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RESUME 
 
La fibrose pulmonaire idiopathique canine (FPIc) est une affection fibrotique du 

parenchyme pulmonaire, majoritairement rencontrée chez le West Highland White Terrier 
(WHWT). Elle se traduit par une intolérance à l’effort et de la toux avec aggravation progressive 
jusqu’au décès de l’animal par insuffisance respiratoire. Ses caractéristiques cliniques, 
tomodensitométriques et histologiques ont été décrites récemment. Cette maladie reste toutefois 
très peu connue et le clinicien doit faire face à deux challenges majeurs : la confirmation du 
diagnostic, qui requiert de nombreux examens complémentaires, et l’absence d’un traitement 
efficace. Or, l’identification d’une thérapie ciblée est très difficile en l’absence d’une bonne 
compréhension des mécanismes conduisant à la fibrose du parenchyme pulmonaire. Une affection 
comparable est par ailleurs rencontrée chez l’homme, la fibrose pulmonaire idiopathique (FPI), et 
la FPIc pourrait avoir un intérêt en tant que possible modèle spontané. Ce projet a donc été 
entrepris afin de répondre au moins partiellement à ces différents challenges. Ces objectifs étaient 
ainsi d’élucider certains mécanismes intervenant dans la pathogénie de la FPIc et d’identifier des 
biomarqueurs pouvant aider à son diagnostic. Les hypothèses de travail étaient tout d’abord que 
l’analyse du transcriptome au niveau pulmonaire par la technique des microdamiers permettrait 
d’identifier de grandes fonctions biologiques altérées lors de FPIc, de mettre en avant plus 
spécifiquement certaines molécules dont l’expression est fortement altérée et d’identifier des 
biomarqueurs potentiels. Une autre hypothèse était que les voies du « transforming growth factor 
beta 1 » (TGFB1), molécule centrale dans la pathogénie de la FPI chez l’homme, seraient 
également altérées lors de FPIc. Enfin, l’endothéline-1 (ET1), biomarqueur connu dans la FPI 
humaine, pourrait également avoir un intérêt en tant que biomarqueur chez le chien. 

 
L’analyse du transcriptome au niveau pulmonaire, par la technique des microdamiers et 

grâce à l’utilisation d’un programme informatique d’analyse de données,  a tout d’abord identifié 
différentes fonctions biologiques altérées lors de FPIc : la croissance, la prolifération, le 
mouvement et le développement cellulaires, le développement et le fonctionnement du système 
musculo-squelettique, le développement embryonnaire, la signalisation et les interactions 
intercellulaires et la présentation antigénique. Certains gènes mis en avant par cette analyse 
(particulièrement surexprimés ou sous-exprimés chez l’animal malade,) ont ensuite été étudiés 
individuellement. L’analyse par RT-PCR quantitative a confirmé une régulation positive de 
l’expression de CCL2, CCL7, CXCL14, IL8 et FAP (fibroblast activation protein) ainsi qu’une 
régulation négative de la PLUNC (palate, lung and nasal epithelium associated). Nous avons 
ensuite complété l’analyse du profil d’expression par une recherche de biomarqueurs potentiels. 
Trente-quatre biomarqueurs potentiels ont ainsi pu être identifiés dont 32 pourraient être 
mesurables dans le sang (dont le CCL2, l’amyloïde sérique 1 et l’IL8), et 2 uniquement dans le 
liquide de lavage bronchoalvéolaire (LLBA) (PLUNC et mésothéline). La validité de cette 
approche a été confirmée par la mesure dans le sérum de l’un de ces biomarqueurs : le CCL2. Une 
concentration sérique plus élevée a été retrouvée chez les WHWT atteints en comparaison de 
WHWT sains. Elle était également plus élevée chez les chiens atteints de FPIc que chez ceux 
atteints de bronchite chronique (BC) ou de bronchopneumopathie éosinophilique  (BPE) ; une FPIc 
étant diagnostiquée avec une sensibilité de 92% et une spécificité de 80%. 

Nous avons ensuite étudié le TGFB1 et certaines de ses voies de stockage, d’activation et 
de signalisation. L’expression génique pour le TGFB1 n’était pas significativement différente au 
niveau du parenchyme pulmonaire entre des chiens atteints de FPIc et des chiens contrôles. 
Toutefois, lors de FPIc, des taux élevés de la protéine TGFB1 ont été mis en évidence par 
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immunohistochimie dans les zones fibrotiques. Les cellules épithéliales présentaient également une 
expression importante en récepteur de type I du TGFB1 et en Smad 2/3 phosphorylées, marqueur 
d’une activation de la signalisation intracellulaire du TGFB1. Aucune différence d’expression 
génique n’était notée entre des chiens atteints et des chiens contrôles pour les protéines de stockage 
LTBP1 et LTBP2 alors que l’expression de LTBP4 était significativement diminuée  chez les 
chiens atteints. Concernant l’expression des protéines impliquées dans l’activation du TGFB1, 
l’expression de la sous-unité intégrine β8 était significativement diminuée et l’expression de la 
thrombospondine-1 significativement augmentée lors de FPIc ; celle de la sous-unité β6 n’était pas 
modifiée. L’expression de Smad 7, une protéine inhibant la signalisation intracellulaire du TGFB1, 
n’était pas non plus modifiée. Aucune différence dans la concentration sérique en TGFB1 n’était 
notée entre des WHWT atteints et sains. Une analyse multivariée réalisée chez des chiens sains de 
différentes races n’a pas mis en évidence d’effet de l’âge mais un effet significatif du facteur race 
avec une concentration sérique en TGFB1 significativement plus élevée dans les races 
prédisposées. 

Nous avons ensuite analysé une partie des voies de la sérotonine, un de ces récepteurs 
(5HTR2B) ayant été retrouvé lors de l’analyse du profil d’expression de la FPIc. La sérotonine a 
également déjà été impliquée dans la pathogénie de la FPI chez l’homme et décrite comme 
biomarqueur potentiel chez le chien lors d’endocardiose mitrale. L’expression des deux récepteurs 
de la sérotonine (5HTR2A, 5HTR2B), évaluée par RT-PCR quantitative à partir du tissu 
pulmonaire, n’était pas différente entre les chiens avec FPIc et les chiens contrôles, alors que 
l’expression du transporteur de la sérotonine (5HTT) était significativement plus faible dans le 
groupe FPIc. Concernant la concentration sérique en sérotonine, aucune différence n’a été notée 
entre les WHWT atteints de FPIc et les WHWT sains ni entre les chiens avec FPIc et les chiens 
avec BC ou BPE. 

L’ET1 a été évaluée en tant que biomarqueur dans le sérum et le LLBA. Aucune différence 
significative n’a été mise en évidence entre les concentrations sériques en ET1 obtenues chez les 
WHWT sains et les Beagles. L’analyse de covariance  n’a pas mis en évidence d’influence du 
facteur âge. La concentration sérique en ET1 était significativement plus élevée lors de FPIc par 
rapport à la BPE et à la BC. Les performances de l’ET1 à distinguer une FPIc d’une BC ou d’une 
BPE ont ensuite été évaluées par l’analyse de la courbe ROC. L’aire sous la courbe était de 0,818 et 
la sensibilité et la spécificité de 91,7% et 87,5% respectivement. Au cours de cette étude, l’ET1 a 
également été mesurée dans le LLBA chez un nombre de limité de chiens. Elle était mesurable 
chez tous les chiens atteints de FPIc alors que sa concentration était inférieure au seuil de détection 
chez les autres chiens testés (sains et atteints de BC).  

Même si la FPIc et la FPI chez l’homme ne sont pas parfaitement identiques d’un point de 
vue tomodensitométrique, histologique ou pathogénique, ces résultats mettent enfin en évidence 
que ces deux affections partagent certains mécanismes moléculaires et que la FPIc pourrait ainsi 
avoir un intérêt en tant que modèle spontané. 

 
Ce travail nous a permis de mieux comprendre la pathogénie de la FPIc. L’étude du profil 

d’expression génique au niveau pulmonaire chez les chiens atteints a d’abord permis d’identifier 
différentes fonctions biologiques altérées lors de FPIc et qui pourront faire l’objet par la suite d’une 
étude plus détaillée. L’analyse plus ciblée de certains gènes a confirmé une surexpression de CCL2, 
CCL7, CXCL14, IL8 et  de FAP. Ces résultats indiquent une régulation positive de l’expression de 
différentes cytokines inflammatoires, suggérant que l’inflammation pourrait avoir un rôle dans la 
pathogénie de la FPIc. Par ailleurs, certaines de ces cytokines ont également des propriétés 
profibrotiques. Le gène de la PLUNC était l’un de ceux dont l’expression était nettement réprimée. 
Le rôle de cette protéine reste encore à définir, elle pourrait notamment intervenir dans la réponse 
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inflammatoire et l’immunité innée. Les voies du développement faisait également partie des voies 
altérées dans la FPIc. Parmi les gènes impliqués, l’analyse par RT-PCR quantitative a confirmé une 
surexpression de la FAP, protéine normalement exprimée dans les zones de remodelage tissulaire 
lors du développement embryonnaire  et également régulée positivement lors de FPI chez l’homme. 

Cette étude a permis de démontrer qu’une signalisation active en TGFB1 existait au sein 
des poumons atteints de FPIc, notamment au niveau de l’épithélium pathologique. Elle suggère 
également que les voies de stockage et d’activation du TGFB1 sont altérées lors de FPIc. Des taux 
élevés de TGFB1 circulant sont retrouvés dans les races prédisposées, ce qui pourrait au moins 
partiellement influencer leur susceptibilité à la FPIc. Au regard des propriétés profibrotiques du 
TGFB1 et de ces résultats, nous pouvons suggérer que le TGFB1 est probablement impliqué dans 
la pathogénie de la FPIc et que la modulation de son stockage, de son activation ou de sa 
signalisation intracellulaire représente des cibles thérapeutiques potentielles. 

Nos premiers résultats ne sont pas en faveur d’une modification importante des voies de la 
sérotonine dans la FPIc et donc de son implication dans la pathogénie. Une expression pulmonaire 
plus faible du transporteur 5HTT a toutefois été notée chez les chiens atteints de FPIc en 
comparaison de chiens sains. Cette régulation négative de l’expression du 5HTT pourrait avoir un 
impact sur la quantité de sérotonine présente au sein du tissu. Il s’agit toutefois de spéculations et 
d’autres études sont nécessaires pour conclure.  

Au cours de ce travail, différents biomarqueurs potentiels ont été identifiés et certains ont 
été évalués en détail. Alors que les mesures sériques réalisées lors de l’étude du TGFB1 et de la 
sérotonine indiquent que ces derniers n’ont pas d’intérêt en tant que biomarqueur diagnostique, il 
semble que l’ET1 et le CCL2 sériques présentent de très bonnes performances diagnostiques. Ces 
résultats doivent toutefois être validés sur une population indépendante. La combinaison de 
différents biomarqueurs identifiés par la suite pourrait également s’avérer intéressante. 
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SUMMARY  
 
Canine idiopathic pulmonary fibrosis (cIPF) is a fibrotic disease of the pulmonary 

parenchyma, mainly seen in the West Highland white terrier. It is characterized by exercise 
intolerance and cough with a progressive deterioration until death from respiratory insufficiency. 
Clinical, tomodensitometric and histological characteristics of cIPF have been described recently. 
However, this disease remains largely unknown and the clinicians are dealing with two major 
challenges: confirmation of the diagnosis, which requires many complementary exams, and 
absence of effective treatment. Identification of a targeted therapy is difficult without having a 
good understanding of the mechanisms leading to pulmonary parenchyma fibrosis.  A similar 
disease, the idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is recognized in humans and cIPF might be 
interesting as a spontaneous model. This project in dogs was undertaken to answer, at least partly, 
to these challenges. The aims were to elucidate some mechanisms involved in cIPF pathogenesis 
and to identify biomarkers that could be used in the diagnosis process. The hypotheses were first 
that analysis of the transcriptome through microarray experiment would identify altered biological 
functions in cIPF, highlight specific molecules with an altered expression and identify potential 
biomarkers. Another hypothesis was the transforming growth factor beta 1 (TGFB1) pathways, 
considered central in the pathogenesis of IPF, would also be modified in cIPF. Finally, ET1, a 
known biomarker in human IPF, might also be an interesting biomarker in dogs.  

Gene expression analysis through microarray analysis, combined with the use of IPA, a 
data analysis program, identified altered biological functions in cIPF: cellular growth and 
proliferation, developmental processes, cellular movement, cell to cell signaling and interaction and 
antigen presentation. Some genes highlighted in the microarray experiment were then analyzed 
individually. Quantitative RT-PCR analysis confirmed an upregulation of the expression of CCL2, 
CCL7, CXCL14, IL8 and FAP (fibroblast activation protein) as well as a downregulation of the 
expression of PLUNC (palate, lung and nasal epithelium associated). We then complete the gene 
expression analysis with a search for potential biomarkers. Thirty-four potential biomarkers were 
identified with 32 biomarkers potentially measurable in blood (including CCL2, serum amyloid 1, 
IL8) and 2 biomarkers measurable only in the bronchoalveolar lavage fluid (BALF) (PLUNC and 
mesothelin). This approach was validated by measurement in serum of one of this biomarker: 
CCL2. CCL2 serum concentration was higher in affected WHWT compared to healthy WHWT and 
also higher in dogs with cIPF compared to dogs with chronic bronchitis (CB) or eosinophilic 
bronchopneumopathy (EBP). Based on serum CCL2 determination, cIPF was diagnosed with a 
sensibility of 92% and a specificity of 80%. 

We then studied TGFB1 and part of its storage, activation and signaling pathways. TGFB1 
gene expression was not significantly different in the pulmonary parenchyma between affected and 
control dogs. However, in affected dogs, increased TGFB1 protein levels were seen by 
immunohistochemistry in fibrotic areas. High expression of bothTGFB1 type I receptor and 
phosphorylated Smad2/3, markers of an active intracellular TGFB1 signal, were seen in epithelial 
cells. No difference in expression for the storage proteins LTBP1 and LTBP2 was seen while 
expression of LTBP4 was significantly decreased in dogs with cIPF. Concerning the proteins 
involved in TGFB1 activation, gene expression was decreased for integrin subunit β8, increased for 
thrombospondin-1 and not modified for integrin subunit β6. Expression of Smad 7, involved in 
intracellular TGFB1 signal inhibition, was not modified. No difference for TGFB1 serum 
concentration was seen between WHWT with cIPF and healthy WHWT. A multivariate analysis 
performed on healthy dogs showed no age effect but a significant breed effect with higher levels in 
predisposed breeds. 
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We evaluated part of the serotonin pathway, as one of its receptor (5HTR2B) was 
highlighted during the gene expression analysis. Serotonin has also been involved in the 
pathogenesis of human IPF and described to be of potential use (?) as a biomarker in degenerative 
mitral valve disease in dogs. Expression of 2 serotonin receptors (5HTR2A and 5HTR2B), 
evaluated by quantitative RT-PCR in pulmonary tissue, was not different between dogs with cIPF 
and control dogs while expression of the serotonin transporter (5HTT) was significantly lower in 
affected dogs. No difference in serotonin serum level was seen between affected and healthy 
WHWT or between dogs with cIPF, CB or EBP. 

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

Even though cIPF and human IPF are not completely identical from clinical, 
tomodensitometric or histological points of view, these results show that both canine and human 
diseases share molecular pathways, supporting the idea that cIPF might have an interest as 
spontaneous model. 

  
This work allowed a better understanding of cIPF pathogenesis. Gene expression analysis 

in the pulmonary parenchyma of affected dogs first identified several altered biological functions 
that should be analyzed in details in further studies. A more targeted analysis of some genes 
confirmed an upregulated expression of CCL2, CCL7, CXCL14, IL8 and FAP. Such a positive 
regulation of the expression of various inflammatory cytokines tends to suggest that inflammation 
might have a role in cIPF pathogenesis. Some of these cytokines also have profibrotic properties. 
PLUNC was one of the top down-regulated genes. Roles of the protein are still largely unknown; it 
might have a role in the inflammatory response and in the innate immunity. Developmental 
pathways were also altered in cIPF and quantitative RT-PCR confirmed an upregulation of FAP, a 
protein normally expressed in areas of tissue remodeling during fetal development and also 
positively regulated in human IPF. 

This study has shown that there is an active TGFB1 signal in the lungs of dogs with cIPF, 
especially at the level of the pathological epithelium. TGFB1 storage and activation pathways also 
seemed to be altered. Elevated TGFB1 circulating levels were found in predisposed breeds, which 
might explain at least partly their susceptibility for cIPF. Because of these results and its well-
known profibrotic properties, we can suggest that TGFB1 is probably involved in cIPF 
pathogenesis and that modulation of its storage, activation or intracellular signaling might offer 
potential therapeutic targets. 

Our preliminary results are not in favor of a significant modification of the serotonin 
pathways in cIPF, although a decreased expression of 5HTT was seen in affected dogs and might 
have an impact on the amount of serotonin present locally. However, other studies are needed to 
conclude. 

