWAS HI H., RUPPRECHT H., IMAI
E., HUGO C. Antisense oligonucleotides againsbrifivospondin-1 inhibit activation of tgf-beta
in fibrotic renal disease in the rat in vivem J Pathol2003,163 1185-1192.

138



DANIIL Z.D., PAPAGEORGIOU E., KOUTSOKERA A., KOSTIKS K., KIROPOULOS T.,
PAPAIOANNOU A.l., GOURGOULIANIS K.I. Serum levelsf oxidative stress as a marker of
disease severity in idiopathic pulmonary fibrogtalm Pharmacol The2008,21, 26-31.

DASARI A., BARTHOLOMEW J.N., VOLONTE D., GALBIATI E Oxidative stress induces
premature senescence by stimulating caveolin-1 ganscription through p38 mitogen-activated
protein kinase/Spl-mediated activation of two G&ripromoter elementLancer research2006,
66, 10805-10814.

DATTA A., SCOTTON C.J., CHAMBERS R.C. Novel thempic approaches for pulmonary
fibrosis. Br J Pharmacol2011,163 141-172.

DE BOER W.I.,, VAN SCHADEWIJK A., SONT J.K., SHARMA.S., STOLK J., HIEMSTRA
P.S., VAN KRIEKEN J.H. Transforming growth facteetal and recruitment of macrophages and
mast cells in airways in chronic obstructive pulmiondisease Am J Respir Crit Care Med,998,
158 1951-1957.

DEGRYSE A.L., TANJORE H., XU X.C., POLOSUKHIN V.VJONES B.R., MCMAHON F.B.,
GLEAVES L.A., BLACKWELL T.S., LAWSON W.E. Repetite intratracheal bleomycin models
several features of idiopathic pulmonary fibrosisn J Physiol Lung Cell Mol Physid@010,299
L442-452.

DEGUCHI Y. Spontaneous increase of transformingwgn factor beta production by
bronchoalveolar mononuclear cells of patients wgigstemic autoimmune diseases affecting the
lung. Annals of the rheumatic diseas&9892,51, 362-365.

DEMLING N., EHRHARDT C., KASPER M., LAUE M., KNEL%., RIEBER E.P. Promotion of
cell adherence and spreading: a novel function AGR, the highly selective differentiation
marker of human alveolar epithelial type | cel@ell and tissue researcB006,323 475-488.

DENNLER S., ITOH S, VIVIEN D., TEN DIJKE P., HUES., GAUTHIER J.M. Direct binding
of Smad3 and Smad4 to critical TGF beta-induciblements in the promoter of human
plasminogen activator inhibitor-type 1 gerteMBO J,1998,17, 3091-3100.

DERYNCK R., ZHANG Y.E. Smad-dependent and Smackpehdent pathways in TGF-beta
family signalling. Nature,2003,425 577-584.

DING Q., LUCKHARDT T., HECKER L., ZHOU Y., LIU G.ANTONY V.B., DEANDRADE J.,
THANNICKAL V.J. New insights into the pathogenesiad treatment of idiopathic pulmonary
fibrosis. Drugs,2011,71, 981-1001.

DISATIAN S., ORTON E.C. Autocrine serotonin andrisforming growth factor beta 1 signaling
mediates spontaneous myxomatous mitral valve diséldse Journal of heart valve disea2§09,
18, 44-51.

DOUGLAS W.W., RYU J.H., SCHROEDER D.R. Idiopathimimonary fibrosis: Impact of
oxygen and colchicine, prednisone, or no therapgwmnival. Am J Respir Crit Care Me@000,
161, 1172-1178.

DREWS F., KNOBEL S., MOSER M., MUHLACK K.G., MOHRERB., STOLL C., BOSIO A,
GRESSNER A.M., WEISKIRCHEN R. Disruption of thddat transforming growth factor-beta
binding protein-1 gene causes alteration in fastialcture and influences TGF-beta bioavailability.
Biochimica et biophysica act2p08,1783 34-48.

DUBAYBO B.A., THET L.A. Effect of transforming gmeth factor beta on synthesis of
glycosaminoglycans by human lung fibrobladtsp Lung Res1990,16, 389-403.

EATON T., YOUNG P., MILNE D., WELLS A.U. Six-minet walk, maximal exercise tests:
reproducibility in fibrotic interstitial pneumoniaAm J Respir Crit Care Me®005,171, 1150-
1157.

139



EBINA M., SHIMIZUKAWA M., SHIBATA N., KIMURA Y., SUZUKI T., ENDO M., SASANO
H., KONDO T., NUKIWA T. Heterogeneous increaseGD34-positive alveolar capillaries in
idiopathic pulmonary fibrosisAm J Respir Crit Care Me@004,169, 1203-1208.

EDWARDS D.R., MURPHY G., REYNOLDS J.J., WHITHAM S,EDOCHERTY A.J., ANGEL
P., HEATH J.K. Transforming growth factor beta rmtades the expression of collagenase and
metalloproteinase inhibitorEMBO J,1987,6, 1899-1904.

EGAN J.J., STEWART J.P., HASLETON P.S., ARRAND J.RARROLL K.B., WOODCOCK
A.A. Epstein-Barr virus replication within pulmaiyaepithelial cells in cryptogenic fibrosing
alveolitis. Thorax,1995,50, 1234-1239.

EKERT J.E., MURRAY L.A., DAS A.M., SHENG H., GILEBROMAR J., RYCYZYN M.A.
Chemokine (C-C maotif) ligand 2 mediates direct andirect fibrotic responses in human and
murine cultured fibrocyteskibrogenesis Tissue Repa011,4, 23.

EL-GAMEL A., AWAD M.R., HASLETON P.S., YONAN N.A,, HUTCHINSON J.A,
CAMPBELL C.S., RAHMAN A.H., DEIRANIYA AK., SINNOTT P.J., HUTCHINSON I.V.
Transforming growth factor-beta (TGF-betal) genetgpd lung allograft fibrosisThe Journal of
heart and lung transplantation : the official putdtion of the International Society for Heart
Transplantation1999,18, 517-523.

ELSSNER A., JAUMANN F., DOBMANN S., BEHR J.,, SCHWBLMAIR M.,
REICHENSPURNER H., FURST H., BRIEGEL J., VOGELMEIER. Elevated levels of
interleukin-8 and transforming growth factor-betakironchoalveolar lavage fluid from patients
with bronchiolitis obliterans syndrome: proinflamimiy role of bronchial epithelial cells. Munich
Lung Transplant GroupTransplantation2000,70, 362-367.

ENOMOTO N., SUDA T., KATO M., KAIDA Y., NAKAMURA Y., IMOKAWA S., IDA M.,
CHIDA K. Quantitative analysis of fibroblastic fioo usual interstitial pneumoniaChest,2006,
130, 22-29.

ENRIGHT P.L. The six-minute walk tesRespiratory care2003,48, 783-785.

ERIKSSON M., VON EULER H., EKMAN E., NORDLING K., AGGSTROM J., JOHANSSON
J. Surfactant protein C in canine pulmonary filgod Vet Intern Med2009,23, 1170-1174.

FALFAN-VALENCIA R., CAMARENA A., JUAREZ A., BECERRL C., MONTANO M.,
CISNEROS J., MENDOZA F., GRANADOS J., PARDO A., S@AN M. Major
histocompatibility complex and alveolar epithelm@boptosis in idiopathic pulmonary fibrosis.
Human genetic005,118 235-244.

FEHRENBACH H., KASPER M., TSCHERNIG T., SHEARMAN B., SCHUH D., MULLER
M. Receptor for advanced glycation endproducts@GERMexhibits highly differential cellular and
subcellular localisation in rat and human lun@ellular and molecular biology (Noisy-le-Grand,
France),1998,44, 1147-1157.

FERNANDEZ IL.E., EICKELBERG O. The impact of TGFtheon lung fibrosis: from targeting to
biomarkers.Proc Am Thorac So2012,9, 111-116.

FINE A., GOLDSTEIN R.H. The effect of transformirggowth factor-beta on cell proliferation
and collagen formation by lung fibroblastsBiol Chem,1987,262, 3897-3902.

FINGERLIN T.E., MURPHY E., ZHANG W., PELJTO A.L.,, BOWN K.K., STEELE M.P.,
LOYD J.E., COSGROVE G.P., LYNCH D., GROSHONG S.,IC®ARD H.R., WOLTERS P.J.,
BRADFORD W.Z., KOSSEN K., SEIWERT S.D., DU BOIS RM5ARCIA C.K., DEVINE
M.S., GUDMUNDSSON G., ISAKSSON H.J., KAMINSKI N.,HANG Y., GIBSON K.F.,
LANCASTER L.H., COGAN J.D., MASON W.R., MAHER T.MMOLYNEAUX P.L., WELLS
A.U., MOFFATT M.F., SELMAN M., PARDO A., KIM D.S.CRAPO J.D., MAKE B.J., REGAN
E.A., WALEK D.S., DANIEL J.J., KAMATANI Y., ZELENIKA D., SMITH K., MCKEAN D.,
PEDERSEN B.S., TALBERT J., KIDD R.N., MARKIN C.RBECKMAN K.B., LATHROP M.,

140



SCHWARZ M.l., SCHWARTZ D.A. Genome-wide associaticstudy identifies multiple
susceptibility loci for pulmonary fibrosidNat Genet2013,45, 613-620.

FLAHERTY K.R., TOEWS G.B., TRAVIS W.D., COLBY T.V.KAZEROONI E.A., GROSS
B.H., JAIN A, STRAWDERMAN R.L., 3RD, PAINE R., FNT A., LYNCH J.P., 3RD,
MARTINEZ F.J. Clinical significance of histologicalassification of idiopathic interstitial
pneumonia.Eur Respir J2002,19, 275-283.

FLAHERTY K.R., COLBY T.V., TRAVIS W.D., TOEWS G.BMUMFORD J., MURRAY S.,
THANNICKAL V.J., KAZEROONI E.A., GROSS B.H., LYNCH].P., 3RD, MARTINEZ F.J.
Fibroblastic foci in usual interstitial pneumonidiopathic versus collagen vascular diseasen J
Respir Crit Care Med2003a,167, 1410-1415.

FLAHERTY K.R., THWAITE E.L., KAZEROONI E.A., GROS8.H., TOEWS G.B., COLBY
T.V.,, TRAVIS W.D., MUMFORD J.A., MURRAY S., FLINT A LYNCH J.P., 3RD,
MARTINEZ F.J. Radiological versus histological giesis in UIP and NSIP: survival
implications. Thorax,2003b,58, 143-148.

FLAHERTY K.R., KING T.E., JR., RAGHU G., LYNCH J.P3RD, COLBY T.V., TRAVIS
W.D., GROSS B.H., KAZEROONI E.A., TOEWS G.B., LON@&, MURRAY S., LAMA V.N.,
GAY S.E., MARTINEZ F.J. |Idiopathic interstitial pomonia: what is the effect of a
multidisciplinary approach to diagnosigdn J Respir Crit Care Me@004,170, 904-910.

FLAHERTY K.R., ANDREI A.C., KING T.E., JR., RAGHU G COLBY T.V., WELLS A,
BASSILY N., BROWN K., DU BOIS R., FLINT A., GAY S.E GROSS B.H., KAZEROONI
E.A., KNAPP R., LOUVAR E., LYNCH D., NICHOLSON A.GQUICK J., THANNICKAL V.J.,
TRAVIS W.D., VYSKOCIL J., WADENSTORER F.A., WILT JTOEWS G.B., MURRAY S.,
MARTINEZ F.J. Idiopathic interstitial pneumoniao @ommunity and academic physicians agree
on diagnosis?Am J Respir Crit Care Me@007,175, 1054-1060.

FLAUMENHAFT R., ABE M., SATO Y., MIYAZONO K., HARPE J., HELDIN C.H., RIFKIN
D.B. Role of the latent TGF-beta binding protemthe activation of latent TGF-beta by co-
cultures of endothelial and smooth muscle céellse Journal of cell biologyl,993,120, 995-1002.

FONTANA L., CHEN Y., PRIJATELJ P., SAKAI T., FASSIER., SAKAI L.Y., RIFKIN D.B.
Fibronectin is required for integrin alphavbeta6dmaéed activation of latent TGF-beta complexes
containing LTBP-1.FASEB J2005,19, 1798-1808.

FORTUNATO G.A., MACHADO M.M., ANDRADE C.F., FELICETI J.C., CAMARGO JDE J.,

CARDOSO P.F. Prevalence of gastroesophageal réfiukung transplant candidates with
advanced lung diseaseJornal brasileiro de pneumologia : publicacao aodicida Sociedade

Brasileira de Pneumologia e Tisilogia008,34, 772-778.

FOX D.J., KHATTAR R.S. Carcinoid heart diseaseegantation, diagnosis, and management.
Heart, 2004,90, 1224-1228.

FRAZIER W.A. ThrombospondinsCurrent opinion in cell biology1991,3, 792-799.

FREEBURN R.W., KENDALL H., DOBSON L., EGAN J., SIMER N.J., MILLAR A.B. The 3'
untranslated region of tumor necrosis factor-aljghaighly conserved in idiopathic pulmonary
fibrosis (IPF). European cytokine networkRp01,12, 33-38.

FRIEDLAND J.S. Chemokines in viral diseasResearch in virology1996,147, 131-138.

FRISHMAN W.H., GREWALL P. Serotonin and the hea&nnals of medicine2000,32, 195-
209.

FUJII T., OTSUKA T., TANAKA S., KANAZAWA H., HIRATA K., KOHNO M., KURIHARA
N., YOSHIKAWA J. Plasma endothelin-1 level in chio obstructive pulmonary disease:
relationship with natriuretic peptiddrespiration,1999,66, 212-219.

FUJISHIMA S., SHIOMI T., YAMASHITA S., YOGO Y., NAKNO Y., INOUE T.,
NAKAMURA M., TASAKA S., HASEGAWA N., AIKAWA N., ISHIZAKA A., OKADA Y.

141



Production and activation of matrix metalloprotsi@& (matrilysin 1) in the lungs of patients with
idiopathic pulmonary fibrosisArch Pathol Lab Med2010,134, 1136-1142.

GAKHAR L., BARTLETT J.A.,, PENTERMAN J., MIZRACHI D. SINGH P.K,
MALLAMPALLI R.K., RAMASWAMY S., MCCRAY P.B., JR. RUNC is a novel airway
surfactant protein with anti-biofilm activityPLoS One2010,5, €9098.

GAULDIE J., KOLB M. Animal models of pulmonary fibsis: how far from effective reality?
Am J Physiol Lung Cell Mol Physié0p08,294, L151.

GAWLIK R., JASTRZEBSKI D., ZIORA D., JARZAB J. Caentration of endothelin in plasma
and BALF fluid from asthmatic patients. Physiol PharmacoR006,57 Suppl 4 103-110.

GEDDES D.M., WEBLEY M., BREWERTON D.A., TURTON C.WTURNER-WARWICK M.,
MURPHY A.H., WARD AM. alpha 1l-antitrypsin phen@gs in fibrosing alveolitis and
rheumatoid arthritisLancet,1977,2, 1049-1051.

GHARAEE-KERMANI M., DENHOLM E.M., PHAN S.H. Costimation of fibroblast collagen
and transforming growth factor betal gene exprassyomonocyte chemoattractant protein-1 via
specific receptorsJ Biol Chem1996,271, 17779-17784.

GIAID A., MICHEL R.P., STEWART D.J.,, SHEPPARD M., GRRIN B., HAMID Q.
Expression of endothelin-1 in lungs of patientshwatyptogenic fibrosing alveolitisLancet,1993,
341, 1550-1554.

GIRI S.N., HYDE D.M., HOLLINGER M.A. Effect of aitiody to transforming growth factor
beta on bleomycin induced accumulation of lungag@h in mice.Thorax,1993,48, 959-966.

GOERKE J. Pulmonary surfactant: functions and ewhlr composition. Biochimica et
biophysica actal998,1408 79-89.

GOODWIN A., JENKINS G. Role of integrin-mediate@&Fbeta activation in the pathogenesis of
pulmonary fibrosis.Biochem Soc Tran2009,37, 849-854.

GRAINGER D.J., HEATHCOTE K., CHIANO M., SNIEDER HKEMP P.R., METCALFE J.C.,
CARTER N.D., SPECTOR T.D. Genetic control of thewating concentration of transforming
growth factor type betalduman molecular genetic$999,8, 93-97.

GRAINGER D.J., MOSEDALE D.E., METCALFE J.C. TGFthen blood: a complex problem.
Cytokine & growth factor review2000,11, 133-145.

GRANDE J.P. Role of transforming growth factordat tissue injury and repaiProceedings of
the Society for Experimental Biology and Medicif8ociety for Experimental Biology and
Medicine (New York, N.Y 997,214, 27-40.

GREENE K.E., KING T.E., JR., KUROKI Y., BUCHER-BARELSON B., HUNNINGHAKE
G.W., NEWMAN L.S., NAGAE H., MASON R.J. Serum sactant proteins-A and -D as
biomarkers in idiopathic pulmonary fibrosiEur Respir J2002,19, 439-446.

GRENIER P., VALEYRE D., CLUZEL P., BRAUNER M.W., INDIR S., CHASTANG C.
Chronic diffuse interstitial lung disease: diagmosalue of chest radiography and high-resolution
CT. Radiology,1991,179 123-132.

GREWAL J.S., MUKHIN Y.V., GARNOVSKAYA M.N., RAYMOND J.R., GREENE E.L.
Serotonin 5-HT2A receptor induces TGF-betal exprassn mesangial cells via ERK:
proliferative and fibrotic signalsThe American journal of physiolog}999,276, F922-930.

GRIBBIN J., HUBBARD R.B., LE JEUNE I., SMITH C.JWEST J., TATA L.J. Incidence and
mortality of idiopathic pulmonary fibrosis and saidosis in the UK.Thorax,2006,61, 980-985.

GRIBBIN J., HUBBARD R., SMITH C. Role of diabetesellitus and gastro-oesophageal reflux
in the aetiology of idiopathic pulmonary fibrosiRespir Med2009,103 927-931.

142



GUALANDRIS A., ANNES J.P., ARESE M., NOGUERA I., RWKOVSKI V., RIFKIN D.B.
The latent transforming growth factor-beta-bindjpmgtein-1 promotes in vitro differentiation of
embryonic stem cells into endotheliumlolecular biology of the celR000,11, 4295-4308.

GUSTAFSON T., DAHLMAN-HOGLUND A., NILSSON K., STROMK., TORNLING G.,
TOREN K. Occupational exposure and severe pulnyofilarosis. Respir Med2007,101, 2207-
2212.

HAGIMOTO N., KUWANO K., INOSHIMA |., YOSHIMI M., NAKAMURA N., FUJITA M.,
MAEYAMA T., HARA N. TGF-beta 1 as an enhancer ods-mediated apoptosis of lung
epithelial cells.J Immunol 2002,168 6470-6478.

HAHM K., LUKASHEV M.E., LUO Y., YANG W.J., DOLINSKI B.M., WEINREB P.H.,
SIMON K.J., CHUN WANG L., LEONE D.R., LOBB R.R., MCRANN D.J., ALLAIRE N.E.,
HORAN G.S., FOGO A., KALLURI R., SHIELD C.F., 3RIEBHEPPARD D., GARDNER H.A.,
VIOLETTE S.M. Alphav beta6 integrin regulates refilarosis and inflammation in Alport mouse.
Am J Pathol2007,170, 110-125.

HAIDER Y., MALIZIA A.P., KEATING D.T., BIRCH M., TOMLINSON A., MARTIN G.,
FERGUSON M.W., DORAN P.P., EGAN J.J. Host predsifion by endogenous Transforming
Growth Factor-betal overexpression promotes pulnyofilarosis following bleomycin injury.J
Inflamm (Lond)2007,4, 18.

HAKKINEN L., KOIVISTO L., GARDNER H., SAARIALHO-KERE U., CARROLL J.M,,
LAKSO M., RAUVALA H., LAATO M., HEINO J., LARJAVA H. Increased expression of
beta6-integrin in skin leads to spontaneous deweéop of chronic woundsAm J Pathol 2004,
164, 229-242.

HALLSTRAND T.S., BOITANO L.J., JOHNSON W.C., SPADB.A., HAYES J.G., RAGHU G.
The timed walk test as a measure of severity andvali in idiopathic pulmonary fibrosisEur
Respir J,2005,25, 96-103.

HANAK V., RYU J.H., DE CARVALHO E., LIMPER A.H., HRTMAN T.E., DECKER P.A,,
MYERS J.L. Profusion of fibroblast foci in patisnivith idiopathic pulmonary fibrosis does not
predict outcome Respir Med2008,102 852-856.

HANSELL D.M., BANKIER A.A., MACMAHON H., MCLOUD T.C, MULLER N.L., REMY J.
Fleischner Saociety: glossary of terms for thorawiaging. Radiology,2008,246 697-722.