Finally, several potential biomarkers have been identified and some of them were evaluated 
in details. While serum measurements performed for TGFB1 and serotonin indicated that these 
molecules have no interest as diagnostic biomarkers, ET1 and CCL2 were identified as interesting 
candidates with good diagnostic performances. However these results need to be confirmed in an 
independent validation cohort and the interest of combining both biomarkers should be evaluated. 
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L ISTE DES ABREVIATIONS  
 
(A-a)02  gradient alvéolo-artériel  
αSMA   α smooth muscle actin 
5HTR2A  récepteur de la sérotonine de type 2A  
5HTR2B  récepteur de la sérotonine de type 2B 
5HTT   transporteur de la sérotonine 
ALK   activin receptor-like 
CEA   cellules épithéliales alvéolaires 
CCL   chimiokine ligand (famille CC) 
CO   monoxyde de carbone 
COX-2   cyclooxygénase 2 
CTGF   connected tissue growth factor  
CVF   capacité vitale forcée 
CXCL   chimiokine ligand (famille CXC) 
DLCO   capacité de diffusion du monoxyde de carbone 
ET1   endothéline-1 
FAP   fibroblast activation protein 
FPI   fibrose pulmonaire idiopathique 
FPIc   fibrose pulmonaire idiopathique canine 
IL   interleukine 
KL-6   antigen Krebs von den lungen-6 
LAP   latency associated peptide 
LBA   lavage bronchoalvéolaire 
LLBA   liquide de lavage bronchoalvéolaire 
LLC   large latent complex  
LTBP   latent TGF binding protein 
MMP   matrix metalloprotease 
PAI-1   activateur du plasminogène 1 
PaCO2   pression artérielle partielle en dioxyde de carbone 
PaO2   pression artérielle partielle en dioxygène 
PAR1   proteinase-activated receptor 1 
PDGF   platelet-derived growth factor 
PIC   pneumopathie interstitielle commune 
PIIINP   pro-collagène aminoterminal de type III 
PLUNC  palate, lung and nasal epithelium associated 
RAGE   receptor for advanced glycation end products 
ROC   receiver operating characteristic 
qRT-PCR  PCR inverse quantitative 
SLC   small latent complex  
SP-A   protéine A du surfactant 
SP-D   protéine D du surfactant 
TDM-HR  tomodensitométrie en haute résolution 
TEM   transition épithélio-mésenchymateuse 
TGFB1  transforming growth factor beta 1 
TGFBRI  récepteur spécifique du TGFB de type I 
TGFBRII  récepteur spécifique du TGFB de type II 
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THBS1  thrombospondine-1 
TIMP   tissue inhibitor of metalloproteinase 
TNFα   tumor necrosis factor α 
UPR   unfolded protein response 
VEGF   vascular endothelial growth factor  
WHWT  West Highland white terrier 
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INTRODUCTION  

La fibrose pulmonaire idiopathie canine (FPIc) avait d’abord été évoquée dans le cadre du 
projet LUPA(Lequarre et al., 2011) dont le but était d'améliorer les connaissances sur l'origine 
génétique de différentes pathologies humaines, en collectant et en analysant des échantillons 
d'ADN prélevés sur des chiens de pure race, sains ou souffrant de maladies pertinentes pour la 
médecine humaine. Le principe était de réaliser des études d’association sur génome entier sur des 
chiens sains et atteints dans une même race puis dans différentes races afin d’identifier des gènes et 
même des mutations associés à la présence de la maladie, ces mutations étant ensuite recherchées 
chez les patients atteints d’une maladie identique ou très semblable à la maladie canine. Le chien 
est en effet un modèle génétique particulièrement intéressant pour  la réalisation d’études 
d’association sur génome entier en raison de son mode de sélection et de l’existence de différentes 
races (Ostrander et Kruglyak, 2000). La réalisation d’une étude d’association sur génome entier 
nécessite deux populations issues de la même race et parfaitement phénotypées (saine et atteinte) et 
avec un nombre suffisant de chiens dans chaque groupe (une centaine pour un trait complexe 
(Lindblad-Toh et al., 2005)). Dans le cadre du projet LUPA, ce recrutement devait avoir lieu en 
une période réduite, le projet étant prévu pour une durée de 4 ans.  

La FPIc avait été évoquée initialement comme maladie candidate, cette affection présente 
en effet une nette prédisposition raciale pour les terriers, en particulier le West Highland white 
terrier (WHWT), et elle semblait très similaire à la fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) 
rencontrée chez l’homme. Néanmoins, le recrutement ne semblant pas réalisable durant la période 
dédiée, la FPIc n’a pas été incluse dans le projet LUPA. Tout d’abord, il s’agit d’une maladie rare 
et la confirmation du diagnostic est difficile, deux données qui compliquent le recrutement d’une 
population atteinte. Son apparition étant tardive, la population contrôle saine aurait donc dû être 
composée de WHWT âgés pour diminuer le risque que ces chiens développent par la suite une 
FPIc. Par ailleurs, même si les signes cliniques semblaient comparables à ceux de la FPI, aucune 
donnée ne confirmait qu’il s’agissait de la même affection dans les deux espèces.  Il est donc 
rapidement apparu que, même si la FPIc constituait un modèle candidat potentiellement très 
intéressant pour la FPI humaine, il était  nécessaire d’améliorer nos connaissances dans la FPIc 
avant d’envisager des études génétiques. Il s’agissait en particulier d’identifier des méthodes autres 
que la biopsie pulmonaire pour faciliter son diagnostic et d’étudier ses mécanismes pathogéniques 
afin de les comparer à ceux reconnus dans la FPI humaine. Le FPIc étant très peu connue au 
moment du démarrage de ce projet de thèse, nous nous sommes en partie appuyés sur les 
connaissances actuelles sur la FPI en médecine humaine pour identifier des pistes intéressantes à 
poursuivre. 

1. La fibrose pulmonaire idiopathique humaine (FPI) 

1.1 Définition 

Les pneumopathies interstitielles diffuses représentent un groupe hétérogène d’affections 
de l’arbre respiratoire inférieur caractérisées par une altération du septum alvéolaire et une perte de 
l’unité fonctionnelle alvéolo-capillaire (Society, 2002). On distingue les pneumopathies 
interstitielles idiopathiques, qui surviennent en l’absence d’une cause ou d’un contexte identifiés, 
par opposition aux pneumopathies interstitielles dont l’étiologie est connue : pneumonies d’origine 
médicamenteuse, toxique, environnementale, pneumopathies associées à la sarcoïdose ou aux 
connectivites (sclérodermie systémique, polyarthrite rhumatoïde, lupus érythémateux disséminé…).  
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En 2002, un panel multidisciplinaire composé de l’ « American Thoracic Society » et de l’ 
« European Respiratory Society » a établi un consensus pour la classification des maladies 
pulmonaires interstitielles idiopathiques en 7 entités : la fibrose pulmonaire idiopathique (FPI), la 
pneumopathie interstitielle non spécifique, la pneumopathie organisée cryptogénique, la 
pneumopathie interstitielle aigue, la bronchiolite respiratoire avec maladie pulmonaire interstitielle, 
la pneumopathie interstitielle desquamative et la pneumopathie interstitielle lymphoïde(Society, 
2002).   

 

Suite aux nombreuses publications dans les années 2000, ce consensus international a 
récemment été mis à jour, spécifiquement pour la FPI (Raghu et al., 2011).  

La FPI est la forme la plus répandue de ces pneumopathies interstitielles diffuses (45 à 
60% des cas (Society, 2002; Swigris et al., 2005; Kim et al., 2006a; Raghu et al., 2006b; Raghu et 
al., 2011) et la plus sévère (affection généralement létale). II s’agit d’une pneumopathie 
interstitielle spécifique idiopathique, d’évolution chronique et  progressive, touchant 
principalement les adultes d’un certain âge, limitée aux poumons et associée à un pattern 
histologique et/ou radiologique de pneumopathie interstitielle commune(Raghu, 2011; Raghu et al., 
2011). Cette définition de la FPI implique l’exclusion d’autres formes de pneumonies interstitielles 
telles que les autres pneumonies interstitielles idiopathiques ainsi que les maladies pulmonaires 
interstitielles associées à un agent environnemental, à un toxique ou à une maladie systémique. 

1.2 Présentation clinique 

La FPI est rencontrée typiquement chez des individus de 60- 70 ans (Scott et al., 1990; 
Mannino et al., 1996; Gribbin et al., 2006; Raghu et al., 2006a) avec une légère prédominance 
masculine.  La FPI est rare avant l’âge de 50 ans, d’autres diagnostics doivent être envisagés chez 
le sujet jeune, en particulier une connectivite au stade subclinique. La majorité des patients ont des 
antécédents de tabagisme(Scott et al., 1990; Coultas et al., 1994; Iwai et al., 1994; Douglas et al., 
2000; King et al., 2001b; Gribbin et al., 2006). 

Les patients atteints présentent une dyspnée d’effort d’apparition progressive, généralement 
associée à une toux non productive. A l’examen, des râles inspiratoires crépitants sont présents 
bilatéralement en région basilaire (Douglas et al., 2000; King et al., 2001b; Gribbin et al., 2006; 
King et al., 2011). Un hippocratisme digital est noté dans près de la moitié des cas (King et al., 
2011; Raghu et al., 2011). 

1.3 Incidence et prévalence 

Il n’existe pas d’étude à large échelle permettant d’estimer avec fiabilité la prévalence et 
l’incidence de la FPI. Une publication récente a compilé les données issues de 15 études (Nalysnyk 
et al., 2012). Cette prévalence est estimée aux Etats-Unis à entre 14 et 27,9 cas pour 100 000 
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habitants, en utilisant une définition très stricte des cas, contre 42,7 à 63 cas pour 100 000 habitants 
avec une définition plus large (incluant notamment les cas où la tomodensitométrie en haute 
résolution (TDM-HR) concluait à une « possible FPI »). En Europe, la prévalence varie entre 1,25 
et 23,4 cas pour 100 000 habitants avec des critères d’inclusion très variables selon les auteurs. 
L’incidence annuelle aux Etats-Unis  est estimée de 6,8 à 8,8 pour 100 000 habitants sur base d’une 
définition stricte, de 16,3 à 17,4 sur base d’une définition plus large. En Europe, l’incidence 
annuelle varie entre 0,22 et 7,4 cas pour 100 000 habitants. La grande variabilité entre ces chiffres 
peut s’expliquer par un manque d’uniformité dans les critères utilisés pour définir un cas de FPI 
avant la publication des dernières recommandations, mais également par des conceptions 
différentes des études ainsi que par des différences réelles entre les populations étudiées. 

Figure 1 : Prévalence de la FPI en fonction de l’âge et du sexe, d’après (Nalysnyk et al., 2012) 

 

* critères stricts d’inclusion 

D’une manière générale, la FPI est considérée comme une maladie rare mais dont la 
prévalence et l’incidence sont en augmentation durant les dernières années en Europe. L’incidence 
et la prévalence augmente également avec l’âge (Coultas et al., 1994; Mannino et al., 1996; 
Gribbin et al., 2006; Raghu et al., 2006b). Il n’est pas déterminé à l’heure actuelle si elles sont 
influencées par des critères géographiques, ethniques ou culturels.  

1.4 Diagnostic 

L’établissement d’un diagnostic de FPI nécessite (Raghu et al., 2011; Wells, 2013b; Wells, 
2013a) : 

- L’exclusion d’autres causes de pneumopathie interstitielle diffuse (connectivite, toxique…) 
- La présence d’un pattern de pneumopathie interstitielle commune (PIC) à la TDM-HR pour 

les patients non soumis à une biopsie pulmonaire 
- La combinaison d’images tomodensitométriques et histologiques compatibles pour les 

patients soumis à une biopsie pulmonaire 
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Cette démarche est complexe et doit inclure une approche multidisciplinaire faisant 
intervenir pneumologues, radiologues et anatomopathologistes expérimentés dans le domaine des 
pneumopathies interstitielles diffuses (Flaherty et al., 2004; Flaherty et al., 2007; Hofer, 2007). 

1.4.1 Examen radiographique 

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

1.4.2 Examen tomodensitométrique en haute résolution 

La TDM-HR est un examen essentiel dans la démarche diagnostique de la FPI. Le pattern 
de PIC est caractérisé par la présence d’opacités réticulées (lignes plus ou moins épaisses), souvent 
associées à des bronchectasies de traction (Nishimura et al., 1992; Johkoh et al., 1999). Les 
« rayons de miel » sont fréquents et leur présence est indispensable pour établir un diagnostic 
définitif (Raghu et al., 2011). Ils se traduisent à la TDM-HR par des travées linéaires denses de 
tissu interstitiel, aux contours nets, de forme polyédrique et entourant un groupe d'acini remplis 
d'air, dont les cloisons interalvéolaires ont disparu et d’un diamètre de 3 à 10mm, mais pouvant 
parfois atteindre 2,5cm. Ils sont situés en région sous pleurale et caractérisés par des parois bien 
délimitées (Hansell et al., 2008). Des opacités en verre dépoli (hyperdensité du parenchyme à 
contours flous) sont fréquemment observées mais sont normalement moins extensives que les 
opacités réticulaires (Raghu et al., 2011). Une discrète adénomégalie  médiastinale (<1.5cm en 
petit axe) peut également être observée (Souza et al., 2006; Hwang et al., 2009). Lors de PIC, la 
distribution est hétérogène, bilatérale, basale et périphérique.  

Dans un contexte clinique compatible (symptômes, examen physique, tests de fonction 
pulmonaire, examens de laboratoire), l’identification d’un pattern de PIC à l’examen 
tomodensitométrique est actuellement considérée comme suffisante pour établir un diagnostic de 
FPI (Hunninghake et al., 2001; Flaherty et al., 2003b; Quadrelli et al., 2010). En effet, la TDM-HT 
a une excellente valeur prédictive de la présence d’un pattern de PIC à l’histologie, de l’ordre de 90 
à 100%(Mathieson et al., 1989; Grenier et al., 1991; Lee et al., 1994; Swensen et al., 1997; Raghu 
et al., 1999; Hunninghake et al., 2001). 

Table 1 : Définition d’une pneumopathie interstitielle commune : critères tomodensitométriques, 
d’après (Raghu et al., 2011) 

 

1.4.3 Examen histologique 

A l’histologie, la PIC est caractérisée à petit grossissement par une apparence hétérogène, 
avec alternance entre des zones de fibrose avec cicatrisation et « rayons de miel »  et des zones de 
parenchyme normal (Society, 2000; Society, 2002; Raghu et al., 2011). Les zones fibrotiques sont 
constituées principalement de collagène dense et comportent des foyers fibroblastiques (petits 
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agrégats de fibroblastes et myofibroblastes situés en région sous épithéliale et de forme convexe). 
Les « rayons de miel » sont constitués d’espaces aériens kystiques et fibreux fréquemment 
délimités par un épithélium bronchiolaire et remplis de mucine et de cellules inflammatoires. Une 
métaplasie des muscles lisses en région interstitielle est fréquemment retrouvée dans les zones de 
fibrose et de « rayons de miel ». Généralement, ces modifications affectent plus sévèrement le 
parenchyme en région souspleurale et paraseptale. L’inflammation est peu marquée et consiste en 
des infiltrats épars de lymphocytes et de plasmocytes associés à une hypertrophie des pneumocytes 
de type II et de l’épithélium bronchique. 

Table 2 : Définition d’une pneumopathie interstitielle commune : critères histopathologiques, 
d’après (Raghu et al., 2011) 

 

1.4.4 Tests fonctionnels 

L’exploration fonctionnelle respiratoire par spirométrie met en évidence un trouble 
ventilatoire restrictif (diminution de la capacité vitale forcée (CVF) et de la capacité pulmonaire 
totale) (Martinez et Flaherty, 2006). Le résultat des gaz sanguins artériels reflète la diminution de la 
diffusion alvéolo-capillaire avec une diminution de la capacité de diffusion du monoxyde de 
carbone (DLCO) (aussi appelée facteur de transfert pulmonaire du CO) et une augmentation du 
gradient alvéolo-artériel (A-a)02.  

1.4.5 Recherche de complications et comorbidités 

De nombreuses complications et comorbidités ont été associées à la présence d’une FPI et 
doivent être recherchées. Le reflux gastro-œsophagien est ainsi très fréquent lors de FPI (Raghu et 
al., 2006a) et pourrait, en association avec des microaspirations, être un facteur à l’origine de 
lésions répétées de l’épithélium alvéolaire (Lee et al., 2010). L’hypertension pulmonaire est une 
autre condition dont la prévalence est importante chez les patients avec FPI (Nadrous et al., 2005b; 
Raghu et al., 2011; Loomis-King et al., 2013). Il semblerait que la distorsion du parenchyme 
rencontrée dans les cas avancés entraine des anomalies au niveau de la vascularisation pulmonaire 
dont une altération de la production du l’oxyde nitrique et une vasoconstriction (Loomis-King et 
al., 2013). Les patients avec FPI sont également considérés comme à risque de thromboembolies 
pulmonaires (Loomis-King et al., 2013). La combinaison d’une fibrose pulmonaire et d’un 
emphysème chez certains patients est de plus en plus reconnue (Cottin et al., 2005; Cottin et al., 
2010) et est retrouvée dans environ 10% des patients dans une étude récente (Ryerson et al., 2013).  
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1.4.6 Limites actuelles 

Un algorithme diagnostique a ainsi mis à disposition des cliniciens dans les dernières 
recommandations internationales afin de les guider dans la démarche diagnostique (Raghu et al., 
2011). Il est repris dans le schéma ci-dessous.  

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

 

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

Néanmoins, le diagnostic de FPI reste difficile et certains points portent toujours à 
confusion (Wells, 2013b; Wells, 2013a), tels que l’intérêt du LBA ou l’établissement du diagnostic 
lorsqu’une biopsie pulmonaire ne peut être réalisée ou lorsque les résultats des examens sont 
discordants. L’exclusion des autres affections associées à un pattern tomodensitométrique ou 
histologique de PIC est également une étape à part entière de la démarche diagnostique. 

1.5 Evolution 

L’évolution de la FPI est classiquement décrite comme un déclin progressif de la fonction 
respiratoire jusqu’au décès par insuffisance respiratoire ou secondaire à une comorbidité (Raghu et 
al., 2011). Même si le pronostic global de la FPI est sombre, il apparait par ailleurs que les patients 
peuvent connaitre différentes évolutions de leur pathologie (Raghu, 1987; Mccormack et al., 1995; 
Martinez et al., 2005). La majorité connait une dégradation progressive, lente, sur plusieurs années, 
telle que classiquement décrit. Certains patients restent stables alors que d’autres vont connaitre un 
déclin beaucoup plus rapide (Selman et al., 2007). Enfin, dans certains cas, un ou plusieurs 
épisodes de détérioration respiratoire brutale sont observés après une période de stabilité ou de 
détérioration lente (Ambrosini et al., 2003; Collard et al., 2007). A l’heure actuelle, il n’a pas 
encore été déterminé si ces différentes évolutions représentent des phénotypes différents de FPI ou 
si l’évolution est influencée par des facteurs géographiques, ethniques, culturels… L’existence de 
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comorbidités (emphysème, hypertension pulmonaire…) pourrait également influencer l’évolution 
de la maladie (Wells et al., 2003; Lettieri et al., 2006; Mejia et al., 2009).  

La FPI est déclarée progressive en cas d’aggravation de la dyspnée, d’une diminution d’au 
moins 10% de la CVF, 15% de la DLCO, d’une progression du pattern de fibrose à la 
tomodensitométrie ou en cas d’exacerbation aigue (Raghu, 2011; Raghu et al., 2011).  

Figure 3 : Différentes évolutions possibles lors de fibrose pulmonaire idiopathique, d’après (King 
et al., 2011)  

 

1.5.1 Forme accélérée 

La forme accélérée de la FPI concerne un sous-groupe de patients, notamment des fumeurs 
de sexe masculin qui connaissent une évolution rapide de la maladie (évolution des symptômes 
depuis moins de 6 mois au moment du diagnostic) avec un temps de survie réduit. Au moment du 
diagnostic, les résultats d’imagerie, des tests de fonction pulmonaire ou de l’analyse histologique 
sont identiques entre ces patients et ceux qui auront une évolution plus lente (Selman et al., 2007). 
La proportion des patients ayant une forme accélérée est encore inconnue (26 patients sur 167 dans 
l’étude de Selman (Selman et al., 2007)). 