HARA A., SAKAMOTO N., ISHIMATSU Y., KAKUGAWA T., NAKASHIMA S., HARA S,
ADACHI M., FUJITA H., MUKAE H., KOHNO S. S100A9 iBALF is a candidate biomarker of
idiopathic pulmonary fibrosisRespir Med2012,106, 571-580.

HASHIMOTO N., PHAN S.H., IMAIZUMI K., MATSUO M., NXASHIMA H., KAWABE T.,
SHIMOKATA K., HASEGAWA Y. Endothelial-mesenchymalansition in bleomycin-induced
pulmonary fibrosis.Am J Respir Cell Mol BioR010,43, 161-172.

HECKER L., VITTAL R., JONES T., JAGIRDAR R., LUCKHRDT T.R., HOROWITZ J.C.,
PENNATHUR S., MARTINEZ F.J., THANNICKAL V.J. NADPHoxidase-4 mediates
myofibroblast activation and fibrogenic responsekihg injury. Nature medicine2009,15, 1077-

1081.

HEIKKILA-LAURILA H.P., RAJAMAKI M.M. Idiopathic pulmonary fibrosis in west highland
white terriers.Vet Clin North Am Small Anim Pra@014,44, 129-142.

HEIKKILA H.P., LAPPALAINEN A.K., DAY M.J., CLERCX C, RAJAMAKI M.M. Clinical,
bronchoscopic, histopathologic, diagnostic imagiagd arterial oxygenation findings in West
Highland White Terriers with idiopathic pulmonaifgriosis. J Vet Intern Med2011,25, 433-439.

HEIKKILA H.P., KRAFFT E., JESPERS P., MCENTEE K.ABRAMAKI M.M., CLERCX C.
Procollagen type Ill amino terminal propeptide aamications in dogs with idiopathic pulmonary

143



fibrosis compared with chronic bronchitis and eopmlic bronchopneumopathyVet J, 2013,
196, 52-56.

HEINO J., IGNOTZ R.A., HEMLER M.E., CROUSE C., MABSUE J. Regulation of cell
adhesion receptors by transforming growth factéeb€oncomitant regulation of integrins that
share a common beta 1 suburitBiol Chem1989,264, 380-388.

HELDIN C.H., MIYAZONO K., TEN DIJKE P. TGF-beta gmalling from cell membrane to
nucleus through SMAD proteindNature,1997,390, 465-471.

HETZEL M., BACHEM M., ANDERS D., TRISCHLER G., FABHNG M. Different effects of
growth factors on proliferation and matrix prodoati of normal and fibrotic human lung
fibroblasts. Lung,2005,183 225-237.

HILL D.J., STRAIN A.J., ELSTOW S.F., SWENNE I|., MNER R.D. Bi-functional action of
transforming growth factor-beta on DNA synthesisdarly passage human fetal fibroblasts.
Journal of cellular physiology1986,128 322-328.

HINZ B., PHAN S.H., THANNICKAL V.J., GALLI A., BOCHATON-PIALLAT M.L.,
GABBIANI G. The myofibroblast: one function, myite origins. Am J Pathol2007,170, 1807-
1816.

HISATOMI K., MUKAE H., SAKAMOTO N., ISHIMATSU Y., KAKUGAWA T., HARA S.,
FUJITA H., NAKAMICHI S., OKU H., URATA Y., KUBOTA H, NAGATA K., KOHNO S.
Pirfenidone inhibits TGF-betal-induced over-expims®f collagen type | and heat shock protein
47 in A549 cells.BMC Pulm Med2012,12, 24.

HIWATARI N., SHIMURA S., TAKISHIMA T., SHIRATO K. Bronchoalveolar lavage as a
possible cause of acute exacerbation in idiopghiconary fibrosis patientsThe Tohoku journal
of experimental medicin&994,174, 379-386.

HIWATARI N., SHIMURA S., YAMAUCHI K., NARA M., HIDA W., SHIRATO K.
Significance of elevated procollagen-IllI-peptidedaimansforming growth factor-beta levels of
bronchoalveolar lavage fluids from idiopathic pulmoy fibrosis patientsThe Tohoku journal of
experimental medicind,997,181, 285-295.

HOCHER B., SCHWARZ A., FAGAN K.A., THONE-REINEKE CEL-HAG K., KUSSEROW
H., ELITOK S., BAUER C., NEUMAYER H.H., RODMAN D.M.THEURING F. Pulmonary
fibrosis and chronic lung inflammation in ET-1 tsgenic mice.Am J Respir Cell Mol BioR000,

23, 19-26.

HODGSON U., LAITINEN T., TUKIAINEN P. Nationwide rgvalence of sporadic and familial
idiopathic pulmonary fibrosis: evidence of foundgfect among multiplex families in Finland.
Thorax,2002,57, 338-342.

HOFER M. Advanced chronic lung disease: need ffoactive interdisciplinary approactswiss
medical weekly2007,137, 593-601.

HOGG P.J., STENFLO J., MOSHER D.F. Thrombospornslia slow tight-binding inhibitor of
plasmin. Biochemistry,1992,31, 265-269.

HONG K.M., BELPERIO J.A., KEANE M.P., BURDICK M.DSTRIETER R.M. Differentiation
of human circulating fibrocytes as mediated by ¢farming growth factor-beta and peroxisome
proliferator-activated receptor gammaBiol Chem2007,282 22910-22920.

HORAN G.S., WOOD S., ONA V., LI D.J., LUKASHEV M.EWEINREB P.H., SIMON K.J.,
HAHM K., ALLAIRE N.E., RINALDI N.J., GOYAL J., FEGHALI-BOSTWICK C.A,
MATTESON E.L., OHARA C., LAFYATIS R., DAVIS G.S.HUANG X., SHEPPARD D.,
VIOLETTE S.M. Partial inhibition of integrin alpf@beta6 prevents pulmonary fibrosis without
exacerbating inflammatiorAm J Respir Crit Care Me@008,177, 56-65.

HOYER D., HANNON J.P., MARTIN G.R. Molecular, pmaacological and functional diversity
of 5-HT receptorsPharmacology, biochemistry, and behavid002,71, 533-554.

144



HOYT D.G., LAZO J.S. Alterations in pulmonary mRNecoding procollagens, fibronectin and
transforming growth factor-beta precede bleomynitiiced pulmonary fibrosis in mice.J
Pharmacol Exp Ther1 988,246, 765-771.

HOYT D.G., LAZO J.S. Early increases in pulmonanRNA encoding procollagens and
transforming growth factor-beta in mice sensitivie d¢yclophosphamide-induced pulmonary
fibrosis. J Pharmacol Exp Thef, 989,249, 38-43.

HUANG F., CHEN Y.G. Regulation of TGF-beta receamotivity. Cell & bioscience2012,2, 9.

HUANG X., WU J., SPONG S., SHEPPARD D. The intagalphavbeta6 is critical for
keratinocyte migration on both its known ligandyréinectin, and on vitronectinJournal of cell
science1998a,111 ( Pt 15) 2189-2195.

HUANG X., WU J., ZHU W., PYTELA R., SHEPPARD D. pression of the human integrin
beta6 subunit in alveolar type Il cells and brootdi epithelial cells reverses lung inflammation in
beta6 knockout miceAm J Respir Cell Mol Bioll998b,19, 636-642.

HUBBARD R., BAOKU Y., KALSHEKER N., BRITTON J., JONSTON I. Alphal-antitrypsin
phenotypes in patients with cryptogenic fibrosimgealitis: a case-control studyEur Respir J,
1997,10, 2881-2883.

HUBBARD R., COOPER M., ANTONIAK M., VENN A., KHAN S JOHNSTON I., LEWIS S.,
BRITTON J. Risk of cryptogenic fibrosing alvedditin metal workers.Lancet,2000,355, 466-
467.

HUBBARD R. Occupational dust exposure and theokmiy of cryptogenic fibrosing alveolitis.
The European respiratory journal. Supplem&tQ1,32, 119s-121s.

HUGO C., PICHLER R., MEEK R., GORDON K., KYRIAKIDES., FLOEGE J., BORNSTEIN
P., COUSER W.G., JOHNSON R.J. Thrombospondin éxjgessed by proliferating mesangial
cells and is up-regulated by PDGF and bFGF in vikmney international 1995,48, 1846-1856.

HUGO C., KANG D.H., JOHNSON R.J. Sustained expmssf thrombospondin-1 is associated
with the development of glomerular and tubulointiged fibrosis in the remnant kidney model.
Nephron,2002,90, 460-470.

HUH J.W., KIM D.S., OH Y.M., SHIM T.S., LIM C.M., EE S.D., KOH Y., KIM W.S., KIM
W.D., KIM K.R. Is metalloproteinase-7 specific fidiopathic pulmonary fibrosisZThest,2008,
133 1101-1106.

HULSMANN M., STANEK B., FREY B., STURM B., PUTZ D.KOS T., BERGER R.,
WOLOSZCZUK W., MAURER G., PACHER R. Value of casgulmonary exercise testing and
big endothelin plasma levels to predict short-t@nognosis of patients with chronic heart failure.
J Am Coll Cardiol, 1998,32, 1695-1700.

HUNNINGHAKE G.W., ZIMMERMAN M.B., SCHWARTZ D.A., KNG T.E., JR., LYNCH J.,
HEGELE R., WALDRON J., COLBY T., MULLER N., LYNCH D GALVIN J., GROSS B.,
HOGG J., TOEWS G., HELMERS R., COOPER J.A., JR.,UBAIMAN R., STRANGE C.,
MILLARD M. Utility of a lung biopsy for the diagres of idiopathic pulmonary fibrosisAm J
Respir Crit Care Med2001,164, 193-196.

HUTYROVA B., PANTELIDIS P., DRABEK J., ZURKOVA M.KOLEK V., LENHART K.,
WELSH K.I., DU BOIS R.M., PETREK M. Interleukin-ene cluster polymorphisms in
sarcoidosis and idiopathic pulmonary fibrosfan J Respir Crit Care Me@002,165 148-151.

HWANG J.H., MISUMI S., SAHIN H., BROWN K.K., NEWELL.D., LYNCH D.A. Computed
tomographic features of idiopathic fibrosing intéi@ pneumonia: comparison with pulmonary
fibrosis related to collagen vascular disea3eurnal of computer assisted tomograpB909,33,
410-415.

145



HYYTIAINEN M., PENTTINEN C., KESKI-OJA J. Latent GF-beta binding proteins:
extracellular matrix association and roles in T@&Etabactivation. Critical reviews in clinical
laboratory science2004,41, 233-264.

HYZY R., HUANG S., MYERS J., FLAHERTY K., MARTINEZ-. Acute exacerbation of
idiopathic pulmonary fibrosisChest,2007,132, 1652-1658.

IDE M., ISHII H., MUKAE H., IWATA A., SAKAMOTO N., KADOTA J., KOHNO S. High
serum levels of thrombospondin-1 in patients wiiopathic interstitial pneumoniaRespir Med,
2008,102 1625-1630.

IDILMAN R., CETINKAYA H., SAVAS I., ASLAN N., SAK SD., BASTEMIR M., SARIOGLU
M., SOYKAN [, BOZDAYI M., COLANTONI A., AYDINTUG O., BAHAR K,
UZUNALIMOGLU O., VAN THIEL D.H., NUMANOGLU N., DOKMECI A. Bronchoalveolar
lavage fluid analysis in individuals with chroniegatitis C. Journal of medical virology2002,66,
34-39.

IGNOTZ R.A., MASSAGUE J. Transforming growth factoeta stimulates the expression of
fibronectin and collagen and their incorporatiotoithe extracellular matrixJ Biol Chem, 1986,
261, 4337-4345.

IGNOTZ R.A., MASSAGUE J. Cell adhesion proteineptors as targets for transforming growth
factor-beta actionCell, 1987,51, 189-197.

IMAMURA T., TAKASE M., NISHIHARA A., OEDA E., HANAI J., KAWABATA M.,
MIYAZONO K. Smad6 inhibits signalling by the TGFeta superfamily.Nature,1997,389, 622-
626.

IRUELA-ARISPE M.L., LISKA D.J., SAGE E.H., BORNSTHI P. Differential expression of
thrombospondin 1, 2, and 3 during murine develogmddevelopmental dynamics : an official
publication of the American Association of Anatdgis993,197, 40-56.

IRVING W.L., DAY S., JOHNSTON I.D. Idiopathic pulomary fibrosis and hepatitis C virus
infection. Am Rev Respir Di4,993,148 1683-1684.

ISHII H., MUKAE H., KADOTA J., KAIDA H., NAGATA T., ABE K., MATSUKURA S,
KOHNO S. High serum concentrations of surfactamten A in usual interstitial pneumonia
compared with non-specific interstitial pneumonidorax,2003,58, 52-57.

ISHIKAWA N., HATTORI N., YOKOYAMA A., KOHNO N. Utility of KL-6/MUCL1 in the
clinical management of interstitial lung diseasBespiratory investigatior£012,50, 3-13.

ISHIOKA K., SUZUKI Y., TAJIMA K., OHTAKI S., MIYABE M., TAKASAKI M., MORI A,
MOMOTA Y., AZAKAMI D., SAKO T. Monocyte chemoattant protein-1 in dogs affected
with neoplasia or inflammation] Vet Med Sci2013,75, 173-177.

IWAI K., MORI T., YAMADA N., YAMAGUCHI M., HOSODA Y. Idiopathic pulmonary
fibrosis. Epidemiologic approaches to occupatianalosure. Am J Respir Crit Care Med,994,
150 670-675.

JACK C.I.,, JACKSON M.J., JOHNSTON I.D., HIND C.RSerum indicators of free radical
activity in idiopathic pulmonary fibrosisAm J Respir Crit Care Med, 996,153 1918-1923.

JAGIRDAR J., LEE T.C., REIBMAN J., GOLD L.l.,, ASTONC., BEGIN R., ROM W.N.
Immunohistochemical localization of transformingwth factor beta isoforms in asbestos-related
diseasesEnvironmental health perspectivd$997,105 Suppl $ 1197-1203.

JAIN R., SHAUL P.W., BOROK Z., WILLIS B.C. Endotlwe-1 induces alveolar epithelial-
mesenchymal transition through endothelin type éeptor-mediated production of TGF-betal.
Am J Respir Cell Mol BioR007,37, 38-47.

JEFFERIES A.R.,, DUNN JK. DENNIS R. Pulmonary ealar proteinosis
(phospholipoproteinosis) in a dogournal of Small Animal Practicd987,28, 203-214.

146



JEGAL Y., KIMD.S., SHIMT.S., LIM C.M., DO LEE SKOH Y., KIM W.S., KIM W.D., LEE
J.S., TRAVIS W.D., KITAICHI M., COLBY T.V. Physidgy is a stronger predictor of survival
than pathology in fibrotic interstitial pneumoniAm J Respir Crit Care Me@005,171, 639-644.

JENKINS R.G., SU X., SU G., SCOTTON C.J., CAMERER EAURENT G.J., DAVIS G.E.,
CHAMBERS R.C., MATTHAY M.A., SHEPPARD D. Ligatioof protease-activated receptor 1
enhances alpha(v)beta6 integrin-dependent TGFamtiteation and promotes acute lung injuty.
Clin Invest,2006,116, 1606-1614.

JEONG Y.J., LEE K.S., MULLER N.L., CHUNG M.P., CHUNM.J., HAN J., COLBY T.V,,
KIM S. Usual interstitial pneumonia and non-spiedtfiterstitial pneumonia: serial thin-section CT
findings correlated with pulmonary functiotKorean journal of radiology : official journal ohe
Korean Radiological Societ2005,6, 143-152.

JOHKOH T., MULLER N.L., CARTIER Y., KAVANAGH P.V.HARTMAN T.E., AKIRA M.,
ICHIKADO K., ANDO M., NAKAMURA H. Idiopathic intestitial pneumonias: diagnostic
accuracy of thin-section CT in 129 patienRadiology,1999,211, 555-560.

JOHNSON V.S., CORCORAN B.M., WOTTON P.R., SCHWARZ BULLIVAN M. Thoracic
high-resolution computed tomographic findings imyslavith canine idiopathic pulmonary fibrosis.
J Small Anim Pract2005,46, 381-388.

KAARTINEN V., VONCKEN J.W., SHULER C., WARBURTON D.BU D., HEISTERKAMP
N., GROFFEN J. Abnormal lung development and cpeftate in mice lacking TGF-beta 3
indicates defects of epithelial-mesenchymal intéwac Nat Genet,1995,11, 415-421.

KAGE H., BOROK Z. EMT and interstitial lung diseasa mysterious relationshipCurr Opin
Pulm Med,2012,18, 517-523.

KALLURI R., NEILSON E.G. Epithelial-mesenchymahtrsition and its implications for fibrosis.
J Clin Invest2003,112, 1776-1784.

KAMINSKI N., ALLARD J.D., PITTET J.F., ZUO F., GRIFTHS M.J., MORRIS D., HUANG
X., SHEPPARD D., HELLER R.A. Global analysis ofngeexpression in pulmonary fibrosis
reveals distinct programs regulating lung inflamoratand fibrosis. Proc Natl Acad Sci U S A,
2000,97, 1778-1783.

KAMINSKI N., FRIEDMAN N. Practical approaches tonayzing results of microarray
experiments.Am J Respir Cell Mol BioR002,27, 125-132.

KAMINSKI N., ROSAS 1.0. Gene expression profilirag a window into idiopathic pulmonary
fibrosis pathogenesis: can we identify the rightjeéa genes?Proc Am Thorac So€006,3, 339-
344,

KANG Y., PRENTICE M.A., MARIANO J.M., DAVARYA S., UINNOILA R.l., MOODY T.W.,
WAKEFIELD L.M., JAKOWLEW S.B. Transforming growtfactor-beta 1 and its receptors in
human lung cancer and mouse lung carcinogengsigs.Lung Res2000,26, 685-707.

KEHRL J.H., ROBERTS A.B., WAKEFIELD L.M., JAKOWLEW5., SPORN M.B., FAUCI A.S.
Transforming growth factor beta is an important inmomodulatory protein for human B
lymphocytes.J Immunol, 1986,137, 3855-3860.

KELLIHAN H.B., STEPIEN R.L. Pulmonary hypertensidm dogs: diagnosis and therap¥yet
Clin North Am Small Anim Prac2010,40, 623-641.

KELLUM H.B., STEPIEN R.L. Sildenafil citrate thgwg in 22 dogs with pulmonary hypertension.
J Vet Intern Med2007,21, 1258-1264.

KELLY B.G., LOK S.S., HASLETON P.S., EGAN J.J.,, SMART J.P. A rearranged form of
Epstein-Barr virus DNA is associated with idiopatpulmonary fibrosis.Am J Respir Crit Care
Med,2002,166, 510-513.

147



KELLY M.M., LEIGH R., GILPIN S.E., CHENG E., MARTING.E., RADFORD K., COX G.,
GAULDIE J. Cell-specific gene expression in patsewith usual interstitial pneumoniadm J
Respir Crit Care Med2006,174, 557-565.

KENYON N.J., WARD R.W., MCGREW G., LAST J.A. TGFetal causes airway fibrosis and
increased collagen | and Il MRNA in mic&horax,2003,58, 772-777.

KESKI-OJA J., RAGHOW R., SAWDEY M., LOSKUTOFF D.JROSTLETHWAITE A.E,,
KANG A.H., MOSES H.L. Regulation of mRNAs for tyfeplasminogen activator inhibitor,
fibronectin, and type | procollagen by transformgrgwth factor-beta. Divergent responses in lung
fibroblasts and carcinoma cell8.Biol Chem,1988,263 3111-3115.

KESKI-OJA J., KOLI K., VON MELCHNER H. TGF-beta theation by traction?Trends in cell
biology,2004,14, 657-659.

KHALIL N., O'CONNOR R., UNRUH H., WARREN P., KEMP AGREENBERG A. Enhanced
expression and immunohistochemical distributiotrafsforming growth factor-beta in idiopathic
pulmonary fibrosis.Chest,1991a99, 65S-66S.

KHALIL N., O'CONNOR R.N., UNRUH H.W., WARREN P.WELANDERS K.C., KEMP A.,

BEREZNAY O.H., GREENBERG A.H. Increased producti@nd immunohistochemical
localization of transforming growth factor-betaigopathic pulmonary fibrosisAm J Respir Cell
Mol Biol, 1991b 5, 155-162.

KHALIL N., O'CONNOR R.N., FLANDERS K.C., SHING WWHITMAN C.I. Regulation of
type Il alveolar epithelial cell proliferation byGF-beta during bleomycin-induced lung injury in
rats. The American journal of physiolog¥994,267, L498-507.

KHALIL N., O'CONNOR R.N., FLANDERS K.C., UNRUH H.TGF-beta 1, but not TGF-beta 2
or TGF-beta 3, is differentially present in epithaklcells of advanced pulmonary fibrosis: an
immunohistochemical studyAm J Respir Cell Mol Bioll 996,14, 131-138.

KHALIL N., O'CONNOR R., GOLD L.l., PAREKH T., RAGHUG. Biological effects of
transforming growth factor-beta(1) in idiopathiclmponary fibrosis may be regulated by the
activation of latent transforming growth factord@) and the differential expression of
transforming growth factor-beta receptofshest,2001a,120, 48S.