1.5.2 Exacerbation aigue 

Des observations récentes suggèrent que les épisodes d’aggravation respiratoire brutale ont 
lieu chez une petite minorité de patients (environ 5-10%(Azuma et al., 2005; Collard et al., 2007; 
King et al., 2008; King Jr et al., 2009; Song et al., 2011)). Ces épisodes peuvent apparaitre 
secondairement à une pneumonie, une embolie pulmonaire, ou une décompensation cardiaque. 
Quand aucune cause ne peut être identifiée, le terme d’exacerbation aigue est utilisé. Les critères 
classiquement utilisés pour définir une exacerbation aigue de FPI incluent une aggravation non 
expliquée de la dyspnée en 1 mois, la présence d’une hypoxémie caractérisée par une altération 
plus marquée des échanges gazeux, l’apparition d’opacités surnuméraires à la TDM-HR et 
l’absence d’explication pour cette détérioration brutale (Collard et al., 2007). Histologiquement, 
elle se caractérise par des images de dommage alvéolaire diffus  ou plus rarement par une 
pneumopathie organisée dans des zones avec une architecture relativement conservée, à distance 
des zones plus fibrotiques (Collard et al., 2007). Une exacerbation aigue peut être notée à tout 
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moment de l’évolution d’une FPI et en est parfois la première manifestation. Il n’est pas clair à 
l’heure actuelle si ces exacerbations sont la conséquence d’un processus non identifié (embolie, 
infection) ou s’il s’agit une accélération du processus pathophysiologique à l’origine du 
développement de la FPI. Des décompensations respiratoires brutales ont également été associées à 
une chirurgie thoracique(Zegdi et al., 1998; Utz et al., 2001; Kumar et al., 2003; Kondoh et al., 
2006; Yuksel et al., 2006) ou un LBA(Hiwatari et al., 1994; Kim et al., 2006b; Sakamoto et al., 
2012). Ces épisodes pourraient correspondre à des vraies exacerbations ou à des simples 
complications de ces procédures (Raghu et al., 2011). 

1.6 Pronostic 

Aucune étude longitudinale ne permet une évaluation claire de la médiane de survie lors de 
FPI. De nombreuses études rétrospectives suggèrent une médiane de survie de l’ordre de 2 à 3 ans 
après diagnostic(Bjoraker et al., 1998; Nicholson et al., 2000; King et al., 2001a; Flaherty et al., 
2002; Rudd et al., 2007) et une survie à 10 ans de l’ordre de 10% seulement(King et al., 2001b). 
Néanmoins, des données récentes issues d’essais cliniques sur des patients avec une fonction 
pulmonaire initialement préservée indiquent qu’elle pourrait avoir été sous-estimée (Raghu et al., 
2004; King et al., 2008; King Jr et al., 2009).  

Le pronostic global de la FPI est mauvais mais d’un point de vue individuel, très variable 
d’un patient à  l’autre au moment du diagnostic. En particulier, le pronostic associé aux épisodes 
d’exacerbation aigue est sombre, la mortalité durant l’hospitalisation atteignant les 65% et ceux qui 
survivent à l’épisode ont un taux de mortalité dans les 6 mois de plus de 90%(Collard et al., 2007; 
Hyzy et al., 2007; Song et al., 2011). De nombreuses études ont ainsi été réalisées afin de 
déterminer des facteurs pronostiques et ainsi prévoir l’évolution de la FPI.  L’identification des 
patients qui vont connaitre une forme rapidement évolutive ou des épisodes d’exacerbation aigue 
permettrait notamment d’envisager précocement une transplantation dans ces cas. Toutefois, la 
fiabilité des facteurs prédictifs identifiés est limitée par la nature rétrospective de la plupart de ces 
études cliniques et la variabilité de leur conception.  

Ainsi, différents paramètres démographiques (âge, sexe15,41,68,74-78, tabagisme71,79) ou 
clinique (sévérité de la dyspnée15,75,80-83), ont été associés à un pronostic défavorable dans certaines 
études(Schwartz et al., 1994; King et al., 2001b; Flaherty et al., 2002; Collard et al., 2004; Jegal et 
al., 2005; Nadrous et al., 2005b; Nadrous et al., 2005a; Enomoto et al., 2006). Les résultats des 
tests de fonction pulmonaire ont été associés de manière variable avec la survie lors de FPI. Plus 
que les résultats obtenus au moment du diagnostic15,75,76,78,83,87-89, l’évolution des différents 
paramètres (CVF, DLCO, capacité pulmonaire totale, (A-a)02) semble être un facteur pronostic 
important78,83,87,91,92. Bien que le test de la marche de 6 minutes soit largement utilisé en clinique,  et 
que certaines études aient mis en évidence un intérêt pronostic de l’apparition d’une désaturation 
(Enright, 2003; Lama et al., 2003; Hallstrand et al., 2005) ou de la distance parcourue87,90-92, sa 
valeur pronostique est limitée par un manque de standardisation (Eaton et al., 2005). Des 
paramètres tomodensitométriques(Flaherty et al., 2003b; Jeong et al., 2005; Best et al., 2008; Shin 
et al., 2008; Sumikawa et al., 2008), ou histologiques(King et al., 2001a; Nicholson et al., 2002; 
Flaherty et al., 2003a; Enomoto et al., 2006; Hanak et al., 2008) ont également été corrélés avec la 
survie dans certaines études et la présence de comorbidités, en particulier une hypertension 
pulmonaire52,54,77,98 ou de l’emphysème(Cottin et al., 2005; Mejia et al., 2009), semble être associée 
à un pronostic défavorable. 

Même si de nombreuses études ont ainsi permis d’identifier certains facteurs associés à une 
mortalité précoce, l’évolution pour un patient donné reste imprévisible au moment du diagnostic 
(Martinez et al., 2005).  
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1.7 Biomarqueurs diagnostiques et pronostiques 

Malgré une recherche intensive dans ce domaine, l’établissement du diagnostic et du 
pronostic lors de FPI reste difficile et fait l’objet de plusieurs controverses (Wells, 2013b). 
L’utilisation de biomarqueurs chez les patients atteints de FPI serait intéressante pour plusieurs 
raisons. D’abord l’établissement d’un diagnostic  de FPI nécessite une expertise particulière, qui 
n’est disponible que dans quelques centres spécialisés. De plus, comme mentionné précédemment, 
la réalisation d’une biopsie pulmonaire n’est pas toujours possible pour les patients chez lesquels 
elle est indiquée. Par ailleurs, un biomarqueur qui reflèterait le niveau d’activité de la maladie 
pourrait permettre d’identifier les formes accélérées, de suivre l’évolution par des dosages sériés 
ainsi qu’évaluer précocement l’efficacité d’un traitement dans un essai clinique. Finalement, 
l’identification d’indicateurs fiables du pronostic et de la survie pourrait permettre d’améliorer la 
prise en charge des patients, notamment en permettant d’anticiper la nécessité d’une 
transplantation.  

La recherche s’est donc portée sur l’identification de biomarqueurs qui pourraient faciliter 
la démarche diagnostique et prédire l’évolution de la maladie de manière individualisée. Un 
biomarqueur ou marqueur biologique correspond à une macromolécule mesurable dans un ou des 
fluides corporels et présentant un intérêt en médecine ou en physiologie (Prasse et Muller-
Quernheim, 2009). La recherche en médecine humaine s’est notamment focalisée sur des 
biomarqueurs permettant de quantifier le degré de fibrose pulmonaire ou d’évaluer l’index 
d’activité du processus fibrotique (Prasse et Muller-Quernheim, 2009). Les biomarqueurs qui 
semblent les plus intéressants à première vue sont les biomarqueurs mesurables dans le sang de par 
leur facilité d’obtention et le fait qu’on puisse les obtenir de manière répétée (Van Den Blink et al., 
2010; Vij et Noth, 2012). 

1.7.1 Etudes ciblées de biomarqueurs candidats 

La majeure partie des études destinées à identifier des biomarqueurs de la FPI ont analysé 
une par une quelques molécules candidates, sélectionnées à priori d’après les données de la 
littérature (biomarqueurs connus dans d’autres affections, rôles identifiés ou suspectés dans la 
pathogénie…) (Bargagli et al., 2011) ou marqueurs obtenus dans les bilans sanguins de routine. 
Différents marqueurs extrapulmonaires (hypoalbuminémie (Zisman et al., 2009), indice de 
distribution des rouges (Nathan et al., 2013), présence d’autoanticorps (Lee et al., 2013), peptide 
cérébral natriurétique (Song et al., 2009)) pourraient ainsi avoir un intérêt en tant que biomarqueurs 
pronostiques dans la FPI. Certaines cellules circulantes (lymphocytes et fibrocytes) ont aussi été 
évaluées comme biomarqueurs dans la FPI. Les fibrocytes circulants sont des dérivés des cellules 
progénitrices de type mésenchymal et issus de la moelle osseuse. Le nombre de fibrocytes 
circulants pourrait  notamment avoir un intérêt pour l’établissement du pronostic lors de FPI ; un 
taux élevé ayant été associé à une survie réduite et à la présence d’épisodes d’exacerbation aigue 
(Moeller et al., 2009). Un très grand nombre de biomarqueurs ont été évalués 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 pour les monocytes 1 (MCP-1), CCL2 est l’une 

des principales molécules chimiotactiques pour les monocytes mais également pour les 
lymphocytes T et les cellules dendritiques immatures (Datta et al., 2011). Elle peut participer au 
processus de fibrose en induisant l’expression du « transforming growth factor beta 1 » (TGFB1) et 
de collagène par les fibrocytes (Gharaee-Kermani et al., 1996). Il a été démontré que CCL2, ainsi 
que d’autres chimiokines (CCL3 et CCL4) étaient en quantité augmentée dans le LLBA de patients 
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atteints de FPI par rapport aux contrôles(Car et al., 1994; Suga et al., 1999; Baran et al., 2007; 
Shinoda et al., 2009; Vasakova et al., 2009). Cette concentration dans le LLBA était inversement 
corrélée avec la DLCO et la pression artérielle partielle en dioxygène (PaO2)(Car et al., 1994; 
Shinoda et al., 2009). Shinoda et ses collègues(Shinoda et al., 2009) ont suggéré que la mise en 
évidence d’une concentration élevée en CCL2, CCL17 et CCL22 dans le LLBA pourrait prédire 
une évolution défavorable car elle était associée à de faibles taux de survie. Une étude portant sur 
86 patients avec différentes pneumopathies interstitielles diffuses(Suga et al., 1999) a également 
mis en évidence une augmentation de la concentration sérique en CCL2 lors de FPI par rapport à 
des individus sains. Toutefois, cette augmentation est également retrouvée dans d’autres 
pneumopathies et ne permettait donc pas de les différencier d’une FPI. Dans cette étude, une 
corrélation entre la concentratique sérique en CCL2 et l’évolution clinique (toutes pneumopathies 
confondues) était également notée. Une étude d’Ohnishi (Ohnishi et al., 2002) a évalué plus 
précisément les performances diagnostiques de CCL2, en comparaison avec d’autres biomarqueurs 
potentiels (KL6, SP-A et SP-D ; cf. ci-après) chez 33 patients avec pneumopathies interstitielles 
diffuses (21 FPI et 12 pneumopathies associées aux connectivites) et 82 contrôles (12 pneumonies 
bactériennes et 70 volontaires sains). La valeur seuil optimale déterminée pour la concentration 
sérique en CCL2 était de 1080 pg/mL ; les performances correspondantes : sensibilité 51,5%, 
spécificité 92,7% et exactitude 80,9% étaient les moins bonnes de tous les biomarqueurs testés. 
L’utilisation de CCL2 comme biomarqueur diagnostique est donc limitée par sa faible sensibilité et 
son manque de spécificité au sein des pneumopathies interstitielles diffuses. De plus, certaines 
pathologies extrapulmonaires comme l’arthérosclérose(Vasakova et al., 2009; Van Wijk et al., 
2010) s’accompagnent également d’une augmentation de sa concentration sérique et pourraient 
intervenir comme facteur confondant. D’un autre coté, la concentration sérique semble être corrélée 
avec l’évolution de la maladie, suggérant que CCL2 pourrait être utile comme biomarqueur 
pronostique(Prasse et Muller-Quernheim, 2009). 

1.7.1.1.2 Interleukine 8 (IL8) 
L’IL8, également appelée facteur chimiotactique pour les neutrophiles, est un membre de la 

famille des CXC chimiokines (CXCL8). Elle agit comme un médiateur majeur de la réponse 
inflammatoire. Produite entre autres par les macrophages alvéolaires et les cellules épithéliales, elle 
fonctionne par tactisme pour les neutrophiles, les macrophages, les cellules endothéliales et les 
mastocytes et en stimulant l’angiogenèse (Rosenkilde et Schwartz, 2004). La concentration sérique 
en IL8 est influencée par de nombreux facteurs, dont la présence d’une maladie infectieuse 
(Friedland, 1996). Une première étude à petite échelle (Ziegenhagen et al., 1998) a mis en évidence 
une augmentation significative de la concentration en IL8 dans le sérum et le LLBA lors de FPI 
comparée aux individus sains. D’un point de vue fonctionnel, la concentration sérique était corrélée 
avec la DLCO, la capacité pulmonaire totale, la capacité vitale et la PaO2. Après cette publication, 
d’autres études ont confirmé la présence d’une concentration élevée en IL8 dans le sérum de 
patients atteints de FPI ainsi qu’une corrélation inverse entre cette concentration et les paramètres 
fonctionnels (principalement la CVF) (Totani et al., 2002; Tsoutsou et al., 2006).  De plus, dans 
une de ces études (Totani et al., 2002), une différence était notée en fonction de la forme évolutive 
de la FPI : les patients avec une forme stable avaient des taux faibles alors que ceux avec une forme 
progressive avaient des taux élevés. Une étude récente à grande échelle(Richards et al., 2012) a 
analysé la concentration sérique de 92 protéines chez 241 patients avec FPI en incluant une 
première étape de sélection de biomarqueurs potentiels sur une première population suivie d’une 
validation de ces biomarqueurs dans une deuxième population. L’IL8 faisait partie des 5 protéines 
(MMP7, ICAM-1, VCAM-1, S100A12) associées de manière significative avec la mortalité et/ou 
la progression de la maladie. Une concentration plasmatique en IL8 >7,2pg/mL était ainsi associée 
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de manière indépendante à une mortalité accrue (rapport de risque ajusté 2,4) dans la cohorte de 
dérivation de 140 patients mais seule une tendance vers l’association était retrouvée dans la cohorte 
de validation (101 patients, rapport de risque ajusté 2,3, p=0,069). L’IL8 semble donc être un 
biomarqueur pronostique très prometteur notamment pour 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 que biomarqueurs potentiels. On peut 

notamment citer la CCL18 qui pourrait notamment avoir une valeur pronostique (Prasse et al., 
2009) et l’IL18 qui pourrait être utile pour distinguer la FPI d’une sarcoïdose (Liu et al., 2011). 

1.7.1.2 Marqueurs issus des cellules épithéliales 

1.7.1.2.1 Protéines A et D du surfactant (SP-A et SP-D) 
Le surfactant est un ensemble de complexes de lipoprotéines synthétisés par les cellules de 

Clara au niveau des voies aériennes et les cellules épithéliales alvéolaires et sécrétés comme une 
couche liquidienne qui recouvre l’épithélium(Goerke, 1998). Bien qu’il soit composé en majorité 
de lipides, les protéines représentent 5 à 10% des complexes (Kishore et al., 2006). On distingue 
notamment les protéines A et D, membres du sous-groupe collectines (collagène-lectines). 
Plusieurs études ont analysé leur valeur diagnostique et pronostique. Dans une étude de 2003(Ishii 
et al., 2003), la concentration en SP-A dans le LLBA était significativement plus faible chez les 
individus atteints de FPI par rapport à des individus sains mais comparable à celle notée dans 
d’autres pneumopathies interstitielles diffuses. La concentration en SP-D dans le LLBA lors de FPI 
n’était pas différente de celle mesurée chez des contrôles sains mais était significativement plus 
faible comparée à des patients avec d’autres maladies interstitielles pulmonaires (Ishii et al., 2003). 
Au contraire, leurs concentrations sériques étaient significativement plus élevées chez les patients 
atteints de FPI comparées à des individus sains ou atteints d’une autre maladie interstitielle 
pulmonaire (Ishii et al., 2003), résultats comparables à ceux obtenus en 2002(Greene et al., 2002; 
Ohnishi et al., 2002). Dans l’étude d’Ohnishi(Ohnishi et al., 2002) comparant les performances de 
CCL2, KL6, SP-A et SP-D, la sensibilité et la spécificité de SP-A et SP-D étaient inférieures à 
celles obtenues avec un autre biomarqueur KL6 (cf. ci-après). Concernant l’association de SP-A 
avec la mortalité, une concentration sérique élevée au moment du diagnostic a été associée avec la 
mortalité dans 3 études (Takahashi et al., 2000; Greene et al., 2002; Kinder et al., 2009). Deux de 
ces publications ont également mis en évidence une association entre une concentration sérique 
élevée en SP-D et une mortalité accrue (Takahashi et al., 2000; Greene et al., 2002).  Dans l’étude 
de Kinder (Kinder et al., 2009), aucune association n’avait été mise en évidence mais la 
combinaison de SP-A et SP-D améliorait la prédiction de la mortalité à 1 an (aire sous la courbe de 
0,89 pour les deux paramètres contre 0,76 pour SP-A seul, p=0,03). D’après ces résultats, SP-A et 
SP-D semblent être de bons candidats comme biomarqueurs éventuellement 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 exprimée à la surface des cellules alvéolaires 

de type II et des cellules épithéliales bronchiolaires (Bandoh et al., 2000), il est également nommé 
mucine de type 1 (MUC1). Il a été étudié dans de nombreuses maladies interstitielles pulmonaires 
comme un marqueur non spécifique de fibrose (Ishikawa et al., 2012). La concentration sérique en 
KL-6 était significativement augmentée chez les patients atteints de FPI comparés à des volontaires 
sains (Ohnishi et al., 2002; Ishii et al., 2003) et à des patients avec d’autres pneumopathies 
interstitielles diffuses (Ishii et al., 2003). Dans l’étude d’Ohnishi (Ohnishi et al., 2002), la mesure 
sérique du KL-6 apportait de meilleures performances diagnostiques que tous les autres 
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biomarqueurs testés (SP-A, SP-D et CCL2). Ainsi pour une valeur seuil de 45U/L, les sensibilité, 
spécificité et exactitude étaient de  93,9%, 96,3%, and 95,7%, respectivement. La concentration 
sérique en KL-6 a également été associée à la survie dans une étude prospective sur les 
pneumopathies interstitielles idiopathiques et associées aux connectivites (taux sérique 
>1000U/mL, rapport de risque 2,95) (Satoh et al., 2006). Dans une étude à petite échelle, une 
augmentation de la concentration en KL-6 lors de dosages sériques répétés était pareillement 
associée à une détérioration de la survie (Yokoyama et al., 1998). Ces différentes études suggèrent 
que KL-6 pourrait avoir une utilité diagnostique et pronostique dans la FPI (Ishikawa et al., 2012). 

1.7.1.2.3 Facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (vascular 
endothelial growth factor VEGF) 

Le VEGF est une glycoprotéine exprimée par les cellules épithéliales alvéolaires (Monacci 
et al., 1993) qui induit une perméabilité vasculaire et est un régulateur majeur de l’angiogenèse 
(Ando et al., 2010). Deux études ont mis en évidence une concentration en VEGF dans le LLBA 
significativement plus faible lors de FPI comparée à des individus sains (Meyer et al., 2000; 
Koyama et al., 2002). Une étude (Ando et al., 2010) a analysé le lien entre VEGF et résultats des 
tests de fonction pulmonaire et survie. La concentration sérique en VEGF était significativement 
plus élevée chez les patients avec un (A-a)02élevé par rapport à ceux avec un gradient faible et à 
des individus sains. Une corrélation inverse était notée entre la concentration sérique initiale et les 
changements mensuels de la CVF. Cette étude a également identifié une tendance entre une 
concentration sérique supérieure à la médiane et un pronostic plus défavorable (taux de survie à 5 
ans de 42,9% contre 80%). Ces données suggèrent que la concentration sérique en VEGF pourrait 
refléter la sévérité de la maladie et prédire le déclin de la fonction respiratoire. Il s’agit toutefois 
d’une étude rétrospective à petite échelle, d’autres données sont donc nécessaires avant de pouvoir 
conclure à un intérêt pronostic du VEGF. 

1.7.1.3 Endothéline-1 (ET1) 

L’ET1 est un peptide vasoactif qui intervient également comme molécule pro-
inflammatoire et pro-fibrotique (Ross et al., 2010; Swigris et Brown, 2010). L’ET1 est incriminée 
dans de nombreuses affections respiratoires et ainsi retrouvée en concentration augmentée dans le 
sang ou le LLBA de manière peu spécifique. Des taux élevés en ET1 dans le sérum et/ou LLBA 
ont en effet été notés dans différentes maladies pulmonaires interstitielles autres que la 
FPI(Yamakami et al., 1997): sclérodermie avec atteinte pulmonaire(Morelli  et al., 1995), 
sarcoïdose(Abraham et al., 1997; Li et al., 1999; Reichenberger et al., 2001; Terashita et al., 2006). 
Lors de mucoviscidose, la concentration sérique en ET1 augmente également lorsque la fonction 
pulmonaire est altérée (Siahanidou et al., 2000). Elle est présente en quantité augmentée dans le 
sérum (Uguccioni et al., 1995) et le LLBA (Reichenberger et al., 2001) des patients atteints de FPI. 
Toutefois, des taux les plus élevés dans le LLBA sont retrouvés lors de sclérodermie et non lors de 
FPI. Dans le cadre de la FPI, aucune publication n’a évalué l’intérêt pronostique de l’ET1, excepté 
une étude rapportant que l’immunoréactivité au niveau du parenchyme pulmonaire était corrélée 
avec le grade histologique (Giaid et al., 1993). 

1.7.1.4 Métalloprotéases matricielles 1 et 7 (matrix metalloproteases MMP1, 
MMP7) 

Les métalloprotéases matricielles sont une famille structurelle et fonctionnelle de protéases 
zinc-dépendantes impliquées dans la dégradation des composants de la matrice extracellulaire 
(Oikonomidi et al., 2009). Les membres de cette famille ont des substrats et des patterns 
d’expression variés. MMP1 est la collagénase dont l’expression est la plus élevée au niveau 
interstitiel, elle dégrade les fibrilles de collagène (Sauter et al., 2008). MMP7 (ou matrilysine) est 
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la plus petite protéine de cette famille et dégrade de nombreux composants de la matrice 
extracellulaire. Des taux élevés en MMP7 ont été retrouvés dans le LLBA chez des patients avec 
FPI en comparaison d’individus sains (Vuorinen et al., 2007; Huh et al., 2008; Fujishima et al., 
2010). Toutefois, la MMP7 ne semble pas spécifique de la FPI, sa concentration dans le LLBA et 
son expression au niveau pulmonaire ne semblant pas différentes entre des patients avec une FPI ou 
une pneumopathie organisée cryptogénique (Huh et al., 2008) ou d’autres pneumopathies 
interstitielles (Vuorinen et al., 2007). Une étude a confirmé que les taux de MMP7 étaient plus 
élevés dans le sérum et le LLBA chez des patients atteints de FPI comparés à des individus sains, le 
même schéma étant retrouvé pour MMP1 (Rosas et al., 2008). Bien que la mesure sérique unique 
de MMP1 ou de MMP7 ne différenciait pas individus sains et atteints de FPI, la combinaison des 
deux biomarqueurs (MMP1≥2,15ng/mL et MMP7≥1,99ng/mL) permettait de distinguer ces deux 
populations mais également de différencier une FPI d’une pneumopathie d’hypersensibilité. MMP7 
a également été étudiée en tant que biomarqueur pronostique. Sa concentration dans la LLBA a été 
corrélée négativement avec la CVF (r=-0,348, p=0,02) (Vuorinen et al., 2007). Cette association a 
également été démontrée pour la concentration sérique : pour chaque augmentation de la 
concentration en MMP7 de 1ng/mL, la CVF diminuait de 4% (r=-0,51, p=0,002) et la DLCO de 
4,1% (r=-0,53, p=0,002) (Rosas et al., 2008). Dans cette étude, chez les patients avec une FPI 
asymptomatique, un taux sérique augmenté en MMP7 était également noté, bien que de manière 
moins importante que pour les patients symptomatiques. Ces résultats suggèrent que MMP7 
pourrait être un indicateur de sévérité de la maladie et ce de manière très précoce. Dans l’étude 
récente de Richards (Richards et al., 2012), MMP7 faisait également partie des 5 protéines 
associées de manière significative avec la mortalité et/ou la progression. Une concentration 
plasmatique en MMP7 >4,3ng/mL était ainsi associée de manière indépendante à une mortalité 
globale accrue (rapport de risque ajusté 2,9, p=0,0013) dans la cohorte de dérivation de 140 
patients mais seule une tendance vers l’association était retrouvée dans la cohorte de validation 
(101 patients, rapport de risque ajusté 2,2, p=0,071). Lorsque seule la durée sans transplantation 
était prise en compte, cette association devenait significative (rapport de risque ajusté 2,8, 
p=0,0075). Les auteurs ont également développé un index incorporant le sexe, la CVF, la DLCO et 
la concentration sérique en MMP7, qui permettait de prédire la mortalité dans la cohorte de 
validation. 

D’après ces résultats, il semblerait que MMP1 et MMP7 aient un potentiel limité en tant 
que biomarqueurs diagnostiques étant donné leur manque de spécificité. Une combinaison des deux 
ou avec d’autres biomarqueurs pourrait par contre être intéressante. MMP7 pourrait aussi être utile 
pour évaluer la sévérité, établir le pronostic ou suivre l’évolution de la maladie par des dosages 
répétés. 

1.7.2 Etudes à large échelle 

Plus récemment, des techniques à large échelle ont été appliquées afin de travailler sans « à 
priori » et/ou de tester simultanément un très grand nombre de molécules.  Des immuno-essais 
multiples ont d’abord été utilisés, cette technique permettant de mesurer simultanément des 
dizaines de protéines dans un liquide biologique, plasma ou LLBA. Même si elle représente un 
gain de temps important et conduit à un screening plus large, les protéines étudiées sont choisies à 
l’avance, ce que ne permet pas la découverte d’un « nouveau » marqueur dont l’intérêt n’avait 
jamais été mis en avant auparavant. Rosas (Rosas et al., 2008) a par exemple choisi de mesurer 49 
protéines incluant des cytokines, des chimiokines, des facteurs de croissance et angiogéniques, des 
MMP et des marqueurs d’apoptose. Plus récemment, Richards (Richards et al., 2012) a utilisé un 
panel plus large de 92 protéines mais de fonction similaire : cytokines, chimiokines, MMP, 
marqueurs de l’apoptose et des lésions épithéliales. Dans ces études, ces techniques ont été 
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appliquées sur une première population (« cohorte de dérivation ») afin d’identifier quelques 
marqueurs d’intérêt dont les performances ont ensuite été vérifiées dans une deuxième population 
(« cohorte de validation »). Ce processus en 2 étapes est plus contraignant et nécessite un grand 
nombre de patients bien phénotypés mais est indispensable à la validation d’un biomarqueur.  

De véritables méthodes de screening ont ensuite été appliquées à la recherche de 
biomarqueurs dans la FPI : protéomique ou transcriptomique(Rottoli et al., 2009). Le principe est 
ici d’analyser simultanément, dans un tissu ou un fluide biologique, l’ensemble des protéines ou 
des ARNm, respectivement. Ceci permet d’établir un tableau d’ensemble, un « profil » de la 
maladie, que l’on peut ensuite comparer à celui obtenu chez des individus sains ou atteints d’autres 
affections. Les techniques de protéomique ont d’abord été appliquées au LLBA afin d’en analyser 
la composition protéique(Wattiez et al., 2000). Dans l’étude de Magi(Magi et al., 2002) portant la 
FPI et la sarcoïdose, 37 protéines ou fragments protéiques ont pour la première fois été identifiés. 
La comparaison des profils obtenus dans ces deux maladies a permis de mettre en évidence 32 
spots dont l’abondance différait. Ainsi, le LLBA issu de patients avec FPI comportait une quantité 
augmentée de protéines de faible poids moléculaire, dont la plupart sont impliquées dans 
l’inflammation (comme la MIP ou la calgranulin) ou la réponse antioxydante (comme une enzyme 
peroxysomale ou la thiorédoxine péroxydase 2), profil retrouvé également dans une autre 
étude(Rottoli et al., 2005). Au contraire, peu de différences ont été observées entre la FPI et la 
forme fibrotique de pneumopathie interstitielle non spécifique(Korfei et al., 2013). Plus 
récemment, des analyses protéomiques ont été appliquées sur du tissu pulmonaire(Korfei et al., 
2011; Korfei et al., 2013), mais cette fois non pas pour la découverte de biomarqueurs, mais plus 
spécifiquement pour l’étude des mécanismes à l’origine de la fibrose. 

Concernant les techniques de transcriptomique, une première étude a mis en évidence une 
différence entre le profil d’expression génique pulmonaire chez les patients avec une forme stable 
de FPI et ceux avec une forme progressive(Boon et al., 2009); suggérant que l’analyse du 
transcriptome sur une biopsie pulmonaire au moment du diagnostic pourrait aider à prévoir 
l’évolution de la maladie chez un patient donné. Par ailleurs, dans l’étude de Yang(Yang et al., 
2012), le profil d’expression génique de la FPI, obtenu cette fois ci dans le sérum, était différent de 
celui de contrôles sains. Des différences étaient également notées entre une FPI sévère (évaluée par 
la DLCO) et une FPI discrète. Cette étude suggère que le transcriptome sanguin pourrait identifier 
la présence d’une FPI et d’en estimer l’étendue. 

Ces techniques permettent également d’identifier quelques molécules d’intérêt parmis ces 
profils (présentes en quantité très élevée, ou très faible, par rapport aux contrôles) et ainsi découvrir 
de nouveaux marqueurs encore non identifiés. L’intérêt de ces marqueurs est ensuite souvent validé 
de manière individuelle (RT-PCR quantitative s’il s’agit d’un ARNm, ELISA, immunohistochimie 
pour une protéine). Certains biomarqueurs précédemment mis en avant,  ont été retrouvés par ces 
méthodes : MMP1, MMP7, IL8 (Rosas et al., 2008; Richards et al., 2012), mais d’autres ont été 
ainsi « découverts » comme ICAM-1, VCAM-1, S100A12 (Richards et al., 2012), le facteur 
inhibiteur de la migration des macrophages (macrophage migration inhibitory factor, MIF) ou la 
calgranuline B (ou S100A9).  Une étude récente (Hara et al., 2012) a notamment comparé les 
performances diagnostiques de la calgranuline B à celles de KL-6, SP-A et SP-D. La concentration 
en calgranuline B était plus élevée dans le LLBA, mais pas dans le sérum, chez les patients atteints 
de FPI en comparaison des autres groupes. L’aire sous la courbe ROC (« receiver operating 
characteristic ») (distinction FPI/ autres pneumopathies) était de 0,972 pour la calgranuline dans le 
LLBA contre 0,571 pour KL-6, 0,684 pour SP-D et 0,726 pour SP-A. Pour une valeur seuil 
optimale de 1ng/mL en calgranuline, la sensibilité était 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 seul biomarqueur puisse apporter une 
sensibilité et une spécificité parfaites pour établir le diagnostic et le pronostic lors de FPI. 
Toutefois, la combinaison de plusieurs biomarqueurs pourrait permettre d’améliorer les 
performances globales. Ainsi, dans l’étude de Rosas (Rosas et al., 2008) la combinaison de 5 
biomarqueurs (MMP7, MMP1, MMP8, IGFBP1 et TNFRSF1A) permettait de distinguer patients 
avec FPI et contrôles avec une sensibilité de 98,6% et une spécificité de 98,6% ; performances 
supérieures à celles de chaque biomarqueur utilisé de manière individuelle. D’autres études 
comparant des patients avec différentes maladies interstitielles pulmonaires sont toutefois 
nécessaires pour confirmer l’intérêt de cette combinaison. 

 

Figure 4 : Exemple de l’utilisation combinée de plusieurs biomarqueurs sanguins pour le diagnostic 
de la fibrose pulmonaire idiopathique, d’après (Rosas et al., 2008) 

 

D’un point de vue du pronostic, une étude récente (Song et al., 2013) a évalué l’intérêt de 
combiner plusieurs biomarqueurs (MMP7, KL-6, SP-A et SP-D) par rapport à de simples 
paramètres cliniques. L’analyse multivariée a mis en évidence que MMP7 (rapport de risque 
1,056), SP-A (rapport de risque 1,011) mais également l’âge, la CVF et le degré d’extension des 
rayons de miels à la TDM-HR étaient des indicateurs de survie. Les patients avec une concentration 
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élevée à la fois en MMP7 et en SP-A avaient une survie plus courte (pourcentage de survie à 1 an 
de 59%) et une fréquence plus élevée de détérioration de la fonction respiratoire (42%) comparés à 
ceux avec une concentration élevée pour un seul des 2 biomarqueurs (taux de survie à 1 an de 81%, 
fréquence de déclin de la fonction respiratoire de 27%) ou un taux faible pour les 2 biomarqueurs 
(83,3% et 9%, respectivement). L’analyse des modèles composites indiquait que l’adjonction de 
MMP7 et de SP-A aux indicateurs cliniques standards n’apportait qu’une amélioration marginale 
pour la prédiction de la mortalité (index de concordance pour les paramètres cliniques seuls de 
0,686, en ajoutant MMP7 et SP-A : 0,730; p=0,061). L’ajout d’un troisième biomarqueur (KL-6) 
permettait de passer le seuil de significativité (index de 0,730, p=0,037). Cette étude rétrospective 
suggère que les biomarqueurs n’auraient qu’un intérêt limité dans l’établissement du pronostic ; la 
mesure d’au moins 3 biomarqueurs étant nécessaire pour améliorer la prédiction de la mortalité 
comparée aux seuls paramètres cliniques.  

1.7.4 Conclusion 

De très nombreux biomarqueurs ont ainsi été investigués ou sont en cours d’étude dans la 
FPI. Toutefois, les résultats obtenus présentent certaines limites. Tout d’abord, les critères 
diagnostiques de la FPI ont été modifiés à plusieurs reprises. Par exemple, aucune distinction 
n’était faite au départ entre la FPI et la pneumopathie interstitielle non spécifique. Ainsi, les études 
réalisées avant 2002 ou incluant des échantillons obtenus avant cette date peuvent comporter des 
patients pour lesquels le diagnostic de FPI est incertain ou erroné. De plus, les concentrations n’ont 
généralement été mesurées qu’à un seul moment, ce qui ne permet pas de suivre leur évolution au 
cours du temps et d’évaluer l’intérêt pronostique des mesures répétées. Par ailleurs, ces 
biomarqueurs sont des variables continues, une valeur seuil doit donc encore être déterminée pour 
pouvoir estimer leur sensibilité et spécificité et éventuellement les utiliser en pratique. Finalement, 
la quasi-totalité de ces biomarqueurs ont été analysés dans une seule cohorte et donc non validés 
dans une cohorte séparée. 

Ainsi, bien que de nombreuses publications suggèrent un potentiel non négligeable de ces 
biomarqueurs, leur intérêt dans l’établissement du diagnostic et du pronostic lors de FPI reste 
incertain. Leur utilité doit notamment encore être évaluée dans la pratique quotidienne au chevet 
des patients mais également dans le cadre de la recherche thérapeutique. En effet, si l’on confirme 
que certains d’entre eux peuvent prédire l’évolution de la maladie ou estimer la sévérité de la 
fibrose, ils pourront être très utiles dans les études cliniques pour évaluer précocement l’efficacité 
d’un traitement et ainsi limiter la durée et les coûts associés à ces études. 

Dans cette optique, une étude est en cours (PROFILE pour « Prospective observation of 
fibrosis in the lungs clinical endpoints », identifiant : NCT01134822 (Maher, 2013)) afin de 
collecter un maximum de données sur le phénotype des patients avec FPI au cours du temps. Le 
premier objectif de cette étude est de valider de manière prospective les biomarqueurs identifiés 
précédemment sur une population de grande taille et parfaitement phénotypée. Les techniques de 
biologie moléculaire à large échelle (protéomique, transcriptomique) seront ensuite appliquées à 
des échantillons prélevés sur cette population afin d’identifier une empreinte de la FPI et ainsi 
mieux comprendre sa pathogénie et identifier de futures cibles thérapeutiques.  Cette étude devrait 
également permettre d’analyser de manière prospective l’évolution de la maladie dans l’objectif de 
déterminer des critères cliniques et biologiques pour les utiliser par la suite dans les études 
cliniques. Une autre étude est également en cours («Genomic and Proteomic Analysis of Disease 
Progression in Idiopathic Pulmonary Fibrosis IPF(GAP) », identifiant : NCT00373841)  et va 
utiliser spécifiquement les techniques de génomique et de protéomique. Les marqueurs génétiques 
et biologiques obtenus seront corrélés avec l’évolution des symptômes dans le but de pouvoir 
identifier les patients qui connaitront un déclin rapide de la fonction respiratoire. 
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1.8 Traitement 

Le traitement de la FPI fait l’objet d’une recherche intensive depuis les dernières 
décennies, néanmoins aucune thérapeutique n’a pour l’instant fait preuve de son efficacité. 
Plusieurs études ont ainsi testé l’impact de thérapies immunomodulatrices, d’anticoagulants, 
d’antagonistes de récepteurs de l’ET1, de vasodilatateurs, d’antifibrotiques et d’inhibiteurs de 
différentes cytokines, sans succès (Rafii et al., 2013). Il a été démontré que l’utilisation des 
corticostéroïdes n’avait aucun intérêt, tandis que la trithérapie (prednisone, azathioprine et N-
acétylcystéine), longtemps préconisée, s’est récemment révélée délétère (Raghu et al., 2012) et 
n’est donc plus recommandée. La N-acétylcystéine ne semble pas non plus avoir d’intérêt en 
monothérapie (Martinez et al., 2014). Une molécule, la pirfénidone, a récemment obtenu 
l’autorisation de mise sur le marché pour le traitement de la FPI au Japon puis en Europe. Ses 
propriétés anti-fibrotiques, anti-oxydantes et anti-inflammatoires ont été bien établies dans les 
modèles murins de fibrose. Dans une étude japonaise sur des patients atteints de FPI, la pirfénidone 
ralentissait le déclin de la fonction respiratoire (Taniguchi et al., 2010) et une étude récente (King 
et al., 2014) a confirmé que l’administration de pirfénidone permettait de ralentir l’évolution de la 
maladie, telle que reflétée par l’évaluation de la fonction pulmonaire, de la tolérance à l’exercice et 
de la survie sans progression chez les patients traités par rapport à un groupe placebo. Les 
inhibiteurs des tyrosines kinases sont également évalués dans le traitement de la FPI; on peut 
notamment citer la nintedanib pour laquelle deux essais cliniques de phase 3(Richeldi et al., 2014) 
ont récemment mis en évidence une réduction du déclin de la CVF, suggérant un effet positif sur la 
progression de la maladie. La transplantation pulmonaire est toutefois la seule intervention ayant à 
l’heure actuelle prouvée son efficacité en termes de prolongation de la survie (Rafii et al., 2013). 