KHALIL N., PAREKH T.V., O'CONNOR R., ANTMAN N., KERON W., YEHAULAESHET
T., XU Y.D., GOLD L.I. Regulation of the effect§ ®GF-beta 1 by activation of latent TGF-beta
1 and differential expression of TGF-beta recep{drdeta R- and T beta R-Il) in idiopathic
pulmonary fibrosis.Thorax,2001b,56, 907-915.

KIM D.S., COLLARD H.R., KING T.E., JR. Classifiganh and natural history of the idiopathic
interstitial pneumoniasProc Am Thorac So2006a.3, 285-292.

KIM D.S., PARK J.H., PARK B.K., LEE J.S., NICHOLSOM.G., COLBY T. Acute
exacerbation of idiopathic pulmonary fibrosis: fueqcy and clinical featuresEur Respir J,
2006b,27, 143-150.

KIM K.K., KUGLER M.C., WOLTERS P.J., ROBILLARD L.GALVEZ M.G., BRUMWELL
A.N., SHEPPARD D., CHAPMAN H.A. Alveolar epitheliaell mesenchymal transition develops
in vivo during pulmonary fibrosis and is regulatedthe extracellular matrixProc Natl Acad Sci
U S A,2006¢,103 13180-13185.

KINDER B.W., BROWN K.K., MCCORMACK F.X., IX J.H., ERVITSKY A., SCHWARZ
M.l., KING T.E., JR. Serum surfactant protein-A asstrong predictor of early mortality in
idiopathic pulmonary fibrosisChest,2009,135 1557-1563.

KING JR T.E., ALBERA C., BRADFORD W.Z., COSTABEL UHORMEL P., LANCASTER
L., NOBLE P.W., SAHN S.A., SZWARCBERG J., THOMEER. WALEYRE D., DU BOIS
R.M. Effect of interferon gamma-1b on survival patients with idiopathic pulmonary fibrosis
(INSPIRE): a multicentre, randomised, placebo-aulgd trial. The Lancet2009,374, 222-228.

148



KING T.E., JR., SCHWARZ M.l., BROWN K., TOOZE J.ACOLBY T.V., WALDRON J.A,,
JR., FLINT A.,, THURLBECK W., CHERNIACK R.M. Idioghic pulmonary fibrosis:
relationship between histopathologic features aodtatity. Am J Respir Crit Care Me®001a,
164, 1025-1032.

KING T.E., JR., TOOZE J.A., SCHWARZ M.l., BROWN K.RCHERNIACK R.M. Predicting
survival in idiopathic pulmonary fibrosis: scorisgstem and survival modelAm J Respir Crit
Care Med,2001b,164, 1171-1181.

KING T.E., JR., BEHR J.,, BROWN K.K., DU BOIS R.MLANCASTER L., DE ANDRADE
J.A., STAHLER G., LECONTE I., ROUX S., RAGHU G. HBD-1: a randomized placebo-
controlled trial of bosentan in idiopathic pulmopdibrosis. Am J Respir Crit Care Me®008,
177, 75-81.

KING T.E., JR., PARDO A., SELMAN M. Idiopathic pubnary fibrosis. Lancet,2011,378
1949-1961.

KING T.E., JR., BRADFORD W.Z., CASTRO-BERNARDINI SFAGAN E.A., GLASPOLE 1I.,
GLASSBERG M.K., GORINA E., HOPKINS P.M., KARDATZKED., LANCASTER L.,
LEDERER D.J., NATHAN S.D., PEREIRA C.A., SAHN S.ASUSSMAN R., SWIGRIS J.J.,
NOBLE P.W. A phase 3 trial of pirfenidone in patie with idiopathic pulmonary fibrosisN
Engl J Med2014,370, 2083-2092.

KINNULA V.L., FATTMAN C.L., TAN R.J., OURY T.D. Oxdative stress in pulmonary fibrosis:
a possible role for redox modulatory theragym J Respir Crit Care Me@005,172, 417-422.

KISHORE U., GREENHOUGH T.J., WATERS P., SHRIVE A IGHAI R., KAMRAN M.F.,
BERNAL A.L., REID K.B., MADAN T., CHAKRABORTY T. Surfactant proteins SP-A and SP-
D: structure, function and receptonglolecular immunology2006,43, 1293-1315.

KITAMURA H., ICHINOSE S., HOSOYA T., ANDO T., IKUSHBMA S., ORITSU M.,
TAKEMURA T. Inhalation of inorganic particles as resk factor for idiopathic pulmonary
fibrosis--elemental microanalysis of pulmonary \mmodes obtained at autopsy cadeathol Res
Pract, 2007,203 575-585.

KLINGBERG F., HINZ B., WHITE E.S. The myofibroblamatrix: implications for tissue repair
and fibrosis.J Pathol,2013,229, 298-309.

KLOPFLEISCH R., SCHUTZE M., GRUBER A.D. Downregtitmn of transforming growth
factor [beta] (TGF[beta]) and latent TGF[beta] bimgdprotein (LTBP)-4 expression in late stage
canine mammary tumourg.he Veterinary JournaR010,186, 379-384.

KOLI K., WEMPE F., STERNER-KOCK A., KANTOLA A., KOMR M., HOFMANN W.K.,
VON MELCHNER H., KESKI-OJA J. Disruption of LTBP-4unction reduces TGF-beta
activation and enhances BMP-4 signaling in the Iufige Journal of cell biology004,167, 123-
133.

KOLI K., HYYTIAINEN M., RYYNANEN M.J., KESKI-OJA J. Sequential deposition of latent
TGF-beta binding proteins (LTBPs) during formatiohthe extracellular matrix in human lung
fibroblasts. Experimental cell researci2005,310, 370-382.

KONDOH Y., TANIGUCHI H., KITAICHI M., YOKOI T., JOHKKOH T., OISHI T., KIMURA T.,
NISHIYAMA O., KATO K., DU BOIS R.M. Acute exacerlian of interstitial pneumonia
following surgical lung biopsyRespir Med2006,100, 1753-1759.

KONDOU H., MUSHIAKE S., ETANI Y., MIYOSHI Y., MICHGAMI T., OZONO K. A
blocking peptide for transforming growth factor-&ktactivation prevents hepatic fibrosis in vivo.
Journal of hepatology2003,39, 742-748.

KONIGSHOFF M., DUMITRASCU R., UDALOV S., AMARIE O.Y REITER R,
GRIMMINGER F., SEEGER W., SCHERMULY R.T., EICKELBERO. Increased expression of

149



5-hydroxytryptamine2A/B receptors in idiopathic mainary fibrosis: a rationale for therapeutic
intervention. Thorax,2010,65, 949-955.

KONISHI K., GIBSON K.F., LINDELL K.O., RICHARDS T.J ZHANG Y., DHIR R,
BISCEGLIA M., GILBERT S., YOUSEM S.A., SONG J.W.,IM D.S., KAMINSKI N. Gene
expression profiles of acute exacerbations of iibic pulmonary fibrosisAm J Respir Crit Care
Med,2009,180, 167-175.

KORFEI M., RUPPERT C., MAHAVADI P., HENNEKE I., MARART P., KOCH M., LANG
G., FINK L., BOHLE R.M., SEEGER W., WEAVER T.E., GMWNTHER A. Epithelial
endoplasmic reticulum stress and apoptosis in gppidiopathic pulmonary fibrosisAm J Respir
Crit Care Med,2008,178, 838-846.

KORFEI M., SCHMITT S., RUPPERT C., HENNEKE |, MARRT P., LOEH B,
MAHAVADI P., WYGRECKA M., KLEPETKO W., FINK L., BONNIAUD P., PREISSNER
K.T., LOCHNIT G., SCHAEFER L., SEEGER W., GUENTHER Comparative proteomic
analysis of lung tissue from patients with idiopathulmonary fibrosis (IPF) and lung transplant
donor lungs.Journal of proteome researcf011,10, 2185-2205.

KORFEI M., VON DER BECK D., HENNEKE |., MARKART P.RUPPERT C., MAHAVADI

P., GHANIM B., KLEPETKO W., FINK L., MEINERS S., KRMER O.H., SEEGER W.,
VANCHERI C., GUENTHER A. Comparative proteome ais& of lung tissue from patients with
idiopathic pulmonary fibrosis (IPF), non-specifitérstitial pneumonia (NSIP) and organ donors.
Journal of proteomic2013,85, 109-128.

KOYAMA S., SATO E., HANIUDA M., NUMANAMI H., NAGAI S., IZUMI T. Decreased level
of vascular endothelial growth factor in bronchealar lavage fluid of normal smokers and
patients with pulmonary fibrosisAm J Respir Crit Care Me@002,166, 382-385.

KRAFFT E., LAURILA H.P., PETERS I.R., BUREAU F., FHERS D., DAY M.J., RAJAMAKI
M.M., CLERCX C. Analysis of gene expression in ic@nidiopathic pulmonary fibrosisVet J,
2013,198 479-486.

KROPSKI J.A., LAWSON W.E., BLACKWELL T.S. Right ate, right time: the evolving role of
herpesvirus infection as a "second hit" in idiopattulmonary fibrosis.Am J Physiol Lung Cell
Mol Physiol,2012,302, L441-444.

KUHN C., MASON R.J. Immunolocalization of SPARGCenfascin, and thrombospondin in
pulmonary fibrosis.Am J Pathol,1995,147, 1759-1769.

KULASEKARAN P., SCAVONE C.A., ROGERS D.S., ARENBER®GA., THANNICKAL V.J.,
HOROWITZ J.C. Endothelin-1 and transforming growtctor-betal independently induce
fibroblast resistance to apoptosis via AKT actieati Am J Respir Cell Mol Biol2009,41, 484-
493.

KULKARNI A.B., HUH C.G., BECKER D., GEISER A., LYGH M., FLANDERS K.C.,
ROBERTS A.B., SPORN M.B., WARD J.M., KARLSSON Sransforming growth factor beta 1
null mutation in mice causes excessive inflammatesponse and early deatRroc Natl Acad Sci
U S A1993,90, 770-774.

KUMAR P., GOLDSTRAW P., YAMADA K., NICHOLSON A.G.WELLS A.U., HANSELL
D.M., DUBOIS R.M., LADAS G. Pulmonary fibrosis amhehg cancer: risk and benefit analysis of
pulmonary resectionThe Journal of thoracic and cardiovascular surgez@03,125 1321-1327.

KUMAR R.K., O'GRADY R., MARONESE S.E., WILSON M.R. Epithelial cell-derived
transforming growth factor-beta in bleomycin-inddqaulmonary injury. International journal of
experimental pathology,996,77, 99-107.

KURTH 1., WILLIMANN K., SCHAERLI P., HUNZIKER T., @ARK-LEWIS I|., MOSER B.
Monocyte selectivity and tissue localization sugges role for breast and kidney-expressed
chemokine (BRAK) in macrophage developmehExp Med2001,194, 855-861.

150



KUWANO K., KUNITAKE R., KAWASAKI M., NOMOTO Y., HAGIMOTO N., NAKANISHI
Y., HARA N. P21Wafl/Cip1/Sdil and p53 expressinragsociation with DNA strand breaks in
idiopathic pulmonary fibrosisAm J Respir Crit Care Med, 996,154, 477-483.

KUWANO K., NOMOTO Y., KUNITAKE R., HAGIMOTO N., MATSUBA T., NAKANISHI Y.,
HARA N. Detection of adenovirus ELA DNA in pulmawgafibrosis using nested polymerase
chain reaction Eur Respir J1997,10, 1445-1449.

KUWANO K., NAKASHIMA N., INOSHIMA 1., HAGIMOTO N., FUJITA M., YOSHIMI M.,
MAEYAMA T., HAMADA N., WATANABE K., HARA N. Oxidative stress in lung epithelial
cells from patients with idiopathic interstitial guumonias.Eur Respir J2003,21, 232-240.

LAIHO M., SAKSELA O., ANDREASEN P.A., KESKI-OJA J. Enhanced production and
extracellular deposition of the endothelial-typagshinogen activator inhibitor in cultured human
lung fibroblasts by transforming growth factor-befiéhe Journal of cell biology1,986,103 2403-
2410.

LAMA V.N., FLAHERTY K.R., TOEWS G.B., COLBY T.V., RAVIS W.D.,, LONG Q.
MURRAY S., KAZEROONI E.A., GROSS B.H., LYNCH J.BBRD, MARTINEZ F.J. Prognostic
value of desaturation during a 6-minute walk tagtliopathic interstitial pneumoniadm J Respir
Crit Care Med,2003,168 1084-1090.

LAMBETH J.D. Nox enzymes, ROS, and chronic diseaseexample of antagonistic pleiotropy.
Free radical biology & medicine2007,43, 332-347.

LAMMI L., RYHANEN L., LAKARI E., RISTELI J., PAAKKO P., KAHLOS K., LAHDE S.,
KINNULA V. Type lll and type | procollagen markeis fibrosing alveolitis. Am J Respir Crit
Care Med,1999,159 818-823.

LANCETA J., PROUGH R.A,, LIANG R., WANG E. MicroRAIgroup disorganization in aging.
Exp Gerontol2010,45, 269-278.

LARIOS J.M., BUDHIRAJA R., FANBURG B.L., THANNICKALV.J. Oxidative protein cross-
linking reactions involving L-tyrosine in transfoimy growth factor-betal-stimulated fibroblasts.
J Biol Chem2001,276, 17437-17441.

LATSI P., PANTELIDIS P., VASSILAKIS D., SATO H., WIESH K.I., DU BOIS R.M. Analysis
of IL-12 p40 subunit gene and IFN-gamma G5644A puwgphisms in Idiopathic Pulmonary
Fibrosis. Respir Res2003,4, 6.

LAUNAY J.M., DEL PINO M., CHIRONI G., CALLEBERT J.PEOC'H K., MEGNIEN J.L.,
MALLET J., SIMON A., RENDU F. Smoking induces lotasting effects through a monoamine-
oxidase epigenetic regulatioRLoS One2009,4, e7959.

LAWSON W.E., GRANT S.W., AMBROSINI V., WOMBLE K.EDAWSON E.P., LANE K.B.,
MARKIN C., RENZONI E., LYMPANY P., THOMAS A.Q., RODAN J., SCOTT T.A,
BLACKWELL T.S., PHILLIPS J.A., 3RD, LOYD J.E., DU @IS R.M. Genetic mutations in
surfactant protein C are a rare cause of sporadiescof IPF.Thorax,2004,59, 977-980.

LAWSON W.E., CROSSNO P.F., POLOSUKHIN V.V., ROLDAN, CHENG D.S., LANE K.B.,
BLACKWELL T.R., XU C., MARKIN C., WARE L.B., MILLER G.G., LOYD J.E,
BLACKWELL T.S. Endoplasmic reticulum stress in eblar epithelial cells is prominent in IPF:
association with altered surfactant protein praogsand herpesvirus infectioAm J Physiol Lung
Cell Mol Physiol,2008,294, L1119-1126.

LAWSON W.E., CHENG D.S., DEGRYSE A.L., TANJORE HPOLOSUKHIN V.V., XU X.C.,
NEWCOMB D.C., JONES B.R., ROLDAN J., LANE K.B., MO®SEY E.E., BEERS M.F,,
YULL F.E., BLACKWELL T.S. Endoplasmic reticulumrsiss enhances fibrotic remodeling in the
lungs. Proc Natl Acad Sci U S 2011,108 10562-10567.

LEDERER D.J., ARCASQOY S.M., BARR R.G., WILT J.S.ABIELLA E., D'OVIDIO F.,
SONETT J.R., KAWUT S.M. Racial and ethnic dispastin idiopathic pulmonary fibrosis: A

151



UNOS/OPTN database analysisAmerican journal of transplantation : official jooal of the
American Society of Transplantation and the Ameri€aciety of Transplant Surgeorz06, 6,
2436-2442.

LEE H.L., RYU J.H., WITTMER M.H., HARTMAN T.E., LYMP J.F., TAZELAAR H.D.,
LIMPER A.H. Familial idiopathic pulmonary fibrosislinical features and outcom€&hest,2005,
127, 2034-2041.

LEE J.S., COLLARD H.R., RAGHU G., SWEET M.P., HAYSR., CAMPOS G.M., GOLDEN
J.A., KING JR T.E. Does Chronic MicroaspirationuSa Idiopathic Pulmonary FibrosisPhe
American Journal of Medicin€010,123 304-311.

LEE J.S., KIM E.J., LYNCH K.L., ELICKER B., RYERSOR.J., KATSUMOTO T.R., SHUM
AK., WOLTERS P.J., CERRI S., RICHELDI L., JONESIX, KING T.E., JR., COLLARD H.R.
Prevalence and clinical significance of circulatangoantibodies in idiopathic pulmonary fibrosis.
Respir Med2013,107, 249-255.

LEE K.S., PRIMACK S.L., STAPLES C.A., MAYO J.R., ARICH J.E., MULLER N.L.
Chronic infiltrative lung disease: comparison adghostic accuracies of radiography and low- and
conventional-dose thin-section CRadiology,1994,191, 669-673.

LEOF E.B., PROPER J.A., GOUSTIN A.S., SHIPLEY G.DICORLETO P.E., MOSES H.L.
Induction of c-sis MRNA and activity similar to péet-derived growth factor by transforming
growth factor beta: a proposed model for indire@bgenesis involving autocrine activityProc
Natl Acad Sci U S AL986,83, 2453-2457.

LEPPARANTA 0., SENS C., SALMENKIVI K., KINNULA V.L, KESKI-OJA J.,,
MYLLARNIEMI M., KOLI K. Regulation of TGF-beta stage and activation in the human
idiopathic pulmonary fibrosis lungCell and tissue researcB12,348 491-503.

LEQUARRE A.S., ANDERSSON L., ANDRE C., FREDHOLM MHITTE C., LEEB T., LOHI
H., LINDBLAD-TOH K., GEORGES M. LUPA: a Europeaniiiative taking advantage of the
canine genome architecture for unravelling complesorders in both human and dog¥et J,
2011,189 155-159.

LETTIERI C.J., NATHAN S.D., BARNETT S.D., AHMAD S.SHORR A.F. Prevalence and
outcomes of pulmonary arterial hypertension in aded idiopathic pulmonary fibrosisChest,
2006,129 746-752.

LI C.M., KHOSLA J., PAGAN I|., HOYLE P., SANNES P.LTGF-betal and fibroblast growth
factor-1 modify fibroblast growth factor-2 produatiin type Il cells. Am J Physiol Lung Cell Mol
Physiol,2000,279 L1038-1046.

LI M., KRISHNAVENI M.S., LI C., ZHOU B., XING Y., BANFALVI A,, LI A., LOMBARDI V.,
AKBARI O., BOROK Z., MINOO P. Epithelium-specifideletion of TGF-beta receptor type Il
protects mice from bleomycin-induced pulmonarydgis. J Clin Invest2011a/121, 277-287.

LI X., BOTTS S., MORTON D., KNICKERBOCKER M.J., ALER R. Oleic acid-associated
bronchiolitis obliterans-organizing pneumonia irage dogs.Vet Pathol,2006,43, 183-185.

LI X.X., LI N., BAN C.J., ZHU M., XIAO B., DAI H.P. Idiopathic pulmonary fibrosis in relation
to gene polymorphisms of transforming growth fadietal and plasminogen activator inhibitor 1.
Chinese medical journa2011b,124, 1923-1927.

LI Y., JJANG D., LIANG J., MELTZER E.B., GRAY A., NURA R., WOGENSEN L.,
YAMAGUCHI Y., NOBLE P.W. Severe lung fibrosis reiges an invasive fibroblast phenotype
regulated by hyaluronan and CD434Exp Med2011¢,208 1459-1471.

LI Z., XIA' S., HOU X. [Changes of the activitie$ BT-1 in the serum and BALF of ILD patients
and their clinical significance]Zzhonghua Jie He He Hu Xi Za Z#i999,22, 411-413.

LILJA-MAULA L., SYRJA P., LAURILA H.P., SUTINEN E., RONTY M., KOLI K.,
RAJAMAKI M.M., MYLLARNIEMI M. Comparative Study ofTransforming Growth Factor-beta

152



Signalling and Regulatory Molecules in Human andi@a Idiopathic Pulmonary FibrosisJ
Comp Pathol2013a.

LILJA-MAULA L.I.,, PALVIAINEN M.J., HEIKKILA H.P., R AEKALLIO M.R., RAJAMAKI
M.M. Proteomic analysis of bronchoalveolar lavélged samples obtained from West Highland
White Terriers with idiopathic pulmonary fibrosidpgs with chronic bronchitis, and healthy dogs.
Am J Vet Re013b,74, 148-154.

LILJA-MAULA L.1.O., LAURILA H.P., SYRJA P., LAPPALANEN A.K., KRAFFT E.,

CLERCX C., RAJAMAKI M.M. Long-Term Outcome and Usé 6-Minute Walk Test in West
Highland White Terriers with Idiopathic Pulmonarybfesis. Journal of Veterinary Internal
Medicine,2014, n/a-n/a.