Les résultats de ces recherches sont d’autant plus décevants que des résultats très 
prometteurs avaient été obtenus dans des modèles murins de fibrose pulmonaire, démontrant les 
limites de ce type de modèle expérimentaux (Moeller et al., 2008). Afin d’avancer dans la 
recherche d’un traitement de la FPI, il semble important de définir d’autres modalités ou modèles 
pour tester les molécules d’intérêt mais également de mieux les sélectionner. Cette sélection passe 
avant tout par une meilleure compréhension des processus conduisant et perpétuant le phénomène 
de fibrose. De nombreuses avancées ont été faites dernièrement dans ce domaine et il est probable 
que d’autres molécules arriveront bientôt sur le marché. Une stratégie thérapeutique efficace de la 
FPI ciblera probablement non pas un mais plusieurs de ces mécanismes. 

1.9 Etio-pathogénie 

Des formes familiales (c’est-à-dire affectant 2 membres ou plus d’une même famille) ont 
été reportées dans la FPI, bien qu’elles correspondent à moins de 5% des cas (Bitterman et al., 
1986; Marshall et al., 2000b; Hodgson et al., 2002; Lee et al., 2005; Allam et Limper, 2006). Les 
critères diagnostiques des formes familiales sont les mêmes que pour les formes sporadiques et ces 
deux formes ne sont d’ailleurs pas discernables d’un point de vue clinique ou histologique 
(Marshall et al., 2000b; Hodgson et al., 2002; Lee et al., 2005). Toutefois les formes familiales 
peuvent apparaitre de manière plus précoce (Mageto et Raghu, 1997; Marshall et al., 2000b; 
Hodgson et al., 2002), et les études de transcriptomique ont identifié des profils d’expression 
génique différents dans ces deux formes (Yang et al., 2007a). 

1.9.1 Facteurs de risque 

Bien que la FPI soit, par définition, une affection dont l’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 été associé avec une grande variété de 
facteurs environnementaux(Iwai et al., 1994; Baumgartner et al., 1997; Hubbard et al., 2000; 
Hubbard, 2001; Miyake et al., 2005; Steele et al., 2005; Taskar et Coultas, 2006; Gustafson et al., 
2007) ; en particulier le tabac, les poussières de métal et de bois. Le travail d’agriculteur ou de 
coiffeur, le travail de la pierre, l’élevage d’oiseaux, ou l’exposition à des poussières animales ou 
végétales ont également été associés avec la FPI (Baumgartner et al., 1997). La découverte de 
particules inorganiques dans les nœuds lymphatiques des patients avec FPI supporte cette 
hypothèse (Kitamura et al., 2007). Toutefois ces résultats doivent être interprétés avec précaution, 
ces études épidémiologiques étant toujours sujettes à de nombreux biais et limitations. 

1.9.1.2 Agents infectieux 

Plusieurs études ont investigué le possible rôle des infections virales chroniques dans 
l’étiologie de la FPI(Ueda et al., 1992; Irving et al., 1993; Egan et al., 1995; Meliconi et al., 1996; 
Kuwano et al., 1997; Wangoo et al., 1997; Yamaguchi et al., 1997; Yonemaru et al., 1997; Stewart 
et al., 1999; Tsukamoto et al., 2000; Lok et al., 2001; Idilman et al., 2002; Kelly et al., 2002; Arase 
et al., 2003; Tang et al., 2003; Miyake et al., 2005; Procop et al., 2005; Zamo et al., 2005). La 
plupart se sont focalisées sur les virus d’Epstein-Barr(Egan et al., 1995; Kuwano et al., 1997; 
Wangoo et al., 1997; Stewart et al., 1999; Tsukamoto et al., 2000; Lok et al., 2001; Kelly et al., 
2002; Tang et al., 2003; Zamo et al., 2005) et de l’hépatite C(Ueda et al., 1992; Irving et al., 1993; 
Meliconi et al., 1996; Yamaguchi et al., 1997; Idilman et al., 2002; Arase et al., 2003; Miyake et 
al., 2005). Malgré ce grand nombre d’études, une conclusion définitive sur le rôle des agents 
infectieux dans le développement de la FPI n’a toutefois pas encore été établie. 

1.9.1.3 Reflux gastroœsophagien 

Plusieurs études ont suggéré qu’un reflux gastroœsophagien anormal, en entrainant des 
microaspirations, est un facteur de risque de FPI (Gribbin et al., 2009; Lee et al., 2010). Du reflux 
gastroœsophagien est fréquemment observé chez les patients avec FPI (Tobin et al., 1998; Patti et 
al., 2005; Raghu et al., 2006a). Ces reflux sont les plus souvent asymptomatiques (Tobin et al., 
1998; Raghu et al., 2006a) et la présence de régurgitation ou de sensation de brulure au niveau de 
la poitrine ne permet pas des distinguer les patients avec ou sans reflux (Patti et al., 2005). 
Toutefois, les reflux gastroœsophagiens sont également fréquents dans la population générale et 
chez des individus avec d’autres maladies pulmonaires avancées (D'ovidio et al., 2005; Fortunato 
et al., 2008). Le rôle des reflux gastroœsophagiens doit donc encore être déterminé. 

1.9.1.4 Facteurs génétiques 

1.9.1.4.1 Formes familiales 
Le mode de transmission le plus probable est de type autosomal dominant avec pénétrance 

incomplète (Musk et al., 1986; Lee et al., 2005; Steele et al., 2005; Allam et Limper, 2006; Rosas 
et al., 2007). Un lien avec le chromosome 14 a été suggéré (Musk et al., 1986). Toutefois, les 
associations les plus fortes ont été retrouvées avec des mutations dans le gène de la protéine C du 
surfactant (Thomas et al., 2002). Des mutations rares de la protéine A2 du surfactant ont également 
été associées avec les formes familiales de fibrose pulmonaire et les cancers du poumon (Wang et 
al., 2009) ; le locus a été découvert par analyse des liaisons génétiques dans un large pédigrée  et 
deux mutations ont été identifiées par séquençage des gènes candidats à l’intérieur du locus. Des 
rapports récents ont documenté l’existence de variants dans les gènes de la télomérase (TERC et 
TERT). Ces mutations sont retrouvées jusque dans 15% des cas de fibrose pulmonaire familiale 
(Armanios et al., 2007; Tsakiri et al., 2007; Cronkhite et al., 2008; Mushiroda et al., 2008). Une 
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étude d’association sur génome entier réalisée sur 82 familles avec des cas de FPI a mis en 
évidence un lien entre la maladie et un SNP sur le chromosome 11(Seibold et al., 2011). Une 
analyse plus précise a révélé qu’un allèle particulier (rs35705950) juste en amont du gène MUC5B 
était retrouvé chez 34% des individus avec une fibrose pulmonaire familiale. 

1.9.1.4.2 Formes sporadiques 
L’association avec les mutations de la protéine C du surfactant n’a pas été retrouvée chez 

les patients avec une forme sporadique (Lawson et al., 2004; Markart et al., 2007). Les mutations 
de TERT et TERC sont retrouvées dans 3% des cas de formes sporadiques de FPI. Toutefois, bien 
que ces mutations n’affectent qu’une faible minorité de patients, une proportion beaucoup plus 
importante a des télomères de taille diminuée (Alder et al., 2008). Le SNP en amont du gène 
MUC5 a également été retrouvé chez 38% des cas d’une cohorte de patients avec une FPI 
sporadique et seulement 9% des individus sains (Seibold et al., 2011). L’expression pulmonaire en 
MUC5B était 37,4 fois plus importante chez les individus sains comportant au moins un allèle 
muté rs35705950 par rapport aux individus sains homozygotes sauvages. Une analyse 
indépendante a également révélé l’association de cet allèle avec la forme sporadique de la FPI dans 
deux cohortes (Zhang et al., 2011) avec présence du SNP chez 34% des cas contre seulement 11% 
des individus contrôles. Toutefois, il reste à déterminer comment la surexpression de MUC5B 
pourrait contribuer au développement de la fibrose. 

Des polymorphismes dans des gènes codant pour des cytokines (interleukine 1α, tumor 
necrosis factor α (TNFα), lymphotoxine α, IL4, IL6, IL8, IL10 et IL12(Renzoni et al., 2000; Whyte 
et al., 2000; Freeburn et al., 2001; Pantelidis et al., 2001; Hutyrova et al., 2002; Latsi et al., 2003; 
Whittington et al., 2003; Riha et al., 2004; Vasakova et al., 2006; Vasakova et al., 2007), des 
enzymes (antitrypsine α1(Geddes et al., 1977; Hubbard et al., 1997), enzyme de conversion de 
l’angiotensine(Morrison et al., 2001), des molécules profibrotiques (TGFB1(Xaubet et al., 2003)), 
des protéines des voies de la coagulation (inhibiteurs 1 et 2 de l’activateur du plasminogène), des 
protéines du surfactant (SP-A, SP-B(Selman et al., 2003) mais pas SP-C), des protéines 
immunomodulatrices (récepteur 1 du complément, NOD2/CARD15(Zorzetto et al., 2005)) et une 
métalloprotéase de la matrice (MMP1(Checa et al., 2008)) ont été retrouvés avec une fréquence 
augmentée chez les patients avec une FPI sporadique. Nombre d’entre eux ont également été 
associés à la progression de la maladie. Toutefois, aucun de ces résultats n’a été confirmé par la 
suite. Les haplotypes de l’antigène HLA de classe I et II ont une distribution déséquilibrée au sein 
des patients avec FPI (Falfan-Valencia et al., 2005) et l’origine ethnique pourrait également avoir 
un rôle dans l’évolution de la maladie (Lederer et al., 2006). Les résultats d’une étude d’association 
sur génome entier sur des patients avec pneumopathies interstitielles idiopathiques fibrosantes ont 
été publiés récemment (Fingerlin et al., 2013). Cette étude a confirmé une association avec TERT, 
MUC5B et TERC et a identifié 7 nouveaux loci associés avec la fibrose pulmonaire : FAM13A, 
DSP, OBFC1, ATP11A, DPP9 et 2 régions situées en 7q22 et 15q14-15.  

Ces études d’association doivent encore être investiguées dans de plus grandes cohortes et, 
pour l’instant, aucun facteur génétique n’a été associé de manière systématique aux cas sporadiques 
de FPI. 

1.9.2 Mécanismes et voies impliqués dans la pathogénie de la FPI 

Le concept sur la pathogénie de la FPI a évolué ces dernières années. Un phénomène 
inflammatoire chronique a été d’abord été évoqué (Bitterman et al., 1983). Une des hypothèses qui 
prévalent à l’heure actuelle est celle d’une cicatrisation aberrante secondaire à une atteinte initiale 
et probablement répétée de l’épithélium alvéolaire (Selman et al., 2001). D’autres concepts récents 
font référence à un processus multifactoriel et hétérogène incluant une sénescence cellulaire en 
particulier des cellules épithéliales alvéolaires (CEA), un stress oxydatif, un stress du réticulum 
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endoplasmique, une altération des voies de la coagulation et de l’angiogenèse, une plasticité 
cellulaire accrue ou l’épigénétique (Ding et al., 2011; King et al., 2011; Wolters et al., 2013). Chez 
un sujet prédisposé génétiquement ou épigénétiquement, l’exposition à des agents lésionnels 
pourrait induire des altérations phénotypiques des cellules pulmonaires. Ces altérations 
conduiraient à des interactions anormales entre épithélium et mésenchyme et finalement à la 
fibrose. La FPI peut donc être considérée comme un problème d’une homéostasie altérée et d’une 
communication aberrante entre les différentes cellules pulmonaires. Ces mécanismes complexes 
font l’objet d’une littérature très abondante et seules les voies principales et en rapport avec la suite 
de notre travail seront présentées ici. 

Figure 5 : Pathogénie de la fibrose pulmonaire idiopathique, d’après (Ding et al., 2011) 

 

AT: alveolar epithelial cell; GERD: gastro-oesophageal reflux disease 

1.9.2.1 Inflammation 

Le rôle que joue l’inflammation dans le développement de la fibrose est incertain 
(Bringardner et al., 2008). La plupart des modèles expérimentaux murins de fibrose (par exemple 
suite à l’administration de bléomycine) présentent une réponse inflammatoire précoce et 
exubérante, suivie par un processus inflammatoire plus chronique. Dans l’hypothèse d’atteintes 
lésionnelles répétées de l’épithélium, on peut présumer qu’une inflammation accompagne ces 
lésions. Il est toutefois probable que ces lésions initiales aient lieu des années avant que le patient 
ne commence à présenter des symptômes et que la réponse inflammatoire initiale se soit dissipée au 
moment du diagnostic (Loomis-King et al., 2013).  Une réponse immunitaire adaptative dérégulée 
et l’inflammation secondaire pourraient participer à la pathogénie de la FPI.  
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1.9.2.2 Lésions et activation de l’épithélium alvéolaire 

Les cellules épithéliales alvéolaires (CEA) de type I recouvrent la majeure partie de la 
surface alvéolaire. Quand les CEA de type I sont lésées ou manquantes, les CEA de type II 
subissent une prolifération hypertrophique afin de recouvrir la membrane basale exposée. Si ce 
processus est inefficace, les alvéoles peuvent se collaber et se consolider. Lors d’une cicatrisation 
normale, les CEA de type II hypertrophiques subissent par la suite une apoptose régulée et les 
cellules restantes prolifèrent et se différencient pour devenir des CEA de type I.  

Un point commun de la plupart des mutations identifiées dans la FPI est qu’elles affectent 
des gènes qui sont soit exprimés par les CEA (SP-A, SP-C, MUC5B) soit qui entrainent des 
changements moléculaires identifiés à leur niveau (TERT, TERC) (Wolters et al., 2013). Par 
exemple, les mutations affectant les gènes du surfactant sont associées à une instabilité des 
protéines après traduction. Ces protéines du surfactant mutées ne peuvent pas former de polymères 
organisés et sont retenues de manière anormale dans le réticulum endoplasmique des CEA (Wolters 
et al., 2013); leur accumulation peut entrainer des lésions au sein de ces cellules (King et al., 2011). 
Les mutations des gènes TERC et TERT peuvent entrainer une diminution de la taille des 
télomères et à terme ainsi entrainer l’apoptose cellulaire, donc la mort des CEA. Les différents 
facteurs de risques environnementaux évoqués précédemment(Lee et al., 2010; Raghu et al., 2011), 
mais également les infections virales chroniques (en particulier herpétique)(Kelly et al., 2002; Tang 
et al., 2003; Korfei et al., 2008; Lawson et al., 2008) pourraient également contribuer aux lésions 
de l’épithélium et à l’induction d’une apoptose dans la FPI. Les patients avec FPI ont donc une 
perte importante des pneumocytes de type I. De plus, la différenciation des CEA de type II en CEA 
de type I, indispensable pour rétablir un épithélium alvéolaire fonctionnel, est défectueuse dans la 
FPI, peut-être à cause d’anomalies sous-jacentes de la matrice extracellulaire et d’une interruption 
de la membrane basale de l’épithélium (King et al., 2011). Cette perte en CEA de type I pourrait 
provoquer une réduction de la concentration en certaines molécules antifibrotiques, normalement 
produites par les CEA, en particulier la cavéoline-1(Wang et al., 2006). Par ailleurs, le « receptor 
for advanced glycation end products » (RAGE) est aussi en quantité diminuée lors de FPI. Le 
RAGE est un membre des immunoglobulines de la superfamille des récepteurs cellulaires de 
surface, qui est normalement abondamment exprimé par les CEA de type I (Fehrenbach et al., 
1998; Demling et al., 2006). La perte de ce récepteur pourrait résulter en une diminution de 
l’attachement de ces cellules à la membrane basale, empêchant ainsi la ré-épithélialisation. 

Malgré l’existence de lésions et d’une apoptose épithéliales, un nombre accru de CEA 
hypertrophiques est une des caractéristiques de la FPI(King et al., 2011). Les cellules épithéliales 
sont hautement actives et entrainent une dysrégulation du processus de cicatrisation qui semble en 
permanence activé malgré la disparition du stimulus primaire(Selman et al., 2001). Dans des 
circonstances pathologiques et en présence du TGFB1, les fibroblastes s’accumulent dans les zones 
lésées et se différencient en myofibroblastes exprimant l’αSMA (α smooth muscle actin) et 
sécrétant du collagène et d’autres protéines de la matrice extracellulaire (Society, 2002). L’examen 
histologique des tissus atteints met d’ailleurs en évidence que les CEA à proximité des foyers 
fibroblastiques sont souvent hypertrophiques et anormales au lieu de connaitre une réparation 
appropriée (Noble et al., 2012).  