LIMJUNYAWONG N., MITZNER W., HORTON M.R. A mouse adel of chronic idiopathic
pulmonary fibrosis.Physiological reports2014,2, e00249.

LIMPER A.H., BROEKELMANN T.J., COLBY T.V., MALIZIAG., MCDONALD J.A. Analysis
of local mMRNA expression for extracellular matrixofeins and growth factors using in situ
hybridization in fibroproliferative lung disorder€hest,1991,99, 55S-56S.

LIMPER A.H., COLBY T.V., SANDERS M.S., ASAKURA SROCHE P.C., DEREMEE R.A.
Immunohistochemical localization of transformingowth factor-beta 1 in the nonnecrotizing
granulomas of pulmonary sarcoidosm J Respir Crit Care Med, 994,149, 197-204.

LINDBLAD-TOH K., WADE C.M., MIKKELSEN T.S., KARLSSON E.K., JAFFE D.B.,,
KAMAL M., CLAMP M., CHANG J.L., KULBOKAS E.J., 3RD,Z0ODY M.C., MAUCELI E.,
XIE X., BREEN M., WAYNE R.K., OSTRANDER E.A., PONNG C.P., GALIBERT F.,
SMITH D.R., DEJONG P.J., KIRKNESS E., ALVAREZ P.,IA5] T., BROCKMAN W.,
BUTLER J., CHIN C.W., COOK A., CUFF J., DALY M.JDECAPRIO D., GNERRE S.,
GRABHERR M., KELLIS M., KLEBER M., BARDELEBEN C., GODSTADT L., HEGER A,,
HITTE C., KIM L., KOEPFLI K.P., PARKER H.G., POLLISER J.P., SEARLE S.M., SUTTER
N.B., THOMAS R., WEBBER C., BALDWIN J., ABEBE A., BOUELLEIL A., AFTUCK L.,
AIT-ZAHRA M., ALDREDGE T., ALLEN N., AN P., ANDERS®I S., ANTOINE C,,
ARACHCHI H., ASLAM A., AYOTTE L., BACHANTSANG P., BARRY A., BAYUL T,
BENAMARA M., BERLIN A., BESSETTE D., BLITSHTEYN B.,BLOOM T., BLYE J.,,
BOGUSLAVSKIY L., BONNET C., BOUKHGALTER B., BROWN A CAHILL P., CALIXTE
N., CAMARATA J., CHESHATSANG Y., CHU J., CITROEN MCOLLYMORE A., COOKE
P., DAWOE T., DAZA R., DECKTOR K., DEGRAY S., DHAR&Y' N., DOOLEY K., DORJE
P., DORJEE K., DORRIS L., DUFFEY N., DUPES A., EGEIMOLEN O., ELONG R., FALK
J., FARINA A., FARO S., FERGUSON D., FERREIRA PISHER S., FITZGERALD M.,
FOLEY K., FOLEY C., FRANKE A., FRIEDRICH D., GAGE DGARBER M., GEARIN G.,
GIANNOUKOS G., GOODE T., GOYETTE A., GRAHAM J., GRDBOIS E., GYALTSEN K.,
HAFEZ N., HAGOPIAN D., HAGOS B., HALL J., HEALY C.HEGARTY R., HONAN T.,
HORN A., HOUDE N., HUGHES L., HUNNICUTT L., HUSBY M JESTER B., JONES C,,
KAMAT A., KANGA B., KELLS C., KHAZANOVICH D., KIEU A.C., KISNER P., KUMAR
M., LANCE K., LANDERS T., LARA M., LEE W., LEGER P., LENNON N., LEUPER L.,
LEVINE S., LIU J., LIU X., LOKYITSANG Y., LOKYITSANG T., LUI A., MACDONALD J.,
MAJOR J., MARABELLA R., MARU K., MATTHEWS C., MCDO®UGH S., MEHTA T.,
MELDRIM J., MELNIKOV A., MENEUS L., MIHALEV A., MIHOVA T., MILLER K.,
MITTELMAN R., MLENGA V., MULRAIN L., MUNSON G., NAVIDI A., NAYLOR J.,
NGUYEN T., NGUYEN N., NGUYEN C., NICOL R., NORBU NNORBU C., NOVOD N.,
NYIMA T., OLANDT P., O'NEILL B., O'NEILL K., OSMAN S., OYONO L., PATTI C.,
PERRIN D., PHUNKHANG P., PIERRE F., PRIEST M., RAGRKA A., RAGHURAMAN S.,
RAMEAU R., RAY V., RAYMOND C., REGE F., RISE C., RG&ERS J., ROGOV P., SAHALIE
J., SETTIPALLI S., SHARPE T., SHEA T., SHEEHAN MSHERPA N., SHI J., SHIH D.,
SLOAN J., SMITH C., SPARROW T., STALKER J., STANGHOMANN N,
STAVROPOULOS S., STONE C., STONE S., SYKES S., TOMGA P., TENZING P.,
TESFAYE S., THOULUTSANG D., THOULUTSANG Y., TOPHAM., TOPPING I., TSAMLA

153



T., VASSILIEV H., VENKATARAMAN V., VO A., WANGCHUK T., WANGDI T., WEIAND
M., WILKINSON J., WILSON A., YADAV S., YANG S., YANG X., YOUNG G, YU Q.,
ZAINOUN J., ZEMBEK L., ZIMMER A., LANDER E.S. Genune sequence, comparative
analysis and haplotype structure of the domesitic dature,2005,438 803-819.

LIU D.H., CUI W., CHEN Q., HUANG C.M. Can circulag interleukin-18 differentiate between
sarcoidosis and idiopathic pulmonary fibrosi§€tandinavian journal of clinical and laboratory
investigation2011,71, 593-597.

LIU F., KILLIAN J.K., YANG M., WALKER R.L., HONG JA., ZHANG M., DAVIS S.,
ZHANG Y., HUSSAIN M., XI S., RAO M., MELTZER P.A.SCHRUMP D.S. Epigenomic
alterations and gene expression profiles in respiyaepithelia exposed to cigarette smoke
condensateOncogene2010a.29, 3650-3664.

LIU F., MIH J.D., SHEA B.S., KHO A.T., SHARIF A.STAGER A.M., TSCHUMPERLIN D.J.
Feedback amplification of fibrosis through matriiffening and COX-2 suppressiori.he Journal
of cell biology,2010b,190, 693-706.

LIU G., FRIGGERI A., YANG Y., MILOSEVIC J., DING Q.THANNICKAL V.J., KAMINSKI
N., ABRAHAM E. miR-21 mediates fibrogenic activati of pulmonary fibroblasts and lung
fibrosis. J Exp Med2010c¢,207, 1589-1597.

LIU J.Y., SIME P.J., WU T., WARSHAMANA G.S., POCIASD., TSAI S.Y., BRODY A.R.
Transforming growth factor-beta(l) overexpression tumor necrosis factor-alpha receptor
knockout mice induces fibroproliferative lung diseaAm J Respir Cell Mol BioR001,25, 3-7.

LIU T., DHANASEKARAN S.M., JIN H., HU B., TOMLINS SA., CHINNAIYAN A.M., PHAN
S.H. FIZZ1 stimulation of myofibroblast differeation. Am J Pathol2004,164, 1315-1326.

LIU X., HE B., SU L. [The effect of transforminganth factor-beta on collagen expression by
human embryonic fibroblastsZhonghua Jie He He Hu Xi Za Zi995,18, 287-289, 317-288.

LJUNGVALL I., HOGLUND K., LILLIEHOOK I., OYAMA M.A., TIDHOLM A., TVEDTEN
H., HAGGSTROM J. Serum Serotonin ConcentratioAdsociated with Severity of Myxomatous
Mitral Valve Disease in DogsJ Vet Intern Med2013.

LOBETTI R.G., MILNER R., LANE E. Chronic idiopathipulmonary fibrosis in five dogs] Am
Anim Hosp Asso?001,37, 119-127.

LOK S.S., STEWART J.P., KELLY B.G., HASLETON P.&£GAN J.J. Epstein-Barr virus and
wild p53 in idiopathic pulmonary fibrosifRespir Med2001,95, 787-791.

LOMAS N.J., WATTS K.L., AKRAM K.M., FORSYTH N.R., BITERI M.A. Idiopathic
pulmonary fibrosis: immunohistochemical analysisovies fresh insights into lung tissue
remodelling with implications for novel prognostitarkers. International journal of clinical and
experimental pathology012,5, 58-71.

LOOMIS-KING H., FLAHERTY K.R., MOORE B.B. Pathogenis, current treatments and future
directions for idiopathic pulmonary fibrosi€urrent opinion in pharmacology013,13, 377-385.

LUDLOW A., YEE K.O., LIPMAN R., BRONSON R., WEINREP., HUANG X., SHEPPARD
D., LAWLER J. Characterization of integrin betafdathrombospondin-1 double-null mice.
Journal of cellular and molecular medicin2Q05,9, 421-437.

LUDWICKA A., OHBA T., TROJANOWSKA M., YAMAKAGE A., STRANGE C., SMITH
E.A., LEROY E.C., SUTHERLAND S., SILVER R.M. Elet levels of platelet derived growth
factor and transforming growth factor-beta 1 inrmtwoalveolar lavage fluid from patients with
scleroderma.The Journal of rheumatolog$995,22, 1876-1883.

LUND L.R., RICCIO A., ANDREASEN P.A., NIELSEN L.SKRISTENSEN P., LAIHO M.,
SAKSELA 0., BLASI F., DANO K. Transforming growttactor-beta is a strong and fast acting
positive regulator of the level of type-1 plasmiengactivator inhibitor mRNA in WI-38 human
lung fibroblasts.EMBO J,1987,6, 1281-1286.

154



MACNEE W. Accelerated lung aging: a novel pathagemechanism of chronic obstructive
pulmonary disease (COPDRiochem Soc Trang009,37, 819-823.

MAEDA A., ISHIOKA S., TAOOKA Y., HIYAMA K., YAMAKID O M. Expression of
transforming growth factor-betal and tumour nesrésctor-alpha in bronchoalveolar lavage cells
in murine pulmonary fibrosis after intraperitonadministration of bleomycinRespirology,1999,

4, 359-363.

MAEYAMA T., KUWANO K., KAWASAKI M., KUNITAKE R., HA GIMOTO N., MATSUBA
T., YOSHIMI M., INOSHIMA I., YOSHIDA K., HARA N. Uregulation of Fas-signalling
molecules in lung epithelial cells from patientdhwidiopathic pulmonary fibrosisEur Respir J,
2001,17, 180-189.

MAGETO Y.N., RAGHU G. Genetic predisposition ofda@athic pulmonary fibrosisCurr Opin
Pulm Med,1997,3, 336-340.

MAGI B., BINI L., PERARI M.G., FOSSI A., SANCHEZQ., HOCHSTRASSER D., PAESANO
S., RAGGIASCHI R., SANTUCCI A., PALLINI V., ROTTOLP. Bronchoalveolar lavage fluid
protein composition in patients with sarcoidosisd adiopathic pulmonary fibrosis: a two-
dimensional electrophoretic studiglectrophoresis2002,23, 3434-3444.

MAGNAN A., FRACHON I., RAIN B., PEUCHMAUR M., MONTIG., LENOT B., FATTAL
M., SIMONNEAU G., GALANAUD P., EMILIE D. Transforimg growth factor beta in normal
human lung: preferential location in bronchial belial cells. Thorax,1994,49, 789-792.

MAGNAN A., MEGE J.L., ESCALLIER J.C., BRISSE J., ®® C., REYNAUD M., THOMAS
P., MERIC B., GARBE L., BADIER M., VIARD L., BONGRAD P., GIUDICELLI R.,
METRAS D., FUENTES P., VERVLOET D., NOIRCLERC M. aBnce between alveolar
macrophage IL-6 and TGF-beta in lung-transplantipients. Marseille and Montreal Lung
Transplantation GroupAm J Respir Crit Care Med 996,153 1431-1436.

MAHARAJ S.S., BAROKE E., GAULDIE J., KOLB M.R. Fibcytes in chronic lung disease--
facts and controversie®ulm Pharmacol Thei2012,25, 263-267.

MAHER T.M., EVANS I.C., BOTTOMS S.E., MERCER P.H'HORLEY A.J., NICHOLSON
A.G., LAURENT G.J.,, TETLEY T.D., CHAMBERS R.C., MQXWULTY R.J. Diminished
prostaglandin E2 contributes to the apoptosis erad idiopathic pulmonary fibrosis.Am J
Respir Crit Care Med2010,182, 73-82.

MAHER T.M. PROFILEing idiopathic pulmonary fibrasi rethinking biomarker discovery.
European respiratory review : an official journaf the European Respiratory SocieR013,22,
148-152.

MAITRA M., WANG Y., GERARD R.D., MENDELSON C.R., GRCIA C.K. Surfactant protein
A2 mutations associated with pulmonary fibrosisdlda protein instability and endoplasmic
reticulum stressJ Biol Chem2010,285 22103-22113.

MAJACK R.A., MILDBRANDT J., DIXIT V.M. Induction d thrombospondin messenger RNA
levels occurs as an immediate primary responsdatelet-derived growth factorJ Biol Chem,
1987,262 8821-8825.

MANISCALCO W.M., CAMPBELL M.H. Transforming growtfactor-beta induces a chondroitin
sulfate/dermatan sulfate proteoglycan in alveolgret |l cells. The American journal of
physiology,1994,266, L672-680.

MANISCALCO W.M., SINKIN R.A., WATKINS R.H., CAMPBEL M.H. Transforming growth
factor-beta 1 modulates type Il cell fibronectirdesurfactant protein C expressionhe American
journal of physiology1994,267, L569-577.

MANNINO D.M., ETZEL R.A., PARRISH R.G. Pulmonarybfosis deaths in the United States,
1979-1991. An analysis of multiple-cause mortadita. Am J Respir Crit Care Med, 996,153
1548-1552.

155



MARINKOVIC A., LIU F., TSCHUMPERLIN D.J. Matrice®f physiologic stiffness potently
inactivate idiopathic pulmonary fibrosis fibroblasAm J Respir Cell Mol Bio013,48, 422-430.

MARKART P., RUPPERT C., WYGRECKA M., SCHMIDT R., KRFEI M., HARBACH H.,
THERUVATH I, PISON U., SEEGER W., GUENTHER A., WITH. Surfactant protein C
mutations in sporadic forms of idiopathic inteiatipneumoniasEur Respir J2007,29, 134-137.

MARMAI C., SUTHERLAND R.E., KIM K.K., DOLGANOV G.M, FANG X., KIM S.S., JIANG
S., GOLDEN J.A.,, HOOPES C.W., MATTHAY M.A., CHAPMAMNH.A., WOLTERS P.J.
Alveolar epithelial cells express mesenchymal pnstan patients with idiopathic pulmonary
fibrosis. Am J Physiol Lung Cell Mol Physid011,301, L71-78.

MARSELLA R., SOUSA C.A., GONZALES A.J., FADOK V.A.Current understanding of the
pathophysiologic mechanisms of canine atopic detisiat] Am Vet Med Asso012,241, 194-
207.

MARSHALL R.P., MCANULTY R.J., LAURENT G.J. Angiotssin Il is mitogenic for human
lung fibroblasts via activation of the type 1 refmep Am J Respir Crit Care Med000a,161,
1999-2004.

MARSHALL R.P., PUDDICOMBE A., COOKSON W.O., LAURENTG.J. Adult familial
cryptogenic fibrosing alveolitis in the United Kighgm. Thorax,2000b 55, 143-146.

MARTINEZ F.J., SAFRIN S., WEYCKER D., STARKO K.MBRADFORD W.Z., KING T.E.,
JR., FLAHERTY K.R., SCHWARTZ D.A., NOBLE P.W., RAGH G., BROWN K.K. The
clinical course of patients with idiopathic pulmoydibrosis. Ann Intern Med2005,142, 963-
967.

MARTINEZ F.J., FLAHERTY K. Pulmonary function tésty in idiopathic interstitial
pneumonias.Proc Am Thorac So02006,3, 315-321.

MARTINEZ F.J., DE ANDRADE J.A.,, ANSTROM K.J., KINGT.E., JR., RAGHU G.
Randomized trial of acetylcysteine in idiopathidrnponary fibrosis. N Engl J Med,2014,370,
2093-2101.

MASSAGUE J. TGF-beta signal transductioknnual review of biochemistr§998,67, 753-791.

MASSAGUE J., CHEN Y.G. Controlling TGF-beta signgl Genes & developmen2000,14,
627-644.

MASSAGUE J., WOTTON D. Transcriptional control Bye TGF-beta/Smad signaling system.
EMBO J,2000,19, 1745-1754.

MASSAQOUS J., HATA A. TGF-beta signalling throughet Smad pathway.Trends in cell
biology,1997,7, 187-192.

MATHIESON J.R., MAYO J.R., STAPLES C.A., MULLER N.LChronic diffuse infiltrative lung
disease: comparison of diagnostic accuracy of QI crest radiographyRadiology,1989,171,
111-116.

MCCORMACK F.X., KING T.E., JR., BUCHER B.L., NIELS¥E L., MASON R.J. Surfactant
protein A predicts survival in idiopathic pulmondilgrosis. Am J Respir Crit Care Med,995,
152 751-759.

MEHRAD B., BURDICK M.D., ZISMAN D.A., KEANE M.P., EELPERIO J.A., STRIETER
R.M. Circulating peripheral blood fibrocytes inrhan fibrotic interstitial lung diseaséBiochem
Biophys Res CommuQ07,353 104-108.

MEJIA M., CARRILLO G., ROJAS-SERRANO J., ESTRADA ASUAREZ T., ALONSO D.,
BARRIENTOS E., GAXIOLA M., NAVARRO C., SELMAN M. diopathic pulmonary fibrosis
and emphysema: decreased survival associated withres pulmonary arterial hypertension.
Chest,2009,136, 10-15.

156



MELICONI R., ANDREONE P., FASANO L., GALLI S., PACLI A., MINIERO R., FABBRI
M., SOLFOROSI L., BERNARDI M. Incidence of hep&iC virus infection in Italian patients
with idiopathic pulmonary fibrosisThorax,1996,51, 315-317.

MERCER P.F., JOHNS R.H., SCOTTON C.J., KRUPICZOJCAM KONIGSHOFF M.,
HOWELL D.C., MCANULTY R.J., DAS A., THORLEY A.J., ETLEY T.D., EICKELBERG O.,
CHAMBERS R.C. Pulmonary epithelium is a prominsatirce of proteinase-activated receptor-1-
inducible CCL2 in pulmonary fibrosisAm J Respir Crit Care Me@009,179, 414-425.

MERCIER E., BOLOGNIN M., HOFFMANN A.C., TUAL C., DX M.J., CLERCX C. Influence
of age on bronchoscopic findings in healthy bedglgs. The Veterinary Journall127, 225-228.

MEYER K.C., CARDONI A., XIANG Z.Z. Vascular endathal growth factor in bronchoalveolar
lavage from normal subjects and patients with defparenchymal lung diseas&€he Journal of
laboratory and clinical medicine000,135 332-338.

MILLER L.A., BARNETT N.L., SHEPPARD D., HYDE D.M.Expression of the beta6 integrin
subunit is associated with sites of neutrophil uxflin lung epithelium. The journal of
histochemistry and cytochemistry : official jourrmdlthe Histochemistry Socie®001,49, 41-48.

MINSHALL E.M., LEUNG D.Y., MARTIN R.J.,, SONG Y.L.,CAMERON L., ERNST P.,
HAMID Q. Eosinophil-associated TGF-betal mRNA eegmion and airways fibrosis in bronchial
asthma.Am J Respir Cell Mol Bioll997,17, 326-333.

MIYAKE Y., SASAKI S., YOKOYAMA T., CHIDA K., AZUMA A., SUDA T., KUDOH S.,
SAKAMOTO N., OKAMOTO K., KOBASHI G., WASHIO M., INABA Y., TANAKA H.
Occupational and environmental factors and ididpgibhlmonary fibrosis in JapariThe Annals of
occupational hygiene€2005,49, 259-265.

MIYAZONO K., OLOFSSON A., COLOSETTI P., HELDIN C.HA role of the latent TGF-beta
1-binding protein in the assembly and secretion®F-beta 1.EMBO J,1991,10, 1091-1101.

MOELLER A., ASK K., WARBURTON D., GAULDIE J., KOLBM. The bleomycin animal
model: a useful tool to investigate treatment apidor idiopathic pulmonary fibrosisant J
Biochem Cell Biol2008,40, 362-382.

MOELLER A., GILPIN S.E., ASK K., COX G., COOK D., 8JLDIE J., MARGETTS P.J.,
FARKAS L., DOBRANOWSKI J., BOYLAN C., OBYRNE P.MSTRIETER R.M., KOLB M.
Circulating fibrocytes are an indicator of poor gmosis in idiopathic pulmonary fibrosisAm J
Respir Crit Care Med2009,179, 588-594.

MOLINA-MOLINA M., LARIO S., LUBURICH P., RAMIREZ J, CARRION M.T., XAUBET A.
[Quantifying plasma levels of transforming growttctor betal in idiopathic pulmonary fibrosis].
Archivos de bronconeumologia006,42, 380-383.

MONACCI W.T., MERRILL M.J., OLDFIELD E.H. Expressn of vascular permeability
factor/vascular endothelial growth factor in normalt tissues. The American journal of
physiology,1993,264, C995-1002.

MONTUSCHI P., CIABATTONI G., PAREDI P., PANTELIDISP., DU BOIS R.M.,
KHARITONOV S.A., BARNES P.J. 8-Isoprostane as anfirker of oxidative stress in interstitial
lung diseasesAm J Respir Crit Care Med,998,158 1524-1527.

MOODLEY Y.P., MISSO N.L., SCAFFIDI AK., FOGEL-PET®/IC M., MCANULTY R.J.,
LAURENT G.J.,, THOMPSON P.J., KNIGHT D.A. Invers#ezts of interleukin-6 on apoptosis
of fibroblasts from pulmonary fibrosis and normahdis. Am J Respir Cell Mol Biol2003a,29,
490-498.

MOODLEY Y.P., SCAFFIDI A.K., MISSO N.L., KEERTHISISAM C., MCANULTY R.J.,
LAURENT G.J.,, MUTSAERS S.E., THOMPSON P.J., KNIGHDTA. Fibroblasts isolated from
normal lungs and those with idiopathic pulmonabyrdsis differ in interleukin-6/gp130-mediated
cell signaling and proliferationAm J Pathol2003b,163 345-354.

157



MOODLEY Y.P., CATERINA P., SCAFFIDI A.K., MISSO N.. PAPADIMITRIOU J.M.,
MCANULTY R.J., LAURENT G.J.,, THOMPSON P.J., KNIGHD.A. Comparison of the
morphological and biochemical changes in normal drutang fibroblasts and fibroblasts derived
from lungs of patients with idiopathic pulmonarkrsis during FasL-induced apoptosisPathol,
2004,202 486-495.

MOORE B.B., HOGABOAM C.M. Murine models of pulmamyafibrosis. Am J Physiol Lung
Cell Mol Physiol,2008,294, L152-160.

MORELLI S., FERRI C., POLETTINI E., BELLINI C., GUIRDI G.F., PITTONI V., VALESINI
G., SANTUCCI A. Plasma endothelin-1 levels, pulmgnhypertension, and lung fibrosis in
patients with systemic sclerosi¥he American Journal of Medicin£995,99, 255-260.

MORRISON C.D., PAPP A.C., HEJIMANOWSKI A.Q., ADDIS.M., PRIOR T.W. Increased D
allele frequency of the angiotensin-converting en@ygene in pulmonary fibrosisdum Pathol,
2001,32, 521-528.

MOSES H.L., YANG E.Y., PIETENPOL J.A. TGF-betanstilation and inhibition of cell
proliferation: new mechanistic insight€ell, 1990,63, 245-247.

MOSHER D.F., MISENHEIMER T.M., STENFLO J., HOGG P.Modulation of fibrinolysis by
thrombospondin Annals of the New York Academy of Scient@32,667, 64-69.

MOUSTAKAS A., HELDIN C.H. Non-Smad TGF-beta sigaalJournal of cell science2005,
118 3573-3584.

MOUSTAKAS A., HELDIN C.H. Signaling networks guittj epithelial-mesenchymal transitions
during embryogenesis and cancer progressitancer science2007,98, 1512-1520.

MU D., CAMBIER S., FJELLBIRKELAND L., BARON J.L., MINGER J.S., KAWAKATSU H.,
SHEPPARD D., BROADDUS V.C., NISHIMURA S.L. The agrin alpha(v)beta8 mediates
epithelial homeostasis through MT1-MMP-dependetivaton of TGF-betal The Journal of cell
biology,2002,157, 493-507.

MUNGER J.S., HARPEL J.G., GLEIZES P.E., MAZZIERI,RIUNES I., RIFKIN D.B. Latent
transforming growth factor-beta: structural feasurand mechanisms of activationKidney
international,1997,51, 1376-1382.

MUNGER J.S., HUANG X., KAWAKATSU H., GRIFFITHS M.J.DALTON S.L., WU J.,
PITTET J.F., KAMINSKI N., GARAT C., MATTHAY M.A., RFKIN D.B., SHEPPARD D. The
integrin alpha v beta 6 binds and activates lafEBF beta 1: a mechanism for regulating
pulmonary inflammation and fibrosi€ell, 1999,96, 319-328.

MURPHY-ULLRICH J.E., POCZATEK M. Activation of lant TGF-beta by thrombospondin-1.:
mechanisms and physiologZytokine & growth factor review2000,11, 59-69.

MUSHIRODA T., WATTANAPOKAYAKIT S., TAKAHASHI A., NUKIWA T., KUDOH S.,
OGURA T., TANIGUCHI H., KUBO M., KAMATANI N., NAKAMURA Y. A genome-wide
association study identifies an association of mroon variant in TERT with susceptibility to
idiopathic pulmonary fibrosisJournal of medical genetic2008,45, 654-656.

MUSK A.W., ZILKO P.J., MANNERS P., KAY P.H., KAMBOHM.I. Genetic studies in familial
fibrosing alveolitis. Possible linkage with immunoigulin allotypes (Gm).Chest,1986,89, 206-
210.

MUTSAERS S.E., FOSTER M.L.,, CHAMBERS R.C., LAUREN®.J., MCANULTY R.J.
Increased endothelin-1 and its localization durithge development of bleomycin-induced
pulmonary fibrosis in ratsAm J Respir Cell Mol Bioll998a,18, 611-619.

MUTSAERS S.E., MARSHALL R.P., GOLDSACK N.R., LAURENG.J., MCANULTY R.J.
Effect of Endothelin Receptor Antagonists (BQ-4B®, 47-0203) on Collagen Deposition During
the Development of Bleomycin-Induced Pulmonary &#s in Rats.Pulmonary Pharmacology &
Therapeutics1998b,11, 221-225.

158



NADROUS H.F., PELLIKKA P.A., KROWKA M.J., SWANSON K., CHAOWALIT N.,
DECKER P.A., RYU J.H. The impact of pulmonary hgtpasion on survival in patients with
idiopathic pulmonary fibrosisChest,2005a,128 616S-617S.

NADROUS H.F., PELLIKKA P.A., KROWKA M.J., SWANSON K., CHAOWALIT N.,
DECKER P.A., RYU J.H. Pulmonary hypertension itigrats with idiopathic pulmonary fibrosis.
Chest,2005b,128 2393-2399.

NAKAJIMA Y., MIYAZONO K., KATO M., TAKASE M., YAMAG ISHI T., NAKAMURA H.
Extracellular fibrillar structure of latent TGF laebinding protein-1: role in TGF beta-dependent
endothelial-mesenchymal transformation during eadtial cushion tissue formation in mouse
embryonic heartThe Journal of cell biology,997,136, 193-204.

NAKAO A., AFRAKHTE M., MOREN A., NAKAYAMA T., CHRISTIAN J.L., HEUCHEL R.,
ITOH S., KAWABATA M., HELDIN N.E., HELDIN C.H., TENDIJKE P. Identification of
Smad7, a TGFbeta-inducible antagonist of TGF-higtzalling. Nature,1997,389, 631-635.

NALYSNYK L., CID-RUZAFA J., ROTELLA P., ESSER D. ntidence and prevalence of
idiopathic pulmonary fibrosis: review of the littwee. European respiratory review : an official
journal of the European Respiratory Societ@12,21, 355-361.

NATARAJ D., ERNST A., KALLURI R. Idiopathic pulmary fibrosis is associated with
endothelial to mesenchymal transitiohm J Respir Cell Mol BioR010,43, 129-130.

NATHAN S.D., REFFETT T., BROWN A.W., FISCHER C.FSHLOBIN O.A., AHMAD S.,
WEIR N., SHERIDAN M.J. The red cell distributioridth as a prognostic indicator in idiopathic
pulmonary fibrosis.Chest,2013,143 1692-1698.

NEUROHR C., NISHIMURA S.L., SHEPPARD D. Activatiaf transforming growth factor-beta
by the integrin alphavbeta8 delays epithelial woalndure. Am J Respir Cell Mol BioR006,35,
252-259.

NI W., WATTS S.W. 5-hydroxytryptamine in the cavdascular system: focus on the serotonin
transporter (SERT)Clinical and experimental pharmacology & physiolpg906,33, 575-583.

NICHOLSON A.G., COLBY T.V., DU BOIS R.M., HANSELL M., WELLS A.U. The
prognostic significance of the histologic patternirderstitial pneumonia in patients presenting
with the clinical entity of cryptogenic fibrosindvaolitis. Am J Respir Crit Care Me@000,162,
2213-2217.

NICHOLSON A.G., FULFORD L.G., COLBY T.V., DU BOIS .Rl., HANSELL D.M., WELLS
A.U. The relationship between individual histolodgatures and disease progression in idiopathic
pulmonary fibrosis.Am J Respir Crit Care Me@002,166, 173-177.

NIEDERMEYER J., GARIN-CHESA P., KRIZ M., HILBERG FMUELLER E., BAMBERGER
U., RETTIG W.J., SCHNAPP A. Expression of the dblast activation protein during mouse
embryo developmentThe International journal of developmental biolo8901,45, 445-447.

NIKOLAOU E., TRAKADA G., PRODROMAKIS E., EFREMIDIS G., POULI A.,
KONIAVITOU A., SPIROPOULOS K. Evaluation of artati endothelin-1 levels, before and
during a sleep study, in patients with bronchigtheea and chronic obstructive pulmonary disease.
Respiration2003,70, 606-610.

NISHIMURA K., KITAICHI M., 1ZUMI T., NAGAI S., KANA OKA M., ITOH H. Usual
interstitial pneumonia: histologic correlation witigh-resolution CT.Radiology,1992,182, 337-
342.

NISHIMURA S.L., SHEPPARD D., PYTELA R. Integrin @a v beta 8. Interaction with
vitronectin and functional divergence of the betey®plasmic domain.J Biol Chem 1994,269,
28708-28715.

NISHIMURA S.L. Integrin-mediated transforming grthwfactor-beta activation, a potential
therapeutic target in fibrogenic disordefsn J Pathol2009,175 1362-1370.

159



NOBLE P.W., BARKAUSKAS C.E., JIANG D. Pulmonarybfosis: patterns and perpetratods.
Clin Invest,2012,122, 2756-2762.

NODA M., HIGASHIDA H., AOKI S., WADA K. Multiple sgnal transduction pathways
mediated by 5-HT receptord4olecular neurobiology2004,29, 31-39.

NORRIS A.J., NAYDAN D.K., WILSON D.W. Interstitidung disease in West Highland White
Terriers. Vet Pathol 2005,42, 35-41.

NORRIS C.R., GRIFFEY S.M., WALSH P. Use of keyhdleng biopsy for diagnosis of
interstitial lung diseases in dogs and cats: 18§5998-2001).J Am Vet Med Asso2002,221,
1453-1459.

O'DONOGHUE L.E., PTITSYN A.A,, KAMSTOCK D.A., SIEBET J., THOMAS R.S., DUVAL
D.L. Expression profiling in canine osteosarconuentification of biomarkers and pathways
associated with outcom&MC Cancer2010,10, 506.

O'NEILL S., DROBATZ K., SATYARAJ E., HESS R. Evaition of cytokines and hormones in
dogs before and after treatment of diabetic ketlwmis and in uncomplicated diabetes mellitus.
Vet Immunol Immunopathd012,148 276-283.

OHAD D.G., LENCHNER I., BDOLAH-ABRAM T., SEGEV G.A loud right-apical systolic
murmur is associated with the diagnosis of secgndamlmonary arterial hypertension:
Retrospective analysis of data from 201 consecuiemt-owned dogs (2006-2007Yet J,2013,
198 690-695.

OHNISHI H., YOKOYAMA A., KONDO K., HAMADA H., ABE M., NISHIMURA K.,
HIWADA K., KOHNO N. Comparative study of KL-6, daictant protein-A, surfactant protein-D,
and monocyte chemoattractant protein-1 as serunkawmsafor interstitial lung diseasesAm J
Respir Crit Care Med2002,165, 378-381.

OIKONOMIDI S., KOSTIKAS K., TSILIONI I, TANOU K., GOURGOULIANIS K.I,
KIROPOULOS T.S. Matrix metalloproteinases in resfry diseases: from pathogenesis to
potential clinical implicationsCurr Med Chem2009,16, 1214-1228.

OKU H., SHIMIZU T., KAWABATA T., NAGIRA M., HIKITA I, UEYAMA A,
MATSUSHIMA S., TORII M., ARIMURA A. Antifibrotic ation of pirfenidone and
prednisolone: different effects on pulmonary cytald and growth factors in bleomycin-induced
murine pulmonary fibrosisEuropean journal of pharmacolog2008,590, 400-408.

ORTIZ L.A., LASKY J., HAMILTON R.F., JR., HOLIAN A. HOYLE G.W., BANKS W.,
PESCHON J.J., BRODY A.R., LUNGARELLA G., FRIEDMAN MExpression of TNF and the
necessity of TNF receptors in bleomycin-inducedglimjury in mice. Exp Lung Res1998,24,
721-743.

OSTRANDER E.A., KRUGLYAK L. Unleashing the canigenome. Genome researct2000,
10, 1271-1274.

OVERALL C.M., WRANA J.L.,, SODEK J. Independent tdgtion of collagenase, 72-kDa
progelatinase, and metalloendoproteinase inhikeipression in human fibroblasts by transforming
growth factor-beta.J Biol Chem1989,264, 1860-1869.

OYAMA M.A., CHITTUR S. Genomic expression patteraf cardiac tissues from dogs with
dilated cardiomyopathyAm J Vet Re®005,66, 1140-1155.

OYAMA M.A,, CHITTUR S.V. Genomic expression patterof mitral valve tissues from dogs
with degenerative mitral valve diseas®m J Vet Ref006,67, 1307-1318.

OYAMA M.A., CHITTUR S.V., REYNOLDS C.A. Decreasetiadin and increased calstabin2
expression in Great Danes with dilated cardiomympald Vet Intern Med2009,23, 1014-1019.

PANDIT K.V., CORCORAN D., YOUSEF H., YARLAGADDA M., TZOUVELEKIS A,
GIBSON K.F., KONISHI K., YOUSEM S.A., SINGH M., HADLEY D., RICHARDS T.,

160



SELMAN M., WATKINS S.C., PARDO A., BEN-YEHUDAH A.BOUROS D., EICKELBERG
0., RAY P., BENOS P.V., KAMINSKI N. Inhibition antble of let-7d in idiopathic pulmonary
fibrosis. Am J Respir Crit Care Me@010,182 220-229.

PANDIT K.V., MILOSEVIC J., KAMINSKI N. MicroRNAs n idiopathic pulmonary fibrosis.
Transl Res2011,157, 191-199.

PANTELIDIS P., FANNING G.C., WELLS A.U., WELSH K.,l.DU BOIS R.M. Analysis of
tumor necrosis factor-alpha, lymphotoxin-alpha, damecrosis factor receptor Il, and interleukin-6
polymorphisms in patients with idiopathic pulmonéibyrosis. Am J Respir Crit Care Me@001,
163 1432-1436.

PARDO A., GIBSON K., CISNEROS J., RICHARDS T.J., N& Y., BECERRIL C., YOUSEM
S., HERRERA I., RUIZ V., SELMAN M., KAMINSKI N. UgRegulation and Profibrotic Role of
Osteopontin in Human Idiopathic Pulmonary Fibrost6.0S Med2005,2, e251.

PARK S.H., SALEH D., GIAID A., MICHEL R.P. Increed endothelin-1 in bleomycin-induced
pulmonary fibrosis and the effect of an endothadiceptor antagonistAm J Respir Crit Care Med,
1997,156 600-608.

PATTI M.G., TEDESCO P., GOLDEN J., HAYS S., HOOPES MENEGHETTI A., DAMANI
T., WAY L.W. Idiopathic pulmonary fibrosis: how teh is it really idiopathic? Journal of
gastrointestinal surgery : official journal of tH&ociety for Surgery of the Alimentary Tra2005,
9, 1053-1056; discussion 1056-1058.

PEETERS D., PETERS ILR., FARNIR F., CLERCX C., DAM.J. Real-time RT-PCR
quantification of MRNA encoding cytokines and ch&mes in histologically normal canine nasal,
bronchial and pulmonary tissu®et Immunol Immunopathd@005,104, 195-204.

PELTON R.W., JOHNSON M.D., PERKETT E.A., GOLD L.MOSES H.L. Expression of
transforming growth factor-beta 1, -beta 2, andal®mRNA and protein in the murine lungm
J Respir Cell Mol Biol1991,5, 522-530.

PERRY J.A., THAMM D.H., EICKHOFF J., AVERY A.C., D& S.W. Increased monocyte
chemotactic protein-1 concentration and monocytentandependently associate with a poor
prognosis in dogs with lymphoma/eterinary and comparative oncolog¥011,9, 55-64.

PHAN S.H., GHARAEE-KERMANI M., WOLBER F., RYAN U.SStimulation of rat endothelial
cell transforming growth factor-beta productiontdgomycin. J Clin Invest,1991,87, 148-154.

PHILLIPS S., BARR S., DYKES N., SCRIVANI P., KRAUS., RISHNIW M., VALENTINE B.
Bronchiolitis obliterans with organizing pneumonieaa dog.J Vet Intern Med2000,14, 204-207.

PIANTEDOSI D., CORTESE L., DI LORIA A., BRIGNOLA GPRISCO M., PERSECHINO A.,
CIARAMELLA P. Plasma atrial natriuretic peptider¢gdNP 31-67), B-type natriuretic peptide
(Nt-proBNP) and endothelin-1 (ET-1) concentratiomslogs with chronic degenerative valvular
disease (CDVD).Veterinary Research Communicatio2609,33, 197-200.

PITTET J.F., GRIFFITHS M.J., GEISER T., KAMINSKI NDALTON S.L., HUANG X.,
BROWN L.A., GOTWALS P.J., KOTELIANSKY V.E., MATTHAY M.A., SHEPPARD D.
TGF-beta is a critical mediator of acute lung igjud Clin Invest2001,107, 1537-1544.

POSTLETHWAITE A.E., KESKI-OJA J.,, MOSES H.L., KANG\.H. Stimulation of the
chemotactic migration of human fibroblasts by tfamsing growth factor betad Exp Med 1987,
165 251-256.

POUSSET F., ISNARD R., LECHAT P., KALOTKA H., CARAN A., MAISTRE G.,
ESCOLANO S., THOMAS D., KOMAJDA M. Prognostic vauof plasma endothelin-1 in
patients with chronic heart failuré&ur Heart J,1997,18, 254-258.

PRASSE A., MULLER-QUERNHEIM J. Non-invasive biorkars in pulmonary fibrosis.
Respirology2009,14, 788-795.

161



PRASSE A., PROBST C., BARGAGLI E., ZISSEL G., TOEWSB., FLAHERTY K.R.,,
OLSCHEWSKI M., ROTTOLI P., MULLER-QUERNHEIM J. Sem CC-chemokine ligand 18
concentration predicts outcome in idiopathic pulargnfibrosis. Am J Respir Crit Care Med,
2009,179 717-723.

PRIETO A.L., EDELMAN G.M., CROSSIN K.L. Multiplentegrins mediate cell attachment to
cytotactin/tenascinProc Natl Acad Sci U S A993,90, 10154-10158.

PROCKOP D.J., KIVIRIKKO K.Il., TUDERMAN L., GUZMAN NA. The biosynthesis of
collagen and its disorders (first of two parts) Engl J Med;1979,301, 13-23.

PROCOP G.W., KOHN D.J., JOHNSON J.E., LI H.J., LOYE., YEN-LIEBERMAN B., TANG
Y.W. BK and JC polyomaviruses are not associatid idiopathic pulmonary fibrosis.J Clin
Microbiol, 2005,43, 1385-1386.

PROSEK R., SISSON D.D., OYAMA M.A., BIONDO A.W., SOER P.F. Plasma endothelin-1
immunoreactivity in normal dogs and dogs with acegiiheart diseasel Vet Intern Med2004,
18, 840-844.

PROSEK R., SISSON D.D., OYAMA M.A., SOLTER P.F. sbhhguishing cardiac and noncardiac
dyspnea in 48 dogs using plasma atrial natriufatitor, B-type natriuretic factor, endothelin, and
cardiac troponin-1.J Vet Intern Med2007,21, 238-242.

PSATHAKIS K., MERMIGKIS D., PAPATHEODOROU G., LOUKIES S., PANAGOU P.,
POLYCHRONOPOULOS V., SIAFAKAS N.M., BOUROS D. EXed markers of oxidative
stress in idiopathic pulmonary fibrosigur J Clin Invest2006,36, 362-367.