1.9.2.3 Stress oxydatif et stress du réticulum endoplasmique 

Le stress oxydatif correspond à un déséquilibre entre la production des radicaux libres 
(dérivés réactifs de l’oxygène et du nitrogène) et la capacité des tissus à les détoxifier notamment 
grâce aux molécules antioxydantes (superoxyde dismutases, glutathion) (Ding et al., 2011). Les 
radicaux libres provoquent des dommages directs sur l’ADN, l’oxydation des acides gras 
polyinsaturés au niveau des membranes cellulaires et l’inactivation d’enzymes. La surproduction 
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relative de radicaux libres altère les phénotypes cellulaires et entraine à terme des dommages 
tissulaires (Lambeth, 2007). Elle peut également influencer l’apparition d’un microenvironnement 
favorisant la fibrose au lieu de la régénération. En effet, un stress oxydatif exagéré peut entrainer 
une induction prématurée de la sénescence cellulaire (Dasari et al., 2006; Macnee, 2009), et les 
fibroblastes peuvent acquérir un phénotype résistant à l’apoptose en conséquence de cette 
sénescence (Wang, 1995; Campisi et D'adda Di Fagagna, 2007). Ces fibroblastes en sénescence 
arrêtent leur réplication tout en restant actifs sur le plan métabolique et génèrent des quantités 
importantes de radicaux libres (Toussaint et al., 2000). Le peroxyde d’hydrogène ainsi produit par 
les myofibroblastes peut avoir des effets profibrotiques localement en induisant l’apoptose des 
cellules épithéliales (Larios et al., 2001; Waghray et al., 2005). Les résultats de différentes études 
ont démontré que les poumons sont le siège d’un déséquilibre oxydatif important lors de FPI, 
probablement suite à une augmentation en molécules oxydantes associée à un déficit extracellulaire 
en glutathion (Kuwano et al., 1996; Montuschi et al., 1998; Kuwano et al., 2003; Kinnula et al., 
2005). En effet, la charge oxydante est augmentée au niveau tissulaire (Cantin et al., 1987; Jack et 
al., 1996) et des taux élevés en H2O2 et en 8-isoprostane ont été retrouvés dans l’air expiré par les 
patients atteints (Psathakis et al., 2006). En mesurant les peroxydes d’hydrogène sériques, Daniil a 
identifié une concentration plus élevée de radicaux libres circulants chez les patients avec FPI 
comparés à des contrôles sains d’âge similaire. Cette concentration était également inversement 
corrélée avec le volume pulmonaire et la DLCO (Daniil  et al., 2008). 

Le stress oxydatif a également été proposé comme mécanisme potentiel de déclenchement 
d’un stress du réticulum endoplasmique (Korfei et al., 2008).  Le réticulum endoplasmique est un 
compartiment cellulaire où les protéines membranaires et sécrétées sont produites, assemblées et 
maturent avant d’être prises en charge par l’appareil de Golgi. Le stress du réticulum 
endoplasmique apparait  lors de déséquilibre entre la demande cellulaire en synthèse protéique et la 
capacité du réticulum endoplasmique à  synthétiser ces protéines. Dans ce cas, une réponse 
cellulaire est activée, appelée la « unfolded protein response (UPR) ». Quand cette réponse ne suffit 
pas à combler la demande, une UPR terminale est activée et la cellule se sacrifie par déclenchement 
des voies de l’apoptose (Ding et al., 2011). Différentes études ont mis en évidence que des 
marqueurs de l’UPR sont en quantité augmentée dans les cellules épithéliales alvéolaires de type II 
(Korfei et al., 2008; Lawson et al., 2008; Cha et al., 2012). Bien qu’il y ait des évidences fortes 
pour une activation de l’UPR au niveau des CEA chez les patients avec FPI, il reste encore à 
déterminer si cette activation suffit au développement de la fibrose.  

D’autres causes possibles d’un stress du réticulum endoplasmique ont été identifiées chez 
les patients avec FPI, telles que les mutations de SP-A et SP-C(Bridges et al., 2006; Maitra et al., 
2010; Lawson et al., 2011; Tanjore et al., 2011) ou la production de protéines virales 
herpétiques(Lawson et al., 2008). Toutefois d’autres causes doivent encore être identifiées car les 
mutations des gènes du surfactant ne sont retrouvées que dans un faible pourcentage des cas et les 
herpès virus ne sont présents que chez une partie des patients atteints (Lawson et al., 2008; Kropski 
et al., 2012). 

1.9.2.4 Communication entre épithélium et mésenchyme 

Dans les conditions normales d’homéostasie, il semble que ces CEA de type I contrôlent 
les cellules mésenchymateuses par la sécrétion de différents médiateurs et par contact cellulaire 
direct. Une altération de cette communication pourrait également intervenir dans la pathogénie de 
la FPI (Wolters et al., 2013). Dans les poumons sains ou atteints de FPI, les cellules épithéliales et 
les fibroblastes sont accolés, notamment au niveau des foyers fibroblastiques où une couche de 
cellules épithéliales recouvrent les fibroblastes. Dans ces zones, les cellules épithéliales pourraient 
ainsi agir sur les fibroblastes directement en libérant différents médiateurs solubles. Des évidences 
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fortes indiquent ainsi que les CEA sont la source principale de médiateurs agissant comme facteurs 
chimiotactiques ou mitogènes pour les cellules mésenchymateuses, incluant le facteur dérivé des 
plaquettes (platelet-derived growth factor, PDGF), le TGFB1, le TNFα et l’ET1 (Selman et Pardo, 
2006; King et al., 2011). Ces facteurs contribuent notamment à la migration, la prolifération et la 
différenciation des cellules mésenchymateuses résidentes. Un exemple est la libération de TGFB1 
par les cellules épithéliales (Xu et al., 2003) et son activation par l’intégrine épithéliale ανβ6 ; le 
TGFB1 actif convertit ensuite les fibroblastes en myofibroblastes exprimant l’αSMA. Le PDGF 
peut contribuer à la fibrose en stimulant la prolifération des fibroblastes (Bergeron et al., 2003; 
Hetzel et al., 2005). Les autres médiateurs solubles produits par les cellules épithéliales qui peuvent 
agir sur les fibroblastes adjacents sont les protéines Wnt (Wolters et al., 2013). 

1.9.2.5 Fibroblastes 

Tout comme les CEA, les fibroblastes sont considérés comme centraux dans la pathogénie 
de la FPI. Ils sont retrouvés en nombre augmenté et sous un phénotype activé dans l’interstitium 
(King et al., 2011; Wolters et al., 2013). Les différents mécanismes cellulaires pouvant conduire à 
l’accumulation de fibroblastes et de myofibroblastes dans les poumons avec FPI incluent 
l’expansion de cellules mésenchymateuses résidentes, la transition épithélio-mésenchymateuse 
(TEM) et la différenciation de précurseurs circulants : les fibrocytes. Alors que le rôle de 
l’accumulation et l’activation des fibroblastes résidents quiescents dans la pathogénie de la FPI est 
bien établi, la contribution de la TEM et des fibrocytes circulants à cette accumulation est moins 
claire.  

1.9.2.5.1 Origine des fibroblastes 

1.9.2.5.1.1 Transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) 
La TEM est le processus par lequel des cellules épithéliales acquièrent des caractères 

moléculaires et physiologiques normalement associés aux cellules mésenchymateuses (Wolters et 
al., 2013). Ce processus intervient dans trois contextes : le développement, les processus cancéreux 
et la fibrose (Kim et al., 2006c; Willis et Borok, 2007; Kage et Borok, 2012). L’homéostasie 
normale d’un tissu ne nécessite pas la TEM ; au contraire, la TEM est activée lors de lésions ou de 
remodelage tissulaires (Kalluri et Neilson, 2003; Willis et Borok, 2007). L’existence d’une TEM 
des cellules alvéolaires lors de FPI a été suspectée suite à la mise en évidence dans le tissu 
pulmonaire d’une co-localisation par immunohistochimie de protéines associées aux cellules 
épithéliales et aux cellules mésenchymateuses (Willis et al., 2005; Kim et al., 2006c; Marmai et al., 
2011). Bien que ces résultats indiquent que les cellules épithéliales peuvent acquérir des 
caractéristiques propres aux cellules mésenchymateuses dans les poumons avec FPI, la contribution 
de ces changements dans le processus de fibrose reste indéterminée. Que ces cellules épithéliales 
acquièrent suffisamment ou pas assez de marqueurs mésenchymateux pour être classées comme 
fibroblastes est encore sujet à controverse, notamment car il n’existe pas à l’heure actuelle de 
marqueurs spécifiques pour les fibroblastes (Ding et al., 2011; Wolters et al., 2013).  

Une relation entre activation de l’UPR et TEM a été reportée (Tanjore et al., 2011; Zhong 
et al., 2011). En effet, quand les CEA sont exposées à des inducteurs du stress du réticulum 
endoplasmique, elles changent de morphologie et diminuent l’expression de marqueurs épithéliaux 
tout en augmentant celle de marqueurs mésenchymateux. 

1.9.2.5.1.2 Fibrocytes circulants 
Les fibrocytes sont des cellules mésenchymateuses dérivées de la moelle osseuse qui 

peuvent être identifiées dans la circulation ou dans les tissus grâce à leur co-expression de 
marqueurs des précurseurs des cellules hématopoïétiques (CD34 ou CD45) et des cellules 
mésenchymateuses (collagène de type I, fibronectine) (Bucala et al., 1994). Il a été proposé que les 
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fibrocytes contribuent au développement de la fibrose pulmonaire, soit directement en produisant 
des protéines de la matrice extracellulaire (collagène de type I et III), soit en se différenciant en 
fibroblastes ou myofibroblastes, soit en produisant des cytokines induisant la déposition de 
collagène (Strieter et al., 2009; Maharaj et al., 2012). Les fibrocytes ont été retrouvés dans la 
circulation (Mehrad et al., 2007; Andersson-Sjoland et al., 2008; Moeller et al., 2009) et le 
parenchyme pulmonaire (Andersson-Sjoland et al., 2008) des patients avec FPI. Une augmentation 
de la quantité de fibrocytes circulants a été corrélée avec les épisodes d’exacerbation aigue 
(Moeller et al., 2009) et ce taux élevé retournait à la valeur de base une fois l’épisode résolu. De 
plus, les patients pour lesquels les fibrocytes représentaient plus de 5% des leucocytes avaient un 
pronostic plus mauvais que ceux avec un pourcentage inférieur. 

L’épithélium alvéolaire pourrait jouer un rôle dans le recrutement de ces fibrocytes lors de 
FPI. Les fibrocytes expriment les récepteurs des chimiokines CXCR4, récepteur membranaire de la 
chimiokine CXCL12 (Andersson-Sjoland et al., 2008; Strieter et al., 2009) et CCR2, récepteur de 
la chimiokine CCL2 (Ekert et al., 2011). Lors de FPI, l’épithélium alvéolaire exprime le CXCL12, 
un ligand pour CXCR4 (Mehrad et al., 2007; Andersson-Sjoland et al., 2008). De plus, les taux 
circulants en CXCL12 sont augmentés dans le plasma des patients avec FPI (Mehrad et al., 2007; 
Andersson-Sjoland et al., 2008). Lors de FPI, l’épithélium alvéolaire exprime également le CCL2 
(Mercer et al., 2009), un ligand pour CCR2. Ces observations suggèrent que les fibrocytes 
circulants pourraient être recrutés au niveau pulmonaire dans la FPI par l’intermédiaire de l’axe 
CXCR4/ CXCL12 et/ou CCL2/ CCR2 et pourraient contribuer au développement de la fibrose 
pulmonaire (Wolters et al., 2013). 

Figure 6 : Sources cellulaires des fibroblastes lors du développement de la fibrose pulmonaire 
idiopathique, d’après (King et al., 2011) 

 

CXCL12 chimiokine ligand 12(CXC family); CXCR4: receptor 4 of the CXC family; PDGF: platelet-derived 
growth factor; TGFβ: transforming growth factor beta 

1.9.2.5.2 Activation des fibroblastes 
Les fibroblastes présents dans l’interstitium lors de FPI sont majoritairement des 

myofibroblastes (Scotton et Chambers, 2007). Il s’agit d’un phénotype activé et contractile, avec un 
potentiel profibrotique accru. Comparés aux fibroblastes résidents, les myofibroblastes secrètent 
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une quantité excessive de matrice extracellulaire, incluant du collagène de type I (Klingberg et al., 
2013), entrainant ainsi la fibrose et le remodelage pulmonaire. Les myofibroblastes activés 
sécrètent de l’angiotensinogène et du peroxyde d’hydrogène qui participent à l’apoptose des 
cellules épithéliales. Ils produisent également des métalloprotéases de la matrice, telles que MMP2 
ou MMP9, qui sont impliquées dans la rupture de la membrane basale (Wang et al., 1999b; 
Waghray et al., 2005). Les trois facteurs principaux induisant la différenciation des fibroblastes en 
myofibroblastes sont les stress mécaniques, une augmentation locale de la concentration en TGFB1 
activé et la présence de protéines de la matrice dont la fibronectine (Hinz et al., 2007).  

D’une manière plus globale, les dysfonctions épithéliales et la signalisation aberrante entre 
l’épithélium et le mésenchyme conduisent à l’activation des fibroblastes et par la suite au dépôt et 
au remodelage de la matrice extracellulaire (Wolters et al., 2013).  L’activation chronique de ces 
fibroblastes semble contribuer au développement de la fibrose, notamment par l’acquisition d’une 
résistance à l’apoptose et d’un phénotype invasif (Ramos et al., 2001; Xia et al., 2008; Maher et 
al., 2010; Li et al., 2011c). Durant la cicatrisation normale, les fibroblastes sont éliminés par 
l’activation des voies de l’apoptose. Ce mécanisme de clairance des fibroblastes limite la 
déposition continue de la matrice et donc la fibrose. Au contraire de fibroblastes normaux, les 
fibroblastes dans la FPI résistent à l’apoptose quand ils sont exposés au ligand FAS (Maher et al., 
2010) et ont de plus grandes capacités de prolifération. Les fibroblastes dans la FPI pourraient être 
protégés de l’apoptose entre autre grâce à la présence de TGFB1 et d’ET1 (Kulasekaran et al., 
2009) ou à la présence de faibles taux de cyclooxygénase 2 (COX-2) (Wilborn et al., 1995). 
Toutefois, les raisons pour lesquelles fibroblastes et myofibroblastes survivent alors que les CEA 
meurent au sein du même microenvironnement n’ont pas encore été élucidées (Thannickal et 
Horowitz, 2006), le terme de paradoxe de l’apoptose étant employé. Une explication envisagée est 
qu’une déficience en prostaglandine E2, classiquement observée lors de FPI, pourrait augmenter la 
sensibilité des CEA à l’apoptose mais diminuer celle des fibroblastes (Maher et al., 2010). 

Figure 7 : Foyers fibroblastiques : formation et conséquences, d’après (King et al., 2011) 

 

CTGF: connective tissue growth factor; ET1: endothelin-1; insulin growth factor-binding protein; MMP: 
matrix metalloproteinase; TGFβ1: transforming growth factor beta 1 
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1.9.2.6 Rôle de la matrice extracellulaire 

La matrice extracellulaire est profondément altérée dans les poumons atteints de FPI. Une 
autre explication pour la progression de la FPI est que la matrice remodelée de manière 
pathologique contient des molécules qui induisent les cellules mésenchymateuses à libérer des 
composants supplémentaires de la matrice extracellulaire (Wolters et al., 2013). Il est possible 
qu’au-delà d’un seuil critique de matrice extracellulaire déposée, un rétrocontrôle positif s’installe 
avec une auto amplification du dépôt et de remodelage de la matrice (Wolters et al., 2013). Une 
étude microdamier récente, à partir d’une matrice décellularisée issue de poumons atteints de FPI, a 
mise en évidence plus de 40 protéines sur ou sous-exprimées (Booth et al., 2012). Beaucoup de ces 
protéines sont connues pour activer des voies de signalisation dans les cellules qui les ont sécrétées 
(Wolters et al., 2013). De plus, la matrice extracellulaire est nettement plus rigide lors de la FPI 
comparée à des poumons contrôles (Booth et al., 2012). Il semblerait que lorsque les fibroblastes 
sont cultivés sur une matrice rigide, ils adoptent spontanément un phénotype de myofibroblastes 
activés (Liu et al., 2010b; Booth et al., 2012; Marinkovic et al., 2013), incluant une expression 
augmentée de l’αSMA et diminuée pour la COX-2 ; caractéristique des fibroblastes de la FPI. 

Il est donc suspecté que des changements dans la composition ou la rigidité de la matrice 
extracellulaire contribuent à la propagation de la fibrose pulmonaire (Wolters et al., 2013). Il reste 
toutefois à déterminer si ces changements dans les protéines de la matrice extracellulaire sont en 
relation avec les cellules épithéliales et s’ils sont suffisants 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 pathogénie de la FPI est l’activation de la 
cascade de la coagulation, qui a différents effets profibrotiques (Selman et Pardo, 2006; 
Borensztajn et al., 2008). Suite à une lésion pulmonaire, il y a une fuite capillaire de protéines, dont 
du fibrinogène et de la fibronectine, vers l’espace interstitiel et alvéolaire, avec formation d’une 
matrice provisoire (caillot) (King et al., 2011). Dans la FPI, le complexe facteur tissulaire- facteur 
VIIa et facteur X s’assemble sur l’épithélium alvéolaire, permettant l’activation du facteur X. Le 
facteur X activé convertit la prothrombine en thrombine, qui à son tour, clive le fibrinogène en 
fibrine. De plus, les cellules épithéliales sécrètent l’inhibiteur de l'activateur du plasminogène 1 
(PAI-1), qui contribue à la création d’un microenvironnement antifibrinolytique et 
hypercoagulable ; empêchant ainsi la dégradation de la matrice provisoire. La persistance du caillot 
et les protéases activées de la cascade de coagulation stimulent plusieurs mécanismes impliqués 
dans le remodelage fibrotique des tissus. Par exemple, la matrice provisoire, formée de fibrine et de 
fibronectine, peut stimuler la TEM, même en l’absence de TGFB1 (Kim et al., 2006c). De plus, la 
thrombine et le facteur X activé induisent la différenciation des fibroblastes pulmonaires en 
myofibroblastes par l’intermédiaire du récepteur PAR1 (proteinase-activated receptor 1) 
(Bogatkevich et al., 2001; Scotton et al., 2009). Ces résultats indiquent qu’un signal procoagulant 
est activé dans la FPI. Les CEA empêchent ensuite la fibrinolyse, fournissant ainsi une matrice 
provisoire, à partir de laquelle le processus de fibrose se développe (King et al., 2011). 

 
 
 
 
 
 
 
 



41 
 

Figure 8 : Rôles profibrotiques de l’activation de la cascade de coagulation, d’après (King et al., 
2011) 

 

FVIIa: factor VIIa, FX: factor X; PAI: plasminogen activator inhibitor; TF: tissue factor 

1.9.2.8 Angiogenèse et remodelage vasculaire 

La néovascularisation est un processus fondamental dans la réparation tissulaire et est 
modulée par l’équilibre entre différents facteurs, principalement des chimiokines, qui stimulent ou 
inhibent l’angiogenèse (Strieter et al., 2007). L’angiogenèse est accrue dans les modèles 
expérimentaux de fibrose pulmonaire, son rôle est toutefois plus incertain dans la FPI. Un 
remodelage vasculaire aberrant existe dans les poumons avec FPI mais le tissu fibrotique comporte 
peu de vaisseaux sanguins, alors les tissus adjacents, non fibrosés, sont hautement vascularisés 
(Ebina et al., 2004). Il n’y a quasiment pas de vaisseaux au sein de foyers fibroblastiques, 
suggérant que le processus de fibrose dans la FPI ne nécessite pas de néovascularisation (Cosgrove 
et al., 2004). 

1.9.2.9 Réactivation aberrante des voies du développement 

Les voies du développement, intervenant lors de l’embryogénèse, peuvent être activées 
transitoirement lors de la cicatrisation pulmonaire mais sont normalement inactives dans le poumon 
sain. Au contraire, une activation prolongée est souvent un marqueur d’une transformation 
maligne(Selman et al., 2008). Une réactivation de ces voies a été suspectée dans la FPI(Selman et 
al., 2008). La TEM est en particulier un processus clé de l’embryogénèse(Moustakas et Heldin, 
2007). Son existence au sein de poumons adultes lors de FPI représente un changement majeur 
dans le phénotype cellulaire qui nécessite une intervention de ces programmes 
embryonnaires(Selman et al., 2008). Une analyse des profils d’expression génique a également mis 
en évidence que les poumons issus de patients avec FPI étaient riches en gènes normalement 
associés avec le développement pulmonaire(Studer et Kaminski, 2007). Cette dérégulation de 
certaines voies de l’embryogénèse pourrait ainsi expliquer au moins en partie le comportement 
anormal des CEA et des fibroblastes lors de FPI(Selman et al., 2008; King et al., 2011). 
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1.9.2.10 Epigénétique 

L’influence de l’épigénétique sur l’expression génique a récemment été reconnue. Par ce 
mécanisme, les stress, entre autre environnementaux, peuvent induire des changements dans le 
phénotype cellulaire, tissulaire et même à l’échelle de l’individu (Yang et Schwartz, 2011; Yang, 
2012). Les phénomènes épigénétiques peuvent être définis comme des modifications de 
l’expression des gènes sans modification de la séquence nucléotidique. Ils incluent l’altération de la 
méthylation de l’ADN, les modifications des histones ou l’expression des microARN (Yang et 
Schwartz, 2011; Rabinovich et al., 2012b). Les microARN sont des ARN non codants de 21 à 22 
nucléotides qui répriment la traduction et/ou induisent la dégradation de l’ARNm des gènes cibles 
en se liant à l’extrémité 3’-UTR. Des facteurs environnementaux comme la fumée de tabac 
(Launay et al., 2009; Liu et al., 2010a) ou la pollution, ou l’âge peuvent entrainer des changements 
épigénétiques de l’ADN. Quelques études récentes ont démontré que les microARN jouent un rôle 
important dans le maintien de l’homéostasie de la matrice extracellulaire. Une expression aberrante 
des microARN a été reliée au processus de fibrose dans différents organes, dont  la FPI (Liu et al., 
2010c; Pandit et al., 2010).  

Un autre mécanisme intervenant dans l’épigénétique a été étudié dans la FPI. Une analyse 
de la méthylation à l’échelle du génome a ainsi mis en évidence un grand nombre de gènes 
différemment méthylés dans les poumons avec FPI (Rabinovich et al., 2012a; Sanders et al., 2012). 
Ces changements de méthylation de l’ADN étaient en accord avec l’expression en ARNm pour de 
nombreux gènes, dont certains avec un rôle connu dans la fibrose, comme la régulation de 
l’apoptose ou les processus de synthèse cellulaire (Cisneros et al., 2012; Rabinovich et al., 2012a; 
Sanders et al., 2012).  

Ces résultats suggèrent que la méthylation de l’ADN et/ou d’autres changements 
épigénétiques pourraient être importants dans la pathogénie de la FPI. 

1.9.3.11 Conclusion 

Parmi les processus évoqués, nombreux ont été reliés au vieillissement. Ainsi, le 
raccourcissement des télomères s’aggravent progressivement avec chaque division cellulaire et 
donc avec l’âge (Armanios et al., 2007). Le vieillissement a également été associé avec une 
augmentation du stress oxydatif (Selman et al., 2010) et une dysrégulation de l’expression des 
microARN (Lanceta et al., 2010). Au-delà de 65 ans, on observe également une perte progressive 
de la méthylation de l’ADN, qui semble proportionnelle à l’espérance de vie (Christensen et al., 
2009).  

De très nombreuses voies ont ainsi été étudiées dans la FPI et indiquent qu’il s’agit d’une 
maladie multifactorielle, très complexe, avec une dysrégulation de nombreux mécanismes 
intervenant normalement dans l’homéostasie tissulaire.  De très nombreuses cytokines, protéases 
etc… semblent impliquées dans la pathogénie de la FPI en participant à un ou plusieurs de ces 
mécanismes, en particulier le TGFB1 considéré actuellement comme une molécule clé de la 
pathogénie de la FPI. 
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Figure 9 : Pathogénie de la fibrose pulmonaire idiopathique : mécanismes potentiels, d’après (King 
et al., 2011) 

 

 

1.9.3 Rôle central du transforming growth factor beta 1 (TGFB1) 

La plupart des mécanismes impliqués dans la pathogénie de la FPI  sont complexes et ont 
vraisemblablement de multiples interactions entre eux, et qu’il n’est pas facile d’identifier. Une 
molécule semble commune à ces voies et est considérée comme centrale : le TGFB1 (Bartram et 
Speer, 2004; Sheppard, 2006; Araya et Nishimura, 2010; Fernandez et Eickelberg, 2012; Tatler et 
Jenkins, 2012).  

1.9.3.1 Généralités 

Le TGFB appartient à une famille de facteurs de croissance et de différenciation, incluant 
entre autres les « bone morphogenetic proteins », les activines, les inhibines et les protéines Nodal 
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(Massague et Wotton, 2000). Les membres de cette famille de cytokines influencent un grand 
nombre de processus cellulaires normaux, tels que la sécrétion de la matrice extracellulaire ; 
l’adhésion, la prolifération et l’apoptose cellulaire et ont donc un rôle prépondérant dans la 
morphogénèse des tissus et le développement des organes. Lors de lésions tissulaires, les membres 
de la famille TGFB jouent également un rôle important à la fois en cloisonnant les espacés lésés et 
en régulant de manière négative l’inflammation innée et acquise (Sheppard, 2006). Le TGFB, en 
particulier, est une cytokine pléïotrope qui est exprimée de manière ubiquitaire par toutes les 
cellules et tissus dans l’organisme (Tatler et Jenkins, 2012). Il a été démontré que les isoformes du 
TGFB sont essentielles pour un développement embryonnaire et fœtal normal et qu’elles jouent un 
rôle dans la fonction et l’homéostasie des organes (Shull et al., 1992; Kulkarni et al., 1993; Sanford 
et al., 1997). Chez les mammifères, il existe trois isoformes de TGFB : TGB1, -2 et -3 qui sont 
chacune issues d’un gène différent. Leur structure est comparable avec 60 à 80% d’homologie dans 
leur séquence (Grande, 1997). In vitro, ces trois isoformes se lient aux même récepteurs, activent 
des voies canoniques de signalisation similaires et entrainent des effets très proches sur le 
comportement cellulaire.  Par contre, les souris knockout pour chaque gène présentent des 
phénotypes très différents (Kulkarni et al., 1993; Kaartinen et al., 1995; Sanford et al., 1997). Ainsi 
même si la plupart de leurs activités biologiques sont identiques ou diffèrent seulement en intensité, 
des fonctions distinctes ont été découvertes (Grande, 1997). 

Une quantité insuffisance de TGFB peut conduire à des désordres immunologiques et 
inflammatoires, des anomalies du développement, un défaut de cicatrisation et une tumorigénèse 
exacerbée (Kulkarni et al., 1993; Boivin et al., 1995). A l’inverse, une activité excessive du TGFB 
peut entrainer une cicatrisation exubérante, le développement d’affections fibrotiques dans 
différents organes et semble pouvoir faciliter la progression des tumeurs en phase avancée (Roberts 
et al., 1986; Border et Ruoslahti, 1992; Shah et al., 1994; Sheppard, 2006). La localisation et la 
concentration en TGFB doivent donc être finement régulées. Les mécanismes potentiels de 
régulation du TGFB incluent la régulation de la transcription du gène, de la stabilité de l’ARNm 
correspondant, de la traduction de cet ARNm, du stockage du TGFB sous forme latente, de 
l’activation des complexes latents, de l’inactivation de la forme active du TGFB par des protéines 
circulantes et des macromolécules de la matrice extracellulaire, de l’expression des récepteurs et de 
la signalisation intracellulaire(Grande, 1997). La régulation de la production et de la sécrétion des 
protéines TGFB est un mécanisme trop lent pour s’adapter rapidement aux changements du 
microenvironnement et ne permet pas un contrôle précis de la localisation cellulaire (Sheppard, 
2006). Comme de nombreuses cytokines et facteurs de croissance, les isoformes du TGFB sont 
donc produites en excès dans la plupart des organes et sont stockées sous forme inactive (Munger 
et al., 1997; Sheppard, 2006). L’activation des formes latentes constituent alors un mécanisme 
important de régulation de la fonction du TGFB. 

1.9.3.1.1 Synthèse et stockage 
La transcription des gènes des isoformes du TGFB est activée par l’interaction entre le 

promoteur et différents facteurs de transcription (Bartram et Speer, 2004; Sheppard, 2006). A partir 
de l’ARNm obtenu, chaque isoforme est synthétisée sous la forme d’une grande molécule, 
contenant un petit peptide signal et une pro-protéine.  Ce pré-pro-peptide est clivé dans le réticulum 
endoplasmique par l’endoprotéase furine et forme un complexe contenant la forme active de la 
cytokine en région carboxyterminale (112 acides aminés pour le TGFB1 mature) et un inhibiteur 
endogène de l’activité du TGFB appelé le « latency associated peptide » (LAP). La transformation 
et le clivage de ce propeptide conduit à la formation d’homodimères disulfides LAP et 
d’homodimères disulfides TGFB. Ces homodimères restent liés de façon non-covalente et forment 
le petit complexe latent TGFB (« small latent complex » SLC). Ce SLC ne peut pas se fixer aux 
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récepteurs et constitue une forme inactive. Avant sécrétion dans l’espace extracellulaire, la grande 
majorité des SLC sont associés à une protéine de liaison (les « latent TGF binding proteins » 
LTBP) par ponts disulfides pour former un grand complexe latent (« large latent complex » LLC).  

 

Figure 10 : Formation, sécrétion et activation des complexes latents du « transforming growth 
factor beta 1 », d’après (Todorovic et Rifkin, 2012) 

 

ECM: extracellular matrix; LLC: large latent complexe; LTBP: latent TGFB binding protein; SLC: small 
latent complex; TGFβ: transforming growth factor beta 

Les LTBP sont des glycoprotéines extracellulaires de grande taille, de structure proche  des 
fibrillines (Ramirez et Pereira, 1999; Todorovic et Rifkin, 2012). Ces protéines contiennent des 
domaines spécifiques de 8 résidus cystéines(Annes et al., 2003) ; une partie des domaines cystéines 
permettent la formation de ponts disulfures avec le LAP(Saharinen et Keski-Oja, 2000), tandis que 
les autres associent les LTBP à des composants de la matrice extracellulaire dont la fibrilline-1 et la 
fibronectine(Unsold et al., 2001; Annes et al., 2003; Hyytiainen et al., 2004; Koli et al., 2005). 
Toutes les isoformes à l’exception de la LTBP2 (LTBP1, LTBP3 et LTBP4) sont capables de se 
lier au LAP et former un LLC (Saharinen et Keski-Oja, 2000). Par son association avec une LTBP, 
le TGFB est ainsi stocké sous forme latente et inactive dans la matrice extracellulaire dans la 
plupart des organes (Sheppard, 2006). Les LTBP n’ont toutefois pas uniquement un rôle de 
stockage du TGFB (Annes et al., 2003; Todorovic et Rifkin, 2012), elles facilitent également sa 
sécrétion (Miyazono et al., 1991; Rifkin, 2005) et son activation (Rifkin, 2005; Yoshinaga et al., 
2008). L’utilisation d’un anticorps dirigé contre la LTBP1 empêche l’activation du TGFB 
latent(Flaumenhaft et al., 1993; Dallas et al., 1995; Nakajima et al., 1997; Gualandris et al., 2000) 
et les souris knock-out pour LTBP1(Drews et al., 2008), LTBP3(Dabovic et al., 2002) ou 
LTBP4(Sterner-Kock et al., 2002) présentent un phénotype compatible avec une altération de 



46 
 

l’activité du TGFB. Les fibroblastes des souris knock-out pour la LTBP4 synthétisent par ailleurs 
une quantité normale de TGB1 latent mais une quantité réduite de TGFB1 sous forme active (Koli 
et al., 2004). Il a été suggéré récemment que chaque isoforme de LTBP ait des fonctions 
spécifiques (Klopfleisch et al., 2010; Vehvilainen et al., 2011) ; néanmoins, le rôle de chaque 
LTBP est encore mal établi. Il est possible que chaque LTBP stocke différemment les LLC et 
qu’elle s’associe préférentiellement à une isoforme du TGFB (Annes et al., 2003). Par exemple, il a 
été rapporté que les domaines cystéines de la LTBP4 ne se lient qu’avec le TGFB1 et ce avec une 
faible affinité (Saharinen et Keski-Oja, 2000; Todorovic et Rifkin, 2012). Les LTBP font partie de 
la matrice extracellulaire et interagissent avec certains de ses composants (cytokines, fibres 
élastiques) (Todorovic et Rifkin, 2012). Une proportion non négligeable de LTBP1 et LTBP4 sont 
également sécrétées seules, sans association avec un SLC (Todorovic et Rifkin, 2012). Leurs rôles 
ne sont donc probablement pas limités à la signalisation du TGFB. 

1.9.3.1.2 Activation 
L’activité du TGFB est principalement régulée par la conversion des formes latentes en 

TGFB actif (Annes et al., 2003). A cause de son rôle central dans de nombreux mécanismes 
cellulaires et de l’importance de la régulation de ce signal, les voies d’activation du TGFB ont été 
largement étudiées. In vitro, les complexes latents peuvent être activés par un très grand nombre de 
stimuli dont une dénaturation protéique par la température ou le pH ou l’exposition à des oxydants 
ou des radiations ionisantes (Munger et al., 1997). De plus, le clivage du LAP par de nombreuses 
protéases (dont MMP2 et MMP9 (Dancer et al., 2011)) permet également la libération de TGFB 
actif. Toutefois, le rôle joué par ces différents mécanismes in vivo reste controversé (Sheppard, 
2006). Deux mécanismes ont démontré leur importance dans l’activation du TGFB in vivo : 
l’interaction avec la thrombospondine-1 (THBS1) (Crawford et al., 1998) et l’activation par les 
intégrines de la famille ανβ (en particulier ανβ6 (Munger et al., 1999) et ανβ8 (Travis et al., 2007)). 
Toutefois, les souris transgéniques knock-out pour la THBS1 et l’ανβ6 (Ludlow et al., 2005) 
arrivent à terme et présentent un phénotype nettement moins altéré que les souris knock-out pour le 
TGFB1, 2 ou 3 ; indiquant que d’autres mécanismes d’activation du TGFB doivent intervenir in 
vivo. La plupart des mécanismes d’activation décrits sont ubiquitaires sauf l’activation par 
l’intégrine ανβ6 qui est strictement limitée à l’épithélium (Tatler et Jenkins, 2012). 

1.9.3.1.2.1 Activation par les intégrines 
Les intégrines sont des protéines hétérodimériques transmembranaires capables de 

transmettre un signal dans les deux directions (Tatler et Jenkins, 2012). Chez les mammifères, le 
génome code 26 sous-unités pour les intégrines dont 18 sous-unités α et 8 sous-unités β qui peuvent 
s’assembler pour former 24 combinaisons différentes αβ. Huit intégrines, dont les 5 contenant la 
sous-unité αν, se lient à leur ligand par l’intermédiaire d’une séquence arginine- glycine- aspartate 
(motif « RGD »). Ce motif RGD est retrouvé dans le LAP du TGFB1 et du TGFB3, ce qui permet 
l’activation de ces 2 isoformes de TGFB par au moins 4 intégrines avec la sous-unité αν (ανβ3, 
ανβ5, ανβ6 et ανβ8) in vitro (Goodwin et Jenkins, 2009). In vivo, une activation par ces intégrines 
a été démontrée pour ανβ5, ανβ6 et ανβ8 (Munger et al., 1999; Travis et al., 2007; Yang et al., 
2007b). Le LAP du TGFB2 ne contient pas de motif RGD et aucune activation par l’intermédiaire 
d’une intégrine n’a été décrite pour cette isoforme.  

L’intégrine ανβ6 est strictement limitée à l’épithélium(Breuss et al., 1993; Prieto et al., 
1993; Weinacker et al., 1994; Huang et al., 1998a; Goodwin et Jenkins, 2009) et a été la première 
intégrine impliquée dans l’activation du TGFB1(Munger et al., 1999). L’intégrine ανβ6 se lie 
directement avec le LAP des complexes latents des TGFB1 et TGFB3 (Annes et al., 2002) et induit 
un changement de conformation de ces complexes qui active le TGFB sans le libérer. L’activation 
par l’intégrine ανβ6 semble donc dépendante d’un contact intercellulaire direct et ne libère aucun 



47 
 

peptide mature de TGFB (Munger et al., 1999). Un tel mécanisme est particulièrement important 
au niveau de l’espace alvéolaire où toutes les cellules d’intérêt sont en contact direct, notamment à 
travers une membrane basale discontinue au niveau de l’épithélium (Sheppard, 2006). L’activation 
par l’ανβ6 dépend également de l’incorporation du TGFB1 dans la matrice extracellulaire sous 
forme de LLC et donc la présence de LTBP1 (Annes et al., 2004; Wipff et al., 2007) et de 
fibronectine ; la fibronectine fixant le LTBP1 et facilitant ainsi l’action de l’ανβ6 (Fontana et al., 
2005). Cette activation par l’intégrine ανβ6 dépend également de la transduction de forces de 
traction pour induire un changement de la conformation du LLC (Keski-Oja et al., 2004; Wipff et 
Hinz, 2008). Le même type de mécanisme (nécessité d’une LTBP et d’une traction mécanique) 
semble exister pour les intégrines ανβ3 et ανβ5 (Goodwin et Jenkins, 2009). 

L’intégrine ανβ8 est exprimée par les cellules épithéliales, neuronales, immunitaires et 
mésenchymateuses (Nishimura et al., 1994; Araya et al., 2006; Araya et al., 2007).  Le mécanisme 
d’activation par cette intégrine est complètement différent et indépendant des forces de tension. Il 
semble que cette intégrine présente les complexes latents à la protéase transmembranaire MMP14, 
qui clive le LAP et libère du TGFB actif (Mu et al., 2002). Ce mécanisme ne dépend donc pas d’un 
contact intercellulaire et produit du TGF libre et diffusible, qui peut donc agir de manière 
paracrine, sur des cibles cellulaires situées à distance de la cellule exprimant l’ανβ8. 