PUTHAWALA K., HADJIANGELIS N., JACOBY S.C., BAYONGA E., ZHAO Z., YANG Z,,
DEVITT M.L.,, HORAN G.S., WEINREB P.H., LUKASHEV M.E VIOLETTE S.M., GRANT
K.S., COLAROSSI C., FORMENTI S.C., MUNGER J.S. ibition of integrin alpha(v)beta6, an
activator of latent transforming growth factor-hgteevents radiation-induced lung fibrosidm J
Respir Crit Care Med2008,177, 82-90.

QUADRELLI S., MOLINARI L., CIALLELLA L., SPINA J.C, SOBRINO E., CHERTCOFF J.
Radiological versus histopathological diagnosisuetial interstitial pneumonia in the clinical
practice: does it have any survival differende@spiration,2010,79, 32-37.

RABINOVICH E.l., KAPETANAKI M.G., STEINFELD I., GIBSON K.F., PANDIT K.V., YU
G., YAKHINI Z., KAMINSKI N. Global methylation pdérns in idiopathic pulmonary fibrosis.
PL0oS One2012a,7, e33770.

RABINOVICH E.l., SELMAN M., KAMINSKI N. Epigenomis of idiopathic pulmonary fibrosis:
evaluating the first step®Am J Respir Crit Care Me@012b,186 473-475.

RAFIl R., JUAREZ M.M., ALBERTSON T.E., CHAN A.L. Areview of current and novel
therapies for idiopathic pulmonary fibrosidournal of thoracic diseas@013,5, 48-73.

RAGHU G., STRIKER L.J., HUDSON L.D., STRIKER G.EExtracellular matrix in normal and
fibrotic human lungs Am Rev Respir Di€,985,131, 281-289.

RAGHU G. Idiopathic pulmonary fibrosis. A ratiordinical approach.Chest,1987,92, 148-154.

RAGHU G., MASTA S., MEYERS D., NARAYANAN A.S. Cadligen synthesis by normal and
fibrotic human lung fibroblasts and the effect i@nisforming growth factor-betaAm Rev Respir
Dis, 1989,140, 95-100.

RAGHU G., MAGETO Y.N., LOCKHART D., SCHMIDT R.A., WOD D.E., GODWIN J.D.
The accuracy of the clinical diagnosis of new-onigibpathic pulmonary fibrosis and other
interstitial lung disease: A prospective studhest,1999,116 1168-1174.

RAGHU G., BROWN K.K., BRADFORD W.Z., STARKO K., NOE P.W., SCHWARTZ D.A,,
KING T.E., JR. A placebo-controlled trial of inferon gamma-1b in patients with idiopathic
pulmonary fibrosis.N Engl J Med2004,350, 125-133.

162



RAGHU G., FREUDENBERGER T.D., YANG S., CURTIS J.RSPADA C., HAYES J.,,
SILLERY J.K., POPE C.E., 2ND, PELLEGRINI C.A. Higirevalence of abnormal acid gastro-
oesophageal reflux in idiopathic pulmonary fibrodtsr Respir J2006a27, 136-142.

RAGHU G., WEYCKER D., EDELSBERG J., BRADFORD W.OSTER G. Incidence and
prevalence of idiopathic pulmonary fibrosidm J Respir Crit Care Me@006b,174, 810-816.

RAGHU G. Idiopathic pulmonary fibrosis: guidelinfs diagnosis and clinical management have
advanced from consensus-based in 2000 to evideasssbn 2011.Eur Respir J2011,37, 743-
746.

RAGHU G., COLLARD H.R., EGAN J.J., MARTINEZ F.J.,.BBR J., BROWN K.K., COLBY
T.V., CORDIER J.F., FLAHERTY K.R., LASKY J.A., LYNB D.A,, RYU J.H., SWIGRIS J.J.,
WELLS A.U., ANCOCHEA J., BOUROS D., CARVALHO C., GTABEL U., EBINA M.,
HANSELL D.M., JOHKOH T., KIM D.S., KING T.E., JRKONDOH Y., MYERS J., MULLER
N.L., NICHOLSON A.G., RICHELDI L., SELMAN M., DUDDH R.F., GRISS B.S., PROTZKO
S.L., SCHUNEMANN H.J. An official ATS/ERS/JRS/ALABtatement: idiopathic pulmonary
fibrosis: evidence-based guidelines for diagnosid managementAm J Respir Crit Care Med,
2011,183 788-824.

RAGHU G., ANSTROM K.J., KING T.E., JR., LASKY J.AMARTINEZ F.J. Prednisone,
azathioprine, and N-acetylcysteine for pulmonabydsis. N Engl J Med2012,366, 1968-1977.

RAMIREZ F., PEREIRA L. The fibrillins.Int J Biochem Cell Biol1999,31, 255-259.

RAMOS C., MONTANO M., GARCIA-ALVAREZ J., RUIZ V., BIAL B.D., SELMAN M.,
PARDO A. Fibroblasts from idiopathic pulmonaryrfisis and normal lungs differ in growth rate,
apoptosis, and tissue inhibitor of metalloprote@sasxpressionAm J Respir Cell Mol Biol2001,
24, 591-598.

RAUGI G.J., OLERUD J.E., GOWN A.M. Thrombospondmearly human wound tissuelhe
Journal of investigative dermatologl987,89, 551-554.

RAYA A.l., FERNANDEZ-DE MARCO M., NUNEZ A., AFONSOJ.C., CORTADE L.E,,
CARRASCO L. Endogenous lipid pneumonia in a ddgcomp Pathol2006,135 153-155.

REED M.J., IRUELA-ARISPE L., OBRIEN E.R., TRUONG., TLABELL T., BORNSTEIN P.,
SAGE E.H. Expression of thrombospondins by endiatheells. Injury is correlated with TSP-1.
Am J Pathol1995,147, 1068-1080.

REICHENBERGER F., SCHAUER J., KELLNER K., SACK USTIEHL P., WINKLER J.
Different Expression of Endothelin in the Bronchaallar Lavage in Patients with Pulmonary
DiseaseslLung,2001,179 163-174.

REINERO C.R., COHN L.A. Interstitial Lung Disease¥eterinary Clinics of North America:
Small Animal Practice2007,37, 937-947.

RENZONI E., LYMPANY P., SESTINI P., PANTELIDIS PWELLS A., BLACK C., WELSH
K., BUNN C., KNIGHT C., FOLEY P., DU BOIS R.M. Digbution of novel polymorphisms of
the interleukin-8 and CXC receptor 1 and 2 genesystiemic sclerosis and cryptogenic fibrosing
alveolitis. Arthritis Rheum2000,43, 1633-1640.

RENZONI E.A., ABRAHAM D.J., HOWAT S., SHI-WEN X., ESTINI P., BOU-GHARIOS G.,
WELLS A.U., VEERARAGHAVAN S., NICHOLSON A.G., DENT@ C.P., LEASK A.,
PEARSON J.D., BLACK C.M., WELSH K.I., DU BOIS R.MGene expression profiling reveals
novel TGFbeta targets in adult lung fibroblag®espir Res2004,5, 24.

RIBEIRO S.M., POCZATEK M., SCHULTZ-CHERRY S., VILLW M., MURPHY-ULLRICH
J.E. The activation sequence of thrombospondimdracts with the latency-associated peptide to
regulate activation of latent transforming growtttbr-beta. J Biol Chem,1999, 274, 13586-
13593.

163



RICHARDS T.J., KAMINSKI N., BARIBAUD F., FLAVIN S.BRODMERKEL C., HOROWITZ
D., LI K., CHOI J., VUGA L.J., LINDELL K.O., KLESENM., ZHANG Y., GIBSON K.F.
Peripheral blood proteins predict mortality in jgdhic pulmonary fibrosisAm J Respir Crit Care
Med,2012,185, 67-76.

RICHELDI L., DU BOIS R.M., RAGHU G., AZUMA A., BROW K.K., COSTABEL U.,
COTTIN V., FLAHERTY K.R., HANSELL D.M., INOUE Y., KM D.S., KOLB M.,
NICHOLSON A.G., NOBLE P.W., SELMAN M., TANIGUCHI H.BRUN M., LE MAULF F.,
GIRARD M., STOWASSER S., SCHLENKER-HERCEG R., DIS$E, COLLARD H.R.
Efficacy and safety of nintedanib in idiopathic moinary fibrosis. N Engl J Med,2014, 370,
2071-2082.

RIFKIN D.B. Latent transforming growth factor-bef&GF-beta) binding proteins: orchestrators
of TGF-beta availability.J Biol Chem2005,280, 7409-7412.

RIHA R.L., YANG L.A., RABNOTT G.C., TUNNICLIFFE A.M, FONG K.M., ZIMMERMAN
P.V. Cytokine gene polymorphisms in idiopathicrpahary fibrosis. Internal medicine journal,
2004,34, 126-129.

RING C.J., CHO K.W. Specificity in transforming agvth factor-beta signaling pathways.
American journal of human genetid€999,64, 691-697.

ROBERTS A.B., SPORN M.B., ASSOIAN R.K., SMITH J.MROCHE N.S., WAKEFIELD
L.M., HEINE U.l,, LIOTTA L.A., FALANGA V., KEHRL JH., ET AL. Transforming growth
factor type beta: rapid induction of fibrosis amjimgenesis in vivo and stimulation of collagen
formation in vitro. Proc Natl Acad Sci U S A986,83, 4167-4171.

ROMAN J., BROWN K.K., OLSON A., CORCORAN B.M., WIUAMS K.J. An official
American Thoracic Society workshop report: compeaegpathobiology of fibrosing lung disorders
in humans and domestic animaknnals of the American Thoracic Socié2913,10, S224-229.

ROOK A.H., KEHRL J.H., WAKEFIELD L.M., ROBERTS A.BSPORN M.B., BURLINGTON
D.B., LANE H.C., FAUCI A.S. Effects of transforngngrowth factor beta on the functions of
natural killer cells: depressed cytolytic activiagnd blunting of interferon responsiveness.
Immunol,1986,136, 3916-3920.

ROSAS 1.0., REN P., AVILA N.A., CHOW C.K., FRANKS.T., TRAVIS W.D., MCCOQY J.P.,
JR., MAY R.M., WU H.P.,, NGUYEN D.M., ARCOS-BURGOS .MMACDONALD S.D.,
GOCHUICO B.R. Early interstitial lung disease amiilial pulmonary fibrosis.Am J Respir Crit
Care Med,2007,176, 698-705.

ROSAS [.O., RICHARDS T.J., KONISHI K., ZHANG Y., 860N K., LOKSHIN A.E.,
LINDELL K.O., CISNEROS J., MACDONALD S.D., PARDO ASCIURBA F., DAUBER J.,
SELMAN M., GOCHUICO B.R., KAMINSKI N. MMP1 and MMP as potential peripheral blood
biomarkers in idiopathic pulmonary fibrosiBLoS Med2008,5, €93.

ROSENKILDE M.M., SCHWARTZ T.W. The chemokine syste-- a major regulator of
angiogenesis in health and diseagd?MIS : acta pathologica, microbiologica, et immiogca
Scandinavica2004,112 481-495.

ROSS B., D'ORLEANS-JUSTE P., GIAID A. Potentialerof endothelin-1 in pulmonary fibrosis:
from the bench to the clinicAm J Respir Cell Mol BioR010,42, 16-20.

ROTTOLI P., MAGI B., PERARI M.G., LIBERATORI S., MIFORAKIS N., BARGAGLI E.,
CIANTI R., BINI L., PALLINI V. Cytokine profile aml proteome analysis in bronchoalveolar
lavage of patients with sarcoidosis, pulmonaryddis associated with systemic sclerosis and
idiopathic pulmonary fibrosisProteomics2005,5, 1423-1430.

ROTTOLI P., BARGAGLI E., LANDI C., MAGI B. Proteoim analysis in interstitial lung
diseases: a reviewCurr Opin Pulm Med2009,15, 470-478.

164



RUBANYI G.M., POLOKOFF M.A. Endothelins: moleculambiology, biochemistry,
pharmacology, physiology, and pathophysioloyarmacol Rev]1994,46, 325-415.

RUDD R.M., PRESCOTT R.J., CHALMERS J.C., JOHNSTQND. | British Thoracic Society
Study on cryptogenic fibrosing alveolitis: Respotsdreatment and survivalThorax,2007,62,
62-66.

RUDDELL R.G., OAKLEY F., HUSSAIN Z., YEUNG I., BRYN-LLUKA L.J., RAMM G.A,,
MANN D.A. A role for serotonin (5-HT) in hepati¢edlate cell function and liver fibrosisAm J
Pathol,2006,169 861-876.

RYAN R.M., MINEO-KUHN M.M., KRAMER C.M., FINKELSTEN J.N. Growth factors alter
neonatal type Il alveolar epithelial cell prolifécan. The American journal of physiolog$994,
266, L17-22.

RYERSON C.J., HARTMAN T., ELICKER B.M., LEY B., LEB.S., ABBRITTI M., JONES
K.D., KING T.E., JR., RYU J., COLLARD H.R. Clinitdeatures and outcomes in combined
pulmonary fibrosis and emphysema in idiopathic priary fibrosis.Chest,2013,144, 234-240.

SAGE H., FARIN F.M., STRIKER G.E., FISHER A.B. Gwalar pneumocytes in primary culture
secrete several major components of the extraaekohtrix. Biochemistry,1983,22, 2148-2155.

SAHARINEN J., KESKI-OJA J. Specific sequence matif8-Cys repeats of TGF-beta binding
proteins, LTBPs, creates a hydrophobic interactoriace for binding of small latent TGF-beta.
Molecular biology of the celR000,11, 2691-2704.

SAKAMOTO K., TANIGUCHI H., KONDOH Y., WAKAI K., KIMURA T., KATAOKA K.,
HASHIMOTO N., NISHIYAMA O., HASEGAWA Y. Acute exagrbation of IPF following
diagnostic bronchoalveolar lavage proceduiRespir Med2012,106, 436-442.

SALEH D., FURUKAWA K., TSAO M.S., MAGHAZACHI A., C&RRIN B., YANAGISAWA
M., BARNES P.J., GIAID A. Elevated expression afdethelin-1 and endothelin-converting
enzyme-1 in idiopathic pulmonary fibrosis: possibigolvement of proinflammatory cytokines.
Am J Respir Cell Mol Bioll 997,16, 187-193.

SALEZ F., GOSSET P., COPIN M.C., LAMBLIN DEGROS TONNEL A.B., WALLAERT B.
Transforming growth factor-betal in sarcoidodisir Respir J1998,12, 913-919.

SANDERS Y.Y., AMBALAVANAN N., HALLORAN B., ZHANG X., LIU H., CROSSMAN
D.K., BRAY M., ZHANG K., THANNICKAL V.J., HAGOOD JS. Altered DNA methylation
profile in idiopathic pulmonary fibrosisAm J Respir Crit Care Me@012,186, 525-535.

SANFORD L.P., ORMSBY |., GITTENBERGER-DE GROOT A,GARIOLA H., FRIEDMAN
R., BOIVIN G.P., CARDELL E.L., DOETSCHMAN T. TGFE&2 knockout mice have multiple
developmental defects that are non-overlapping vdther TGFbeta knockout phenotypes.
Development (Cambridge, England97,124, 2659-2670.

SANTANA A., SAXENA B., NOBLE N.A., GOLD L.I., MARSHALL B.C. Increased expression
of transforming growth factor beta isoforms (betahbkta 2, beta 3) in bleomycin-induced
pulmonary fibrosis.Am J Respir Cell Mol Bioll995,13, 34-44.

SATOH H., KURISHIMA K., ISHIKAWA H., OHTSUKA M. Ircreased levels of KL-6 and
subsequent mortality in patients with interstitialg diseasesJournal of internal medicin€2006,
260, 429-434.

SAUTER W., ROSENBERGER A., BECKMANN L., KROPP S.,IMELSTRASS K.,
TIMOFEEVA M., WOLKE G., STEINWACHS A., SCHEINER DMEESE E., SYBRECHT G.,
KRONENBERG F., DIENEMANN H., CHANG-CLAUDE J., ILLIGT., WICHMANN H.E.,
BICKEBOLLER H., RISCH A. Matrix metalloproteinade(MMP1) is associated with early-onset
lung cancer. Cancer epidemiology, biomarkers & prevention : alpmation of the American
Association for Cancer Research, cosponsored byAtherican Society of Preventive Oncology,
2008,17, 1127-1135.

165



SCHELLENBERG S., GRENACHER B., KAUFMANN K., REUSCK.E., GLAUS T.M.
Analytical validation of commercial immunoassaystfte measurement of cardiovascular peptides
in the dog. The Veterinary JournaR008,178 85-90.

SCHOBER K.E., BAADE H. Doppler echocardiographredtiction of pulmonary hypertension in
West Highland white terriers with chronic pulmonatigease.J Vet Intern Med2006,20, 912-
920.

SCHULTZ-CHERRY S., MURPHY-ULLRICH J.E. Thrombosptin causes activation of latent
transforming growth factor-beta secreted by endiatheells by a novel mechanisnThe Journal
of cell biology,1993,122, 923-932.

SCHULTZ-CHERRY S., LAWLER J., MURPHY-ULLRICH J.E. The type 1 repeats of
thrombospondin 1 activate latent transforming glovdctor-beta. J Biol Chem,1994a,269,
26783-26788.

SCHULTZ-CHERRY S., RIBEIRO S., GENTRY L., MURPHY-URICH J.E. Thrombospondin
binds and activates the small and large forms téntatransforming growth factor-beta in a
chemically defined systeml Biol Chem1994b,269, 26775-26782.

SCHULTZ-CHERRY S., CHEN H., MOSHER D.F., MISENHEIN®RET.M., KRUTZSCH H.C.,
ROBERTS D.D., MURPHY-ULLRICH J.E. Regulation ofatisforming growth factor-beta
activation by discrete sequences of thrombospohdihBiol Chem1995,270, 7304-7310.

SCHUSTER N.H. Pulmonary asbestosis in a ddpe Journal of Pathology and Bacteriology,
1931,34, 751-757.

SCHWARTZ D.A., VAN FOSSEN D.S., DAVIS C.S., HELMER®.A., DAYTON C.S,,
BURMEISTER L.F., HUNNINGHAKE G.W. Determinants ofrogression in idiopathic
pulmonary fibrosis.Am J Respir Crit Care Med,994,149, 444-449,

SCOTT J., JOHNSTON I., BRITTON J. What causes tagenic fibrosing alveolitis? A case-
control study of environmental exposure to duBMJ (Clinical research ed.1990,301, 1015-
1017.

SCOTTON C.J., CHAMBERS R.C. Molecular targets utnponary fibrosis: the myofibroblast in
focus. Chest,2007,132, 1311-1321.

SCOTTON C.J., KRUPICZOJC M.A., KONIGSHOFF M., MERREP.F., LEE Y.C,,
KAMINSKI N., MORSER J., POST J.M., MAHER T.M., NIGBLSON A.G., MOFFATT J.D.,
LAURENT G.J.,, DERIAN C.K., EICKELBERG O., CHAMBERSR.C. Increased local
expression of coagulation factor X contributeshe fibrotic response in human and murine lung
injury. J Clin Invest2009,119, 2550-2563.

SCRUGGS S.M., DISATIAN S., ORTON E.C. Serotoniansmembrane transporter is down-
regulated in late-stage canine degenerative mitii@e diseaseJournal of veterinary cardiology :
the official journal of the European Society of &fetary Cardiology,2010,12, 163-169.

SEIBOLD M.A., WISE A.L.,, SPEER M.C., STEELE M.P.,RBWN K.K., LOYD J.E,
FINGERLIN T.E., ZHANG W., GUDMUNDSSON G., GROSHONG.D., EVANS C.M.,
GARANTZIOTIS S., ADLER K.B., DICKEY B.F., DU BOIS RM., YANG |.V., HERRON A,
KERVITSKY D., TALBERT J.L., MARKIN C., PARK J.,, CR®S A.L., SLIFER S.H.,
AUERBACH S., ROY M.G., LIN J., HENNESSY C.E., SCHWRX M.l., SCHWARTZ D.A. A
common MUCS5B promoter polymorphism and pulmonatydsis. N Engl J Med,2011, 364,
1503-1512.

SEKIYA T., MIYAMASU M., IMANISHI M., YAMADA H., NAK AJIMA T., YAMAGUCHI
M., FUJISAWA T., PAWANKAR R., SANO Y., OHTA K., ISH A, MORITA Y.,
YAMAMOTO K., MATSUSHIMA K., YOSHIE O., HIRAI K. Inducible expression of a Th2-
type CC chemokine thymus- and activation-regulateemokine by human bronchial epithelial
cells. J Immunol,2000,165, 2205-2213.

166



SELMAN M., KING T.E., PARDO A. Idiopathic pulmonarfibrosis: prevailing and evolving
hypotheses about its pathogenesis and implicafamtherapy. Ann Intern Med2001,134, 136-
151.

SELMAN M., LIN H.M., MONTANO M., JENKINS A.L., ESTRDA A., LIN Z., WANG G.,
DIANGELO S.L., GUO X., UMSTEAD T.M., LANG C.M., PARO A., PHELPS D.S., FLOROS
J. Surfactant protein A and B genetic variantslisose to idiopathic pulmonary fibrosisluman
genetics2003,113 542-550.

SELMAN M., PARDO A. Role of epithelial cells inimpathic pulmonary fibrosis: from innocent
targets to serial killersProc Am Thorac S0Q006,3, 364-372.

SELMAN M., CARRILLO G., ESTRADA A., MEJIA M., BECERIL C., CISNEROS J.,
GAXIOLA M., PEREZ-PADILLA R., NAVARRO C., RICHARDST., DAUBER J., KING T.E.,
JR., PARDO A., KAMINSKI N. Accelerated variant adiopathic pulmonary fibrosis: clinical
behavior and gene expression pattdPhoS One2007,2, e482.

SELMAN M., PARDO A., KAMINSKI N. Idiopathic pulmoary fibrosis: aberrant recapitulation
of developmental programd?LoS Med2008,5, e62.

SELMAN M., ROJAS M., MORA A.L., PARDO A. Aging andnterstitial lung diseases:
unraveling an old forgotten player in the pathogenhef lung fibrosis. Seminars in respiratory
and critical care medicine2010,31, 607-617.

SENOO T., HATTORI N., TANIMOTO T., FURONAKA M., ISKKAWA N., FUJITAKA K.,
HARUTA Y., MURAI H., YOKOYAMA A., KOHNO N. Suppresion of plasminogen activator
inhibitor-1 by RNA interference attenuates pulmgri#srosis. Thorax,2010,65, 334-340.

SHAH M., FOREMAN D.M., FERGUSON M.W. Neutralisiraptibody to TGF-beta 1,2 reduces
cutaneous scarring in adult rodendgurnal of cell sciencel 994,107 ( Pt 5) 1137-1157.

SHEPPARD D., COHEN D.S., WANG A., BUSK M. Trangfung growth factor beta
differentially regulates expression of integrin soits in guinea pig airway epithelial celld.Biol
Chem,1992,267, 17409-17414.

SHEPPARD D. Transforming growth factor beta: at@@mmodulator of pulmonary and airway
inflammation and fibrosisProc Am Thorac So02006,3, 413-417.

SHETTY S., KUMAR A., JOHNSON A.R., PUEBLITZ S., HIRAY D., RAGHU G., IDELL S.
Differential expression of the urokinase receptoffibroblasts from normal and fibrotic human
lungs. Am J Respir Cell Mol Biol1996,15, 78-87.

SHIN K.M., LEE K.S., CHUNG M.P., HAN J., BAE Y.AKIM T.S., CHUNG M.J. Prognostic
determinants among clinical, thin-section CT, aimgtdpathologic findings for fibrotic idiopathic
interstitial pneumonias: tertiary hospital studyadiology,2008,249, 328-337.

SHINODA H., TASAKA S., FUJISHIMA S., YAMASAWA W., MYAMOTO K., NAKANO Y.,
KAMATA H., HASEGAWA N., ISHIZAKA A. Elevated CC camokine level in bronchoalveolar
lavage fluid is predictive of a poor outcome ofojstathic pulmonary fibrosisRespiration,2009,
78, 285-292.

SHULL M.M., ORMSBY I., KIER A.B., PAWLOWSKI S., DIBOLD R.J., YIN M., ALLEN R.,
SIDMAN C., PROETZEL G., CALVIN D., ET AL. Targetedlisruption of the mouse
transforming growth factor-beta 1 gene results uitiiocal inflammatory diseaseNature, 1992,
359, 693-699.

SIAHANIDOU T., NICOLAIDOU P., DOUDOUNAKIS S., GEORQGULI E,
PAPADIMITRIOU A., KARPATHIOS T. Plasma immunoreaat endothelin levels in children
with cystic fibrosis. Acta Paediatr2000,89, 915-920.

SIEGEL P.M., MASSAGUE J. Cytostatic and apoptatitions of TGF-beta in homeostasis and
cancer. Nature reviews. Cance2003,3, 807-821.

167



SILVERSTEIN D., GREENE C., GREGORY C., LUCAS S., &NDT J. Pulmonary alveolar
proteinosis in a dogJ Vet Intern Med2000,14, 546-551.

SIME P.J., XING Z., GRAHAM F.L., CSAKY K.G., GAUL®E J. Adenovector-mediated gene
transfer of active transforming growth factor-betaduces prolonged severe fibrosis in rat ludg.
Clin Invest,1997,100, 768-776.

SIME P.J., MARR R.A., GAULDIE D., XING Z., HEWLETB.R., GRAHAM F.L., GAULDIE

J. Transfer of tumor necrosis factor-alpha tduag induces severe pulmonary inflammation and
patchy interstitial fibrogenesis with induction dfansforming growth factor-betal and
myofibroblasts.Am J Pathol,1998,153 825-832.

SOCIETY A.T. American Thoracic Society. Idiopathpulmonary fibrosis: diagnosis and
treatment. International consensus statement. AarefThoracic Society (ATS), and the European
Respiratory Society (ERSAmM J Respir Crit Care Me@000,161, 646-664.

SOCIETY A.T.S.E.R. American Thoracic Society/Ewrap Respiratory Society International
Multidisciplinary Consensus Classification of thdiopathic Interstitial Pneumonias. This joint
statement of the American Thoracic Society (ATSH &éhe European Respiratory Society (ERS)
was adopted by the ATS board of directors, Jund 20@ by the ERS Executive Committee, June
2001. Am J Respir Crit Care Me@002,165, 277-304.

SON J.Y., KIM S.Y., CHO S.H., SHIM H.S., JUNG J.XX]M E.Y., LIM J.E., PARK B.H.,
KANG Y.A,, KIM Y.S,, KIM S.K., CHANG J., PARK M.S. TGF-betal T869C Polymorphism
May Affect Susceptibility to Idiopathic PulmonarybFosis and Disease Severity.ung, 2013,
191, 199-205.

SONG J.W., SONG J.K., KIM D.S. Echocardiographg &main natriuretic peptide as prognostic
indicators in idiopathic pulmonary fibrosiRespir Med2009,103 180-186.

SONG J.W., HONG S.B., LIM C.M., KOH Y., KIM D.S. te exacerbation of idiopathic
pulmonary fibrosis: incidence, risk factors andooute. Eur Respir J2011,37, 356-363.

SONG J.W., DO K.H., JANG S.J., COLBY T.V., HAN &IM D.S. Blood biomarkers MMP-7
and SP-A: predictors of outcome in idiopathic putay fibrosis. Chest,2013,143 1422-1429.

SOUZA C.A., MULLER N.L., LEE K.S., JOHKOH T., MITSHIRO H., CHONG S. Idiopathic
interstitial pneumonias: prevalence of mediastipalph node enlargement in 206 patientsJR.
American journal of roentgenolog2006,186, 995-999.

STARNES T., RASILA K.K., ROBERTSON M.J., BRAHMI ZDAHL R., CHRISTOPHERSON
K., HROMAS R. The chemokine CXCL14 (BRAK) stimudat activated NK cell migration:
implications for the downregulation of CXCL14 in lgaancy. Experimental hematology006,
34,1101-1105.

STEELE M.P., SPEER M.C., LOYD J.E., BROWN K.K., HERN A., SLIFER S.H., BURCH
L.H., WAHIDI M.M., PHILLIPS J.A., 3RD, SPORN T.AMCADAMS H.P., SCHWARZ M.,
SCHWARTZ D.A. Clinical and pathologic features faimilial interstitial pneumonia. Am J
Respir Crit Care Med2005,172, 1146-1152.

STERNER-KOCK A., THOREY LS., KOLI K., WEMPE F., QE J.,, BANGSOW T,,
KUHLMEIER K., KIRCHNER T., JIN S., KESKI-OJA J., V& MELCHNER H. Disruption of
the gene encoding the latent transforming growttofabeta binding protein 4 (LTBP-4) causes
abnormal lung development, cardiomyopathy, andrectal cancer.Genes & developmer2002,
16, 2264-2273.

STEWART D.J., LEVY R.D., CERNACEK P., LANGLEBEN Dincreased plasma endothelin-1
in pulmonary hypertension: marker or mediator sedise?Ann Intern Med1991,114, 464-469.

STEWART J.P., EGAN JJ., ROSS AJ., KELLY B.G., LORK.S., HASLETON P.S,,
WOODCOCK A.A. The detection of Epstein-Barr virD®A in lung tissue from patients with
idiopathic pulmonary fibrosisAm J Respir Crit Care Med,999,159, 1336-1341.

168



STRIETER R.M., GOMPERTS B.N., KEANE M.P. The raleCXC chemokines in pulmonary
fibrosis. J Clin Invest2007,117, 549-556.

STRIETER R.M. What differentiates normal lung rief@and fibrosis? Inflammation, resolution of
repair, and fibrosisProc Am Thorac So2008,5, 305-310.

STRIETER R.M., KEELEY E.C., HUGHES M.A., BURDICK M., MEHRAD B. The role of
circulating mesenchymal progenitor cells (fiborosytén the pathogenesis of pulmonary fibrosis.
Journal of leukocyte biology009,86, 1111-1118.

STUDER S.M., KAMINSKI N. Towards systems biologly/fauman pulmonary fibrosisProc Am
Thorac Soc2007,4, 85-91.

SUGA M., IYONAGA K., ICHIYASU H., SAITA N., YAMASAKI H., ANDO M. Clinical
significance of MCP-1 levels in BALF and serum iatipnts with interstitial lung disease&ur
Respir J,1999,14, 376-382.

SUMIKAWA H., JOHKOH T., COLBY T.V., ICHIKADO K., SWGA M., TANIGUCHI H.,
KONDOH Y., OGURA T., ARAKAWA H., FUJIMOTO K., INOUEA., MIHARA N., HONDA
0., TOMIYAMA N., NAKAMURA H., MULLER N.L. Computedtomography findings in
pathological usual interstitial pneumonia: relasibip to survival. Am J Respir Crit Care Med,
2008,177, 433-439.

SWENSEN S.J., AUGHENBAUGH G.L., MYERS J.L. Diffueng disease: diagnostic accuracy
of CT in patients undergoing surgical biopsy of lilneg. Radiology,1997,205 229-234.

SWIGRIS J.J., KUSCHNER W.G., KELSEY J.L., GOULD M.Kdiopathic pulmonary fibrosis:
challenges and opportunities for the clinician amnestigator. Chest,2005,127, 275-283.

SWIGRIS J.J., BROWN K.K. The role of endothelinii the pathogenesis of idiopathic
pulmonary fibrosis.BioDrugs,2010,24, 49-54.

SWIMMER R.A., ROZANSKI E.A. Evaluation of the 6-mite walk test in pet dogs. Vet Intern
Med,2011,25, 405-406.

SYRJA P., HEIKKILA H.P., LILJA-MAULA L., KRAFFT E.,CLERCX C., DAY M.J., RONTY
M., MYLLARNIEMI M., RAJAMAKI M.M. The histopatholayy of idiopathic pulmonary fibrosis
in West Highland white terriers shares featuredpath non-specific interstitial pneumonia and
usual interstitial pneumonia in mad.Comp Pathol2013,149, 303-313.

TAKAHASHI H., FUJISHIMA T., KOBA H., MURAKAMI S., KUROKAWA K., SHIBUYA Y.,
SHIRATORI M., KUROKI Y., ABE S. Serum surfactantgteins A and D as prognostic factors in
idiopathic pulmonary fibrosis and their relationshd disease extentAm J Respir Crit Care Med,
2000,162 1109-1114.

TAMBURINI B.A., PHANG T.L., FOSMIRE S.P., SCOTT M.CTRAPP S.C., DUCKETT M.M,,
ROBINSON S.R., SLANSKY J.E., SHARKEY L.C., CUTTER.RG, WOJCIESZYN J.W.,
BELLGRAU D., GEMMILL R.M., HUNTER L.E., MODIANO J.F Gene expression profiling
identifies inflammation and angiogenesis as distisiging features of canine hemangiosarcoma.
BMC Cancer2010,10, 619.

TANG Y.W., JOHNSON J.E., BROWNING P.J., CRUZ-GERWISA., DAVIS A., GRAHAM
B.S., BRIGHAM K.L., OATES J.A., JR., LOYD J.E., STENKO A.A. Herpesvirus DNA is
consistently detected in lungs of patients wittojdithic pulmonary fibrosis.J Clin Microbiol,
2003,41, 2633-2640.

TANIGUCHI H., EBINA M., KONDOH Y., OGURA T., AZUMAA., SUGA M., TAGUCHI Y.,
TAKAHASHI H., NAKATA K., SATO A., TAKEUCHI M., RAGHU G., KUDOH S., NUKIWA
T. Pirfenidone in idiopathic pulmonary fibrosigur Respir J2010,35, 821-829.

TANJORE H., CHENG D.S., DEGRYSE A.L., ZOZ D.F., ABDRASULNIA R., LAWSON
W.E., BLACKWELL T.S. Alveolar epithelial cells uedgo epithelial-to-mesenchymal transition
in response to endoplasmic reticulum stresBiol Chem2011,286, 30972-30980.

169



TASKAR V.S., COULTAS D.B. Is idiopathic pulmonafyprosis an environmental diseas€?oc
Am Thorac So2006,3, 293-298.

TATLER A.L., JENKINS G. TGF-beta activation anchtufibrosis. Proc Am Thorac So@012,
9, 130-136.

TEDER P., NOBLE P.W. A cytokine reborn? Endothdlinn pulmonary inflammation and
fibrosis. Am J Respir Cell Mol BioR000,23, 7-10.

TERASHITA K., KATO S., SATA M., INOUE S., NAKAMURAH., TOMOIKE H. Increased
endothelin-1 levels of BAL fluid in patients wittulononary sarcoidosisRespirology,2006,11,
145-151.

TESSIER-VETZEL D., TISSIER R., CHETBOUL V., CARLOS,, NICOLLE A., BENBARON
D., DANDRIEUX J., THOULON F., CARAYON A., POUCHELONJ.L. Diagnostic and
prognostic value of endothelin-1 plasma concemtnatiin dogs with heart and respiratory
disorders.Vet Rec2006,158 783-788.

THANNICKAL V.J., HOROWITZ J.C. Evolving conceptd apoptosis in idiopathic pulmonary
fibrosis. Proc Am Thorac So2006,3, 350-356.

THOMAS A.Q., LANE K., PHILLIPS J., 3RD, PRINCE M.MARKIN C., SPEER M.,
SCHWARTZ D.A., GADDIPATI R., MARNEY A., JOHNSON JROBERTS R., HAINES J.,
STAHLMAN M., LOYD J.E. Heterozygosity for a surfant protein C gene mutation associated
with usual interstitial pneumonitis and cellulamgpecific interstitial pneumonitis in one kindred.
Am J Respir Crit Care Me@002,165 1322-1328.

TOBIN R.W., POPE C.E., 2ND, PELLEGRINI C.A.,, EMONR.J., SILLERY J., RAGHU G.
Increased prevalence of gastroesophageal reflpatients with idiopathic pulmonary fibrosigm
J Respir Crit Care Med 998,158 1804-1808.

TODOROVIC V., RIFKIN D.B. LTBPs, more than just @scort service.Journal of cellular
biochemistry2012,113 410-418.

TOTANI Y., SAITOH Y., SAKAKIBARA H., MIYAMORI I, ISHIZAKI T. [Clinical
characterization of interleukin-8 in patients witliopathic pulmonary fibrosis].Nihon Kokyuki
Gakkai zasshi = the journal of the Japanese RegmiyaSociety2002,40, 869-874.

TOUSSAINT O., MEDRANO E.E., VON ZGLINICKI T. Cellar and molecular mechanisms of
stress-induced premature senescence (SIPS) of hdiplid fibroblasts and melanocyte€xp
Gerontol,2000,35, 927-945.

TRAVIS M.A., REIZIS B., MELTON A.C., MASTELLER E.. TANG Q., PROCTOR J.M,,
WANG Y., BERNSTEIN X., HUANG X., REICHARDT L.F., BUESTONE J.A., SHEPPARD
D. Loss of integrin alpha(v)beta8 on dendriticlsalauses autoimmunity and colitis in mice.
Nature,2007,449, 361-365.

TSAKIRI K.D., CRONKHITE J.T., KUAN P.J., XING C., RGHU G., WEISSLER J.C.,
ROSENBLATT R.L., SHAY J.W., GARCIA C.K. Adult-onsepulmonary fibrosis caused by
mutations in telomerasé&?roc Natl Acad Sci U S £007,104, 7552-7557.

TSOUTSOU P.G., GOURGOULIANIS K.I., PETINAKI E., GBRRENIS A., TSOUTSOU A.G.,
MPAKA M., EFREMIDOU S., MOLYVDAS P.A. Cytokine leals in the sera of patients with
idiopathic pulmonary fibrosisRespir Med2006,100, 938-945.

TSUKAMOTO K., HAYAKAWA H., SATO A., CHIDA K., NAKAMURA H., MIURA K.
Involvement of Epstein-Barr virus latent membrametgin 1 in disease progression in patients
with idiopathic pulmonary fibrosisThorax,2000,55, 958-961.

TZORTZAKI E.G., ANTONIOU K.M., ZERVOU M.l.,, LAMBIRI I., KOUTSOPOULOS A,
TZANAKIS N., PLATAKI M., MALTEZAKIS G., BOUROS D.,SIAFAKAS N.M. Effects of
antifibrotic agents on TGF-betal, CTGF and IFN-gamexpression in patients with idiopathic
pulmonary fibrosis.Respir Med2007,101, 1821-1829.

170



UEDA T., OHTA K., SUZUKI N., YAMAGUCHI M., HIRAI K., HORIUCHI T., WATANABE
J., MIYAMOTO T., ITO K. Idiopathic pulmonary fibgis and high prevalence of serum
antibodies to hepatitis C viru®Am Rev Respir Dig,992,146, 266-268.

UGUCCIONI M., PULSATELLI L., GRIGOLO B., FACCHINI A FASANO L., CINTI C.,
FABBRI M., GASBARRINI G., MELICONI R. Endothelin-in idiopathic pulmonary fibrosisJ
Clin Pathol,1995,48, 330-334.

UHAL B.D., KIM J.K., LI X., MOLINA-MOLINA M. Angiotensin-TGF-beta 1 crosstalk in
human idiopathic pulmonary fibrosis: autocrine nmagbms in myofibroblasts and macrophages.
Curr Pharm Des2007,13, 1247-1256.

UNSOLD C., HYYTIAINEN M., BRUCKNER-TUDERMAN L., KEKI-OJA J. Latent TGF-
beta binding protein LTBP-1 contains three poténdgracellular matrix interacting domains.
Journal of cell science001,114, 187-197.

UTZ J.P,, RYU J.H.,, DOUGLAS W.W., HARTMAN T.E., TAA.AAR H.D., MYERS J.L,,
ALLEN M.S., SCHROEDER D.R. High short-term mortglifollowing lung biopsy for usual
interstitial pneumoniaEur Respir J2001,17, 175-179.

VAGO H., SOOS P., ZIMA E., GELLER L., KELTAI K., RRA A., KEKESI V., JUHASZ-
NAGY A., MERKELY B. Changes of endothelin-1 andgbéendothelin-1 levels and action
potential duration during myocardial ischemia-répgon in dogs with and without ventricular
fibrillation. J Cardiovasc PharmacoR004,44 Suppl 1 S376-379.

VAN DEN BLINK B., WIJSENBEEK M.S., HOOGSTEDEN H.C. Serum biomarkers in
idiopathic pulmonary fibrosisPulm Pharmacol The2010,23, 515-520.

VAN WIJK D.F., VAN LEUVEN S.I, SANDHU M.S., TANCKM.W., HUTTEN B.A,,
WAREHAM N.J., KASTELEIN J.J., STROES E.S., KHAW K,TBOEKHOLDT S.M.
Chemokine ligand 2 genetic variants, serum monockEmoattractant protein-1 levels, and the
risk of coronary artery diseaseArteriosclerosis, thrombosis, and vascular biolog@®10, 30,
1460-1466.

VANHEE D., GOSSET P., WALLAERT B., VOISIN C., TONNEA.B. Mechanisms of fibrosis

in coal workers' pneumoconiosis. Increased prodnaodf platelet-derived growth factor, insulin-
like growth factor type I, and transforming growtttor beta and relationship to disease severity.
Am J Respir Crit Care Med,994,150, 1049-1055.

VANHERBERGHEN M., BUREAU F., PETERS I.R., DAY M.JCLERCX C., PEETERS D.
Analysis of gene expression in canine sino-nasagradlosis and idiopathic lymphoplasmacytic
rhinitis: a transcriptomic analysid/eterinary microbiology2012,157, 143-151.

VASAKOVA M., STRIZ I., SLAVCEV A., JANDOVA S., KOLESAR L., SULC J. Th1/Th2
cytokine gene polymorphisms in patients with iditywa pulmonary fibrosis. Tissue antigens,
2006,67, 229-232.

VASAKOVA M., STRIZ |., SLAVCEV A., JANDOVA S., DUTKA J., TERL M., KOLESAR L.,
SULC J. Correlation of IL-lalpha and IL-4 gene ywobrphisms and clinical parameters in
idiopathic pulmonary fibrosisScand J ImmunoR007,65, 265-270.

VASAKOVA M., STERCLOVA M., KOLESAR L., SLAVCEV A.,POHUNEK P., SULC J.,
SKIBOVA J., STRIZ I. Bronchoalveolar lavage fluidellular characteristics, functional
parameters and cytokine and chemokine levels ershtial lung diseasesScand J Immunol,
2009,69, 268-274.

VEHVILAINEN P., KOLI K., MYLLARNIEMI M., LINDHOLM P ., SOINI Y., SALMENKIVI
K., KINNULA V.L., KESKI-OJA J. Latent TGF-beta biling proteins (LTBPs) 1 and 3
differentially regulate transforming growth factoeta activity in malignant mesotheliomadum
Pathol,2011,42, 269-278.

171



VIGNOLA A.M., CHANEZ P., CHIAPPARA G., MERENDINO A.PACE E., RIZZO A., LA
ROCCA AM., BELLIA V., BONSIGNORE G., BOUSQUET Jrransforming growth factor-beta
expression in mucosal biopsies in asthma and ahrder@nchitis. Am J Respir Crit Care Med,
1997,156 591-599.

VIJ R., NOTH I. Peripheral blood biomarkers inagathic pulmonary fibrosisTransl Res2012,
159 218-227.

VUGA L.J., BEN-YEHUDAH A., KOVKAROVA-NAUMOVSKI E., ORISS T., GIBSON K.F.,
FEGHALI-BOSTWICK C., KAMINSKI N. WNT5A is a regular of fibroblast proliferation and
resistance to apoptosig&im J Respir Cell Mol BioR009,41, 583-589.

VUORINEN K., MYLLARNIEMI M., LAMMI L., PIIRILA P., RYTILA P., SALMENKIVI K.,
KINNULA V.L. Elevated matrilysin levels in bronchtveolar lavage fluid do not distinguish
idiopathic pulmonary fibrosis from other interstltiiung diseases. APMIS : acta pathologica,
microbiologica, et immunologica Scandinavieé®07,115 969-975.

WAGHRAY M., CUI Z., HOROWITZ J.C., SUBRAMANIAN I.M, MARTINEZ F.J., TOEWS
G.B., THANNICKAL V.J. Hydrogen peroxide is a difible paracrine signal for the induction of
epithelial cell death by activated myofibroblasEASEB J2005,19, 854-856.

WANG A., YOKOSAKI Y., FERRANDO R., BALMES J., SHEARD D. Differential
regulation of airway epithelial integrins by growtctors. Am J Respir Cell Mol Biol1996,15,
664-672.

WANG E. Senescent human fibroblasts resist progredhcell death, and failure to suppress bcl2
is involved. Cancer research]l 995,55, 2284-2292.

WANG Q., WANG Y., HYDE D.M., GOTWALS P.J., KOTELIABKY V.E., RYAN S.T., GIRI
S.N. Reduction of bleomycin induced lung fibrobis transforming growth factor beta soluble
receptor in hamstersThorax,1999a54, 805-812.

WANG R., RAMOS C., JOSHI I., ZAGARIYA A., PARDO A.SELMAN M., UHAL B.D.
Human lung myofibroblast-derived inducers of alaolepithelial apoptosis identified as
angiotensin peptidesThe American journal of physiolog}999b,277, L1158-1164.

WANG X.M., ZHANG Y., KIM H.P., ZHOU Z., FEGHALI-BOSWICK C.A., LIU F.,
IFEDIGBO E., XU X., OURY T.D., KAMINSKI N., CHOI AM.K. Caveolin-1: a critical
regulator of lung fibrosis in idiopathic pulmondilgrosis. The Journal of Experimental Medicine,
2006,203 2895-2906.

WANG Y., KUAN P.J.,, XING C., CRONKHITE J.T., TORRE®., ROSENBLATT R.L.,
DIMAIO J.M., KINCH L.N., GRISHIN N.V., GARCIA C.K. Genetic defects in surfactant protein
A2 are associated with pulmonary fibrosis and laagcer. American journal of human genetics,
2009,84, 52-59.

WANGOO A., SHAW R.J., DISS T.C., FARRELL P.J., DUOBS R.M., NICHOLSON A.G.
Cryptogenic fibrosing alveolitis: lack of assoaati with Epstein-Barr virus infection.Thorax,
1997,52, 888-891.

WATTIEZ R., HERMANS C., CRUYT C., BERNARD A., FALMBGNE P. Human
bronchoalveolar lavage fluid protein two-dimensiodatabase: study of interstitial lung diseases.
Electrophoresis2000,21, 2703-2712.

WEBB J.A., ARMSTRONG J. Chronic idiopathic pulmoydibrosis in a West Highland white
terrier. Can Vet J2002,43, 703-705.

WEIKKOLAINEN K., KESKI-OJA J., KOLI K. Expressiornf latent TGF-beta binding protein
LTBP-1 is hormonally regulated in normal and transfed human lung fibroblastsGrowth
factors (Chur, Switzerlandp003,21, 51-60.

WEINACKER A., CHEN A., AGREZ M., CONE R.I., NISHIMBA S., WAYNER E., PYTELA
R., SHEPPARD D. Role of the integrin alpha v bétan cell attachment to fibronectin.

172



Heterologous expression of intact and secreted davfrthe receptor.J Biol Chem,1994, 269,
6940-6948.

WEINACKER A., FERRANDO R., ELLIOTT M., HOGG J., BAMES J., SHEPPARD D.
Distribution of integrins alpha v beta 6 and aljghiaeta 1 and their known ligands, fibronectin and
tenascin, in human airway#im J Respir Cell Mol Bioll 995,12, 547-556.

WELLS A.U., DESAI S.R., RUBENS M.B., GOH N.S., CRAR D., NICHOLSON A.G,,
COLBY T.V., DU BOIS R.M., HANSELL D.M. Idiopathigouimonary fibrosis: a composite
physiologic index derived from disease extent olbegrby computed tomographyAm J Respir
Crit Care Med,2003,167, 962-969.

WELLS A.U. Managing diagnostic procedures in idgitpc pulmonary fibrosis. European
respiratory review : an official journal of the Emppean Respiratory Societ¥013a22, 158-162.

WELLS A.U. The revised ATS/ERS/JRS/ALAT diagnostidteria for idiopathic pulmonary
fibrosis (IPF)--practical implicationsRespir Res2013b,14 Suppl 1, S2.

WHITTINGTON H.A., FREEBURN R.W., GODINHO S.I.,, EGAN., HAIDER Y., MILLAR
A.B. Analysis of an IL-10 polymorphism in idiop&thpulmonary fibrosis.Genes and immunity,
2003,4, 258-264.

WHYTE M., HUBBARD R., MELICONI R., WHIDBORNE M., EAON V., BINGLE C.,
TIMMS J., DUFF G., FACCHINI A., PACILLI A., FABBRIM., HALL 1., BRITTON J.,
JOHNSTON 1., DI GIOVINE F. Increased risk of filmiag alveolitis associated with interleukin-1
receptor antagonist and tumor necrosis factor-atpgme polymorphismsAm J Respir Crit Care
Med,2000,162, 755-758.

WHYTE M.K. Genetic factors in idiopathic pulmonafifprosis: transforming growth factor-beta
implicated at lastAm J Respir Crit Care Me@003,168 410-411.

WILBORN J., CROFFORD L.J., BURDICK M.D., KUNKEL S.LSTRIETER R.M., PETERS-
GOLDEN M. Cultured lung fibroblasts isolated frgmatients with idiopathic pulmonary fibrosis
have a diminished capacity to synthesize prostdgiaB2 and to express cyclooxygenase:R.

Clin Invest,1995,95, 1861-1868.

WILLIS B.C., LIEBLER J.M., LUBY-PHELPS K., NICHOLS® A.G., CRANDALL E.D., DU
BOIS R.M., BOROK Z. Induction of epithelial-meséwymal transition in alveolar epithelial cells
by transforming growth factor-betal: potential risiédiopathic pulmonary fibrosisAm J Pathol,
2005,166, 1321-1332.

WILLIS B.C., BOROK Z. TGF-beta-induced EMT: meclems and implications for fibrotic lung
disease.Am J Physiol Lung Cell Mol Physid@p07,293 L525-534.

WILSON M.S., WYNN T.A. Pulmonary fibrosis: pathauesis, etiology and regulatioducosal
Immunol,2009,2, 103-121.

WIPFF P.J., RIFKIN D.B., MEISTER J.J., HINZ B. Mfloroblast contraction activates latent
TGF-betal from the extracellular matriXhe Journal of cell biology2007,179, 1311-1323.

WIPFF P.J., HINZ B. Integrins and the activatidniaient transforming growth factor betal - an
intimate relationship European journal of cell biology®008,87, 601-615.

WOLTERS P.J., COLLARD H.R., JONES K.D. Pathogesesildiopathic Pulmonary Fibrosis.
Annu Rev PathoR013.

XAUBET A., MARIN-ARGUEDAS A., LARIO S., ANCOCHEA J. MORELL F., RUIZ-
MANZANO J., RODRIGUEZ-BECERRA E., RODRIGUEZ-ARIASMN., INIGO P., SANZ S.,
CAMPISTOL J.M., MULLOL J., PICADO C. Transforminggrowth factor-betal gene
polymorphisms are associated with disease progressi idiopathic pulmonary fibrosisAm J
Respir Crit Care Med2003,168 431-435.

173



XIA H., DIEBOLD D., NHO R., PERLMAN D., KLEIDON J.KAHM J., AVDULOV S,,
PETERSON M., NERVA J., BITTERMAN P., HENKE C. Patbogical integrin signaling
enhances proliferation of primary lung fibroblafstsm patients with idiopathic pulmonary fibrosis.
J Exp Med2008,205, 1659-1672.

XU M.Y., PORTE J.,, KNOX AJ., WEINREB P.H., MAHER .M., VIOLETTE S.M.,,
MCANULTY R.J., SHEPPARD D., JENKINS G. Lysophosgita acid induces alphavbeta6
integrin-mediated TGF-beta activation via the LP#&2eptor and the small G protein G alpha(q).
Am J Pathol2009,174, 1264-1279.

XU Y.D., HUA J., MUI A., O'CONNOR R., GROTENDORST .GKHALIL N. Release of
biologically active TGF-betal by alveolar epithklaells results in pulmonary fibrosisAm J
Physiol Lung Cell Mol PhysioR003,285 L527-539.

YAMAGUCHI S., KUBO K., FUJIMOTO K., HONDA T., SEKI®&CHI M., SODEYAMA T.
Analysis of bronchoalveolar lavage fluid in patentith chronic hepatitis C before and after
treatment with interferon alphd&horax,1997,52, 33-37.

YAMAKAMI T., TAGUCHI O., GABAZZA E.C., YOSHIDA M., KOBAYASHI T.,
KOBAYASHI H., YASUI H., IBATA H., ADACHI Y. Arterial endothelin-1 level in pulmonary
emphysema and interstitial lung disease. Relatidth pulmonary hypertension during exercise.
Eur Respir J1997,10, 2055-2060.

YANG LV., BURCH L.H., STEELE M.P., SAVOV J.D., HQUNGSWORTH J.W.,
MCELVANIA-TEKIPPE E., BERMAN K.G., SPEER M.C., SPORT.A.,, BROWN K.K.,
SCHWARZ M.l.,, SCHWARTZ D.A. Gene expression profg of familial and sporadic
interstitial pneumoniaAm J Respir Crit Care Me@007a,175 45-54.

YANG L.V., SCHWARTZ D.A. Epigenetic control of gerexpression in the lungAm J Respir
Crit Care Med,2011,183 1295-1301.

YANG 1.V. Epigenomics of idiopathic pulmonary fimis. Epigenomics2012,4, 195-203.

YANG I.V., LUNA L.G., COTTER J., TALBERT J., LEACHS.M., KIDD R., TURNER J.,
KUMMER N., KERVITSKY D., BROWN K.K., BOON K., SCHWRZ M.l., SCHWARTZ D.A.,
STEELE M.P. The peripheral blood transcriptomentidies the presence and extent of disease in
idiopathic pulmonary fibrosisPLoS One2012,7, e37708.

YANG Z., MU Z., DABOVIC B., JURUKOVSKI V., YU D., NG J., XIONG X., MUNGER
J.S. Absence of integrin-mediated TGFbetal adtimain vivo recapitulates the phenotype of
TGFbetal-null miceThe Journal of cell biology007b,176, 787-793.

YAO H.W., XIE Q.M., CHEN J.Q., DENG Y.M., TANG H.F. TGF-betal induces alveolar
epithelial to mesenchymal transition in vitrbife Sci,2004,76, 29-37.

Yl E.S., SALGADO M., WILLIAMS S., KIM S.J., MASLIAHE., YIN S., ULICH T.R.
Keratinocyte growth factor decreases pulmonary edetmansforming growth factor-beta and
platelet-derived growth factor-BB expression, ahaalar type Il cell loss in bleomycin-induced
lung injury. Inflammation,1998,22, 315-325.

YOKOYAMA A., KOHNO N., HAMADA H., SAKATANI M., UEDA E., KONDO K.,
HIRASAWA Y., HIWADA K. Circulating KL-6 predicts ie outcome of rapidly progressive
idiopathic pulmonary fibrosisAm J Respir Crit Care Med,998,158 1680-1684.

YONEMARU M., KASUGA |, KUSUMOTO H., KUNISAWA A., KYOKAWA H.,
KUWABARA S., ICHINOSE Y., TOYAMA K. Elevation of atibodies to cytomegalovirus and
other herpes viruses in pulmonary fibrodiair Respir J1997,10, 2040-2045.

YONG S.J., ADLAKHA A., LIMPER A.H. Circulating tmrasforming growth factor-beta(1): a
potential marker of disease activity during ididpatpulmonary fibrosis.Chest,2001,120, 68S-
70S.

174



YOSHINAGA K., OBATA H., JURUKOVSKI V., MAZZIERI R.,CHEN Y., ZILBERBERG L.,
HUSO D., MELAMED J., PRIJATELJ P., TODOROVIC V., BOVIC B., RIFKIN D.B.
Perturbation of transforming growth factor (TGF)}die association with latent TGF-beta binding
protein yields inflammation and tumorBroc Natl Acad Sci U S £008,105, 18758-18763.

YU H., KONIGSHOFF M., JAYACHANDRAN A., HANDLEY D.,SEEGER W., KAMINSKI
N., EICKELBERG O. Transgelin is a direct targetTdbF-beta/Smad3-dependent epithelial cell
migration in lung fibrosis FASEB J2008,22, 1778-1789.

YUKSEL M., OZYURTKAN M.O., BOSTANCI K., AHISKALI R, KODALLI N. Acute
exacerbation of interstitial fibrosis after pulmopaesection. The Annals of thoracic surgery,
2006,82, 336-338.

ZAMO A., POLETTI V., REGHELLIN D., MONTAGNA L., PERON S., PICCOLI P.,

CHILOSI M. HHV-8 and EBV are not commonly found idiopathic pulmonary fibrosis.
Sarcoidosis, vasculitis, and diffuse lung diseasaf§icial journal of WASOG / World Association
of Sarcoidosis and Other Granulomatous Disord@(¥)5,22, 123-128.

ZEGDI R., AZORIN J., TREMBLAY B., DESTABLE M.D., LAOS P.S., VALEYRE D.
Videothoracoscopic lung biopsy in diffuse infilikegt lung diseases: a 5-year surgical experience.
The Annals of thoracic surger$998,66, 1170-1173.

ZHANG H.Y., PHAN S.H. Inhibition of myofibroblasipoptosis by transforming growth factor
beta(1). Am J Respir Cell Mol Bioll 999,21, 658-665.

ZHANG K., FLANDERS K.C., PHAN S.H. Cellular locahtion of transforming growth factor-
beta expression in bleomycin-induced pulmonaryofils. Am J Pathol1995,147, 352-361.

ZHANG Y., NOTH I., GARCIA J.G., KAMINSKI N. A varnt in the promoter of MUC5B and
idiopathic pulmonary fibrosisN Engl J Med2011,364, 1576-1577.

ZHANG Y.E. Non-Smad pathways in TGF-beta signaliGgll Res2009,19, 128-139.

ZHAO J., SHI W., WANG Y.L., CHEN H., BRINGAS P., JFDATTO M.B., FREDERICK J.P.,
WANG X.F., WARBURTON D. Smad3 deficiency attenuatieleomycin-induced pulmonary
fibrosis in mice.Am J Physiol Lung Cell Mol Physid002,282, L585-593.

ZHENG J., CHEN Y., PAT B., DELL'ITALIA L.A., TILLSON M., DILLON A.R., POWELL
P.C., SHI K., SHAH N., DENNEY T., HUSAIN A., DELLTALIA L.J. Microarray identifies
extensive downregulation of noncollagen extracatluhatrix and profibrotic growth factor genes
in chronic isolated mitral regurgitation in the da@irculation, 2009,119, 2086-2095.

ZHONG Q., ZHOU B., ANN D.K., MINOO P., LIU Y., BANALVI A., KRISHNAVENI M.S.,
DUBOURD M., DEMAIO L., WILLIS B.C., KIM K.J.,, DUBOS R.M., CRANDALL E.D.,
BEERS M.F., BOROK Z. Role of endoplasmic reticulstiess in epithelial-mesenchymal
transition of alveolar epithelial cells: effectsrafsfolded surfactant proteilAm J Respir Cell Mol
Biol, 2011,45, 498-509.

ZHOU B., LIU Y., KAHN M., ANN D.K., HAN A., WANG H, NGUYEN C., FLODBY P.,
ZHONG Q., KRISHNAVENI M.S., LIEBLER J.M., MINOO PCRANDALL E.D., BOROK Z.
Interactions between beta-catenin and transformiogth factor-beta signaling pathways mediate
epithelial-mesenchymal transition and are dependenthe transcriptional co-activator cAMP-
response element-binding protein (CREB)-bindinggiro(CBP). J Biol Chem2012,287, 7026-
7038.

ZHOU Y., KOLI K., HAGOOD J.S., MIAO M., MAVALLI M., RIFKIN D.B., MURPHY-
ULLRICH J.E. Latent transforming growth factor-adiinding protein-4 regulates transforming
growth factor-betal bioavailability for activatidoy fibrogenic lung fibroblasts in response to
bleomycin. Am J Pathol2009,174, 21-33.

175



ZIEGENHAGEN M.W., ZABEL P., ZISSEL G., SCHLAAK M.MULLER-QUERNHEIM J.
Serum level of interleukin 8 is elevated in ididpatpulmonary fibrosis and indicates disease
activity. Am J Respir Crit Care Med,998,157, 762-768.

ZISMAN D.A., KAWUT S.M., LEDERER D.J., BELPERIO J.ALYNCH J.P., 3RD, SCHWARZ
M.l., TAYEK J.A., REUBEN D.B., KARLAMANGLA A.S. Seum albumin concentration and
waiting list mortality in idiopathic interstitialreumonia.Chest,2009,135, 929-935.

ZORZETTO M., FERRAROTTI I, CAMPO 1., TRISOLINI R.POLETTI V., SCABINI R.,
CERUTI M., MAZZOLA P., CRIPPA E., OTTAVIANI S., AGSTINI C., SEMENZATO G.,
POZZI E., LUISETTI M. NOD2/CARD15 gene polymorpiris in idiopathic pulmonary fibrosis.
Sarcoidosis, vasculitis, and diffuse lung diseasef§icial journal of WASOG / World Association
of Sarcoidosis and Other Granulomatous Disord2f¥)5,22, 180-185.

ZUO F., KAMINSKI N., EUGUI E., ALLARD J., YAKHINI Z, BEN-DOR A., LOLLINI L.,
MORRIS D., KIM Y., DELUSTRO B., SHEPPARD D., PARDA., SELMAN M., HELLER
R.A. Gene expression analysis reveals matrilysia &ey regulator of pulmonary fibrosis in mice
and humansProc Natl Acad Sci U S £002,99, 6292-6297.

176



	Krafft_these_articleGeneexpression.pdf
	Analysis of gene expression in canine idiopathic pulmonary fibrosis
	Introduction
	Materials and methods
	Sources of samples
	Collection and processing of lung tissue
	Detection of levels of gene expression by microarray analysis
	RNA extraction and quality assessment
	Microarray analysis
	Data analysis
	Ingenuity pathway analysis

	Detection of levels of gene expression by quantitative reverse transcriptase PCR
	Measurement of serum CCL2

	Results
	Microarray analysis
	Functional analysis and selection of potential biomarkers
	Quantitative reverse transcriptase PCR
	Serum CCL2

	Discussion
	Conclusions
	Conflict of interest statement
	Acknowledgements
	References