Figure 11 : Activation du « transforming growth factor beta 1 » par les intégrines ανβ6 (A) et ανβ8 
(B), d’après (Nishimura, 2009) 

 

MMP: matrix metalloproteinase ; TGF-βR : transforming growth factor receptor 

1.9.3.1.2.2 Activation par la thrombospondine 1(THBS1) 
La thrombospondine est une protéine multifonctionnelle qui existe à la fois en tant que 

protéine sécrétée et composant insoluble de la matrice extracellulaire (Murphy-Ullrich et Poczatek, 
2000). La THBS1 est la mieux caractérisée des 5 isoformes de la thrombospondine et la seule 
capable d’activer le TGFB1 (Crawford et al., 1998; Murphy-Ullrich et Poczatek, 2000). Ce 
mécanisme d’activation implique une interaction directe entre la THBS1 et le LAP induisant une 
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modification de la conformation du LAP qui rend le TGFB accessible pour ses récepteurs (Schultz-
Cherry et Murphy-Ullrich, 1993; Schultz-Cherry et al., 1994a; Schultz-Cherry et al., 1994b; 
Schultz-Cherry et al., 1995; Ribeiro et al., 1999). Les souris knock-out pour la THBS1 présentent 
un phénotype en partie comparable à celui des souris knock-out pour le TGFB (Crawford et al., 
1998), confirmant le rôle in vivo de la THBS1. La THBS1 est notamment impliquée dans la 
réparation tissulaire de par son rôle dans la modulation de l’adhésion cellulaire, la stimulation de 
l’angiogenèse et la reconstruction de la matrice (Frazier, 1991). Elle est également exprimée dans 
différents tissus au cours du développement embryonnaire (Majack et al., 1987; Iruela-Arispe et 
al., 1993).  

1.9.3.1.3 Signalisation 
Une fois activé, le TGFB agit par l’intermédiaire des deux récepteurs sérine/ thréonine 

kinase qui agissent de manière séquentielle. La forme active du TGFB se lie à un récepteur 
spécifique de type II (TGFBRII), ce qui est suivi par le recrutement d’un récepteur de type I 
(TGFBRI) pour former un complexe tétramérique (Massaous et Hata, 1997; Ring et Cho, 1999). 
Chaque membre de la famille TGFB a ses propres récepteurs. Parmi les sept récepteurs de type I 
décrits, également nommés ALK (pour « activin receptor-like kinase »), celui de type 5 (ALK5) 
permet la signalisation du TGFB (Huang et Chen, 2012). Une étape importante de l’activation de 
ces récepteurs est la phosphorylation du complexe tétramérique. Ces sites de phosphorylation sur 
TGFBRII permettent par ailleurs de moduler le signal, certains étant nécessaires pour l’activation 
du récepteur, d’autres inhibant le signal (Heldin et al., 1997). D’autres récepteurs ont également été 
décrits (dit de type III), comme le betaglycan ou l’endogline (Massague, 1998). Ils pourraient avoir 
un rôle de facilitateur de la signalisation ou accroitre la réponse cellulaire en empêchant la 
dégradation du TGFB actif (Massague et Chen, 2000).  

Différents mécanismes de signalisation intracellulaire ont été décrits pour le TGFB, le 
mieux étudié étant la voie canonique des protéines Smad (Heldin et al., 1997; Massague, 1998; 
Massague et Wotton, 2000). L’activation du TGFBRI entraine la phosphorylation de Smad 2 et 
Smad 3, qui forment ensuite un complexe hétéromérique avec Smad 4. Ce complexe migre vers le 
noyau où, seul ou en association avec un co-facteur  de liaison à l’ADN, il active des gènes cibles 
en se liant à des éléments spécifiques des promoteurs (Heldin et al., 1997; Massague et Wotton, 
2000). D’autres protéines Smad, de type inhibitrices, sont décrites : Smad 6 et Smad7. Smad 7 
fonctionne comme un inhibiteur de la signalisation du TGFB en se liant au TGFBRI et en 
interférant avec la phosphorylation de Smad 2 et Smad 3(Heldin et al., 1997; Imamura et al., 1997; 
Nakao et al., 1997; Massague, 1998). L’expression de cette Smad antagoniste Smad 7 étant induite 
par le TGFB (Nakao et al., 1997), il pourrait s’agir d’un mécanisme de rétrocontrôle négatif dans la 
transduction du signal (Bartram et Speer, 2004). Selon le contexte, la signalisation intracellulaire 
du TGFB peut également s’effectuer par l’intermédiaire des voies  MAPK (« mitogen-activating 
protein kinases » dont ERK, p38 et JNK), de la kinase phosphatidylinositol 3 (PI3K/Akt) et des 
GTPases (Derynck et Zhang, 2003; Moustakas et Heldin, 2005; Zhang, 2009). 
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Figure 12 : Représentation schématique de la signalisation du « transforming growth factor beta » 
par la voie des protéines Smad 

 

P: phosphorylated ; Tβ-RI : TGF-β type I receptor; Tβ-RII : TGF-β type II receptor; Tβ-RIII : TGF-β type III 
receptor; TGF-β: transforming growth factor beta 

Figure 13 : Représentation schématique de la signalisation du « transforming growth factor beta » 
par les voies non-canoniques et leur relation avec d’autres voies de signalisation, d’après (Akhurst 

et Hata, 2012) 
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1.9.3.2 Rôles physiologiques du TGFB au niveau pulmonaire 

L’expression et le rôle du TGFB durant l’embryogénèse ont été étudiés en détail, les trois 
isoformes étant exprimées à des taux élevés durant le développement pulmonaire normal (Bartram 
et Speer, 2004). De faibles quantités de TGFB sous forme d’ARNm et de protéine ainsi que de 
TGFBRI et TGFBRII sont encore présentes dans le poumon après la fin du développement, le 
TGFB participant probablement au maintien de l’homéostasie (Bartram et Speer, 2004). Chez la 
souris, Coker (Coker et al., 1996) a détecté de l’ARNm du TGFB1 au  niveau de l’épithélium 
bronchiolaire, des cellules de Clara, de l’endothélium vasculaire, des cellules mésenchymateuses et 
alvéolaires (incluant les macrophages). Dans cette étude, l’ARNm du TGFB3 était distribué de 
manière similaire excepté qu’il était absent au niveau endothélial. A l’inverse, Pelton (Pelton et al., 
1991) a retrouvé de l’ARNm et des protéines pour les 3 isoformes du TGFB uniquement au niveau 
des voies respiratoires supérieures, et non pas au niveau alvéolaire. Dans cette étude, l’expression 
des protéines TGFB était confinée à l’épithélium bronchiolaire alors que de l’ARNm a été identifié 
dans les cellules musculaires lisses et les fibroblastes du tissu conjonctif à proximité de 
l’épithélium. De plus, une expression élevée des trois isoformes sous forme d’ARNm était notée 
dans les cellules musculaires lisses des vaisseaux sanguins de grande taille. Chez l’homme, les 
cellules épithéliales bronchiques contiennent les quantités les plus élevées de protéine TGFB, le 
signal étant toujours plus intense au pôle apical (Magnan et al., 1994). Les isoformes du TGFB 
ainsi que leurs récepteurs ont également été identifiés dans les macrophages alvéolaires(Magnan et 
al., 1994; Coker et al., 1996; Khalil et al., 1996; Jagirdar et al., 1997; De Boer et al., 1998; Khalil 
et al., 2001b), les cellules mésenchymateuses(Coker et al., 1996), les cellules musculaires lisses 
bronchiques et vasculaires(Magnan et al., 1994; Khalil et al., 1996; Jagirdar et al., 1997; De Boer 
et al., 1998) et les glandes bronchiques(Jagirdar et al., 1997). Les cellules épithéliales contenaient 
également du TGFB2 et 3(Khalil et al., 1996). Alors que certaines études (Coker et al., 1996; 
Jagirdar et al., 1997; De Boer et al., 1998) détectaient également du TGFB1 au niveau de 
l’épithélium normal, d’autres n’ont reporté la présence de TGFB1 au niveau épithélial 
qu’uniquement en cas de fibrose (Khalil et al., 1996).  

1.9.3.3 Rôles du TGFB1 dans la pathogénie de la FPI 

Le TGFB est une des cytokines profibrotiques les plus étudiées (Bartram et Speer, 2004; 
Sheppard, 2006; Fernandez et Eickelberg, 2012; Tatler et Jenkins, 2012) et a été largement 
impliqué dans la pathogénie de la FPI mais également, entre autres, dans les lésions pulmonaires 
aigues, la mucoviscidose, la bronchite chronique ou  l’asthme (Bartram et Speer, 2004; Sheppard, 
2006). La plupart des publications sur les pathologies respiratoires chez l’homme se sont 
concentrées sur le TGFB1, qui est l’isoforme impliquée dans la fibrose pulmonaire. En effet, même 
si les 3 isoformes sont présentes dans le poumon normal et que l’expression de chacune d’elles est 
augmentée dans le modèle de fibrose  induite par l’administration de bléomycine(Phan et al., 1991; 
Santana et al., 1995; Zhang et al., 1995; Kumar et al., 1996; Coker et al., 1997; Maeda et al., 
1999), les isoformes TGFB2 et 3 ne semblent pas ou peu impliquées dans la pathogénie de la FPI 
chez l’homme(Khalil et al., 1996; Coker et al., 2001). Chez les patients avec FPI, des taux plus 
élevés de TGFB1 sont retrouvés dans le LLBA (Hiwatari et al., 1997; Khalil et al., 2001b) et le 
plasma (Yong et al., 2001; Molina-Molina et al., 2006). De plus, le TGFB1 sous forme d’ARNm et 
de protéine est surexprimé dans le tissu pulmonaire issu de patients atteints(Broekelmann et al., 
1991; Khalil et al., 1991a; Khalil et al., 1991b; Corrin et al., 1994; Cao et al., 2000; Coker et al., 
2001; Bergeron et al., 2003; Tzortzaki et al., 2007), en particulier au niveau des CEA de type II et 
des foyers fibroblastiques(Broekelmann et al., 1991; Khalil et al., 1991a; Khalil et al., 1991b; 
Corrin et al., 1994; Cao et al., 2000; Lomas et al., 2012). Une immunoréactivité intense pour la 
Smad 2 phosphorylée, preuve de la présence d’un signal TGFB1 actif, a également été mise en 
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évidence au niveau des cellules épithéliales hypertrophiques et du parenchyme (dont les foyers de 
fibroblastes) (Lepparanta et al., 2012). Le TGFB1 est également présent en quantité augmentée 
dans le poumon dans les modèles murins de fibrose induite par l’administration de bléomycine 
(Santana et al., 1995) ou de cyclophosphamide, et l’augmentation de sa production précède la 
synthèse de collagène (Hoyt et Lazo, 1988; Hoyt et Lazo, 1989). La surexpression du TGFB1 sous 
forme active induit une fibrose pulmonaire durable(Sime et al., 1997), même chez les animaux 
considérés comme résistants à la fibrose(Brody et al., 2001; Liu et al., 2001), alors que le blocage 
de la signalisation du TGFB1 améliore la fibrose dans les modèles murins (Giri et al., 1993; Wang 
et al., 1999a; Zhao et al., 2002; Bonniaud et al., 2005a; Bonniaud et al., 2005b). Le transfert 
intratrachéal de TGFB1 chez les rongeurs entraine une accumulation très importante de fibroblastes 
ainsi que l’expression de collagène de type I et III autour des voies respiratoires et dans 
l’interstitium (Sime et al., 1997; Kenyon et al., 2003). 

1.9.3.3.1 Polymorphismes dans le gène du TGB1 et FPI 
Des plus en plus de données indiquent une association entre des polymorphismes dans le 

gène du TGFB1 et la prédisposition aux maladies pulmonaires fibrosantes, dont la FPI. Différents 
polymorphismes dans le gène du TGFB1 ont été décrits, notamment au  niveau du codon 10 et du 
codon 25. Ces changements interviennent dans la séquence « signal » et peuvent avoir des 
conséquences sur la transcription, la traduction et le transport de la protéine à travers le réticulum 
endoplasmique (Awad et al., 1998) ; le polymorphisme au niveau du codon 25 a notamment été 
associé à une synthèse variable de TGFB1. Les résultats de différentes études(Awad et al., 1998; 
El-Gamel et al., 1999; Whyte, 2003; Xaubet et al., 2003; Li et al., 2011b; Son et al., 2013) 
suggèrent que les polymorphismes dans le gène du TGFB1, en particulier au niveau du codon 10, 
pourraient être liés à la susceptibilité à la FPI ainsi qu’à sa sévérité. 

1.9.3.3.2 Sources cellulaires du TGFB1 
Différentes sources cellulaires de TGFB1 semblent activées dans les affections 

pulmonaires fibrosantes. Des taux élevés en TGFB1 ont été mis en évidence dans les cellules 
épithéliales et les macrophages des voies respiratoires terminales et des alvéoles, les neutrophiles, 
les CEA activées, les cellules endothéliales, les fibroblastes et les myofibroblastes(Khalil et al., 
1991a; Deguchi, 1992; Corrin et al., 1994; Limper et al., 1994; Khalil et al., 1996; Jagirdar et al., 
1997; Vignola et al., 1997; Charpin et al., 1998; De Boer et al., 1998; Salez et al., 1998; Elssner et 
al., 2000; Khalil et al., 2001b; Bartram et Speer, 2004). Le TGFB1 est également présent dans les 
régions sous-épithéliales avec dépôt de tissu fibroconnectif dense(Broekelmann et al., 1991; Khalil 
et al., 1991b; Limper et al., 1991; Corrin et al., 1994; Limper et al., 1994; Jagirdar et al., 1997; 
Minshall et al., 1997; Vignola et al., 1997). Alors que dans les stades précoces les cellules 
épithéliales et les plaquettes semblent être un réservoir pour le TGFB1(Border et Ruoslahti, 1992; 
Coker et al., 1997), les macrophages alvéolaires sont une source importante de production et de 
sécrétion de TGFB dans différentes formes de maladies respiratoires chroniques durant la phase où 
les taux les plus élevés en TGFB sont retrouvés(Broekelmann et al., 1991; Deguchi, 1992; Vanhee 
et al., 1994; Santana et al., 1995; Asakura et al., 1996; Magnan et al., 1996; De Boer et al., 1998). 

1.9.3.3.3 Le TGFB1 et l’épithélium alvéolaire lésionnel 
Le TGFB1 exerce de nombreux effets sur les cellules épithéliales qui ont un rôle dans la 

pathogénie de la FPI : stimulation de l’apoptose (Hagimoto et al., 2002), inhibition de la 
prolifération (Ryan et al., 1994), induction de la migration (Yu et al., 2008) et induction de la TEM 
(Kim et al., 2006c). Même si les mécanismes à l’origine de la mort des CEA ne sont pas 
complètement identifiés, il a été démontré que le TGFB1 a un rôle central comme inducteur 
puissant de l’apoptose (Siegel et Massague, 2003). 
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Le stress oxydatif a également un lien avec le TGFB1. Les dérivés réactifs de l’oxygène 
favorisent un environnement profibrotique en altérant la balance entre les MMP et leurs inhibiteurs 
mais également en activant directement ou indirectement le TGFB1 (Barcellos-Hoff et al., 1994; 
Barcellos-Hoff et Dix, 1996). Le TGFB1 produit également des dérivés oxydatifs de l’oxygène 
comme élément de ses voies de signalisation (Kinnula et al., 2005). Récemment, Hecker (Hecker et 
al., 2009) a démontré que la NADPH oxydase 4, molécule qui génère des radicaux libres, était 
largement exprimée dans les foyers de fibroblastes des patients avec FPI et que le TGFB1 induit 
l’expression de la NADPH oxydase 4 par les cellules mésenchymateuses. 

Par ailleurs, la régulation positive de PAI-1 au niveau épithélial, processus intervenant dans 
l’activation de la cascade de coagulation, est induite par une voie TGFB1/ Smad 3(Dennler et al., 
1998). Senoo (Senoo et al., 2010) a par ailleurs récemment démontré que l’inactivation de PAI-1 
en utilisant de petits ARN interférents limitait le développement de la fibrose dans le modèle 
bléomycine, suggérant que l’inhibition de la coagulation alvéolaire via PAI-1 pourrait avoir des 
effets directs antifibrosants. L’expérimentation in vitro a également mis en évidence que 
l’inactivation de PAI-1 inhibait également la TEM médiée par le TGFB1 dans des lignées 
épithéliales d’origine pulmonaire.  

Le TGFB1 semble également intervenir directement sur les cellules épithéliales pour 
l’initiation du processus de fibrose.  Des études in vitro (Maniscalco et Campbell, 1994; 
Maniscalco et al., 1994; Li et al., 2000) ont ainsi démontré que le TGFB1 peut augmenter la 
synthèse de protéoglycans et de fibronectine, ainsi que du facteur de croissance des fibroblastes de 
type 2 par les CEA de type II. Le rôle pivot du TGFB1 et des CEA de type II a également été mis 
en évidence par Li (Li et al., 2011a). Dans cette étude, l’action du TGFB1 a été empêchée 
spécifiquement sur les CEA de type II par délétion du TGFBRII au niveau épithélial. L’absence de 
signalisation du TGFB1 au niveau des CEA permettait une protection contre l’action de la 
bléomycine avec une induction de l’apoptose des cellules épithéliales, une diminution de 
l’activation des myofibroblastes et une préservation de l’équilibre des protéases (MMP/tissue 
inhibitor of metalloproteinase TIMP). 

1.9.3.3.4 Le TGFB1 et le recrutement des fibroblastes 
L’origine la plus certaine pour l’augmentation du nombre de myofibroblastes en région 

sous-épithéliale et dans les foyers fibroblastiques est l’activation, la prolifération et la 
différentiation des fibroblastes résidents quiescents en myofibroblastes hautement contractiles. Ce 
processus apparait en présence de facteurs de croissance profibrotiques dont le PDGF mais 
également le TGFB1 (Fernandez et Eickelberg, 2012). L’activité des voies canoniques et non 
canoniques du TGFB1 ont été impliquées car elles aboutissement toutes les deux à la formation de 
l’ αSMA. Une étude récente d’Akhmetshina (Akhmetshina et al., 2012) a souligné les interactions 
entre TGFB1 et la voie des Wnt comme facteur clé de l’activation des fibroblastes dans les 
processus fibrotiques.  

Plusieurs études ont également mis en avant un rôle du TGFB1 dans la TEM, autre source 
possible de fibroblastes dans la FPI. Yao (Yao et al., 2004) a d’abord mis en évidence que le 
TGFB1 était capable d’induire une TEM in vitro.  Ces résultats ont été retrouvés par Willis (Willis 
et al., 2005), qui a également mis en évidence que les cellules co-exprimant des marqueurs 
épithéliaux et mésenchymateux étaient abondantes dans les tissus issus de patients avec FPI. Ces 
résultats ont été confirmés par différents groupes par des approches in vitro et également in vivo 
(Willis et Borok, 2007; Fernandez et Eickelberg, 2012). De plus, les modèles in vivo ont également 
confirmé un rôle central du TGFB dans la TEM et ce spécifiquement dans la fibrose pulmonaire. 
Un modèle sur-exprimant la forme active du TGFB1 au niveau pulmonaire grâce à un vecteur 
adéno-viral a notamment été utilisé (Kim et al., 2006c). Dans les poumons lésionnels, des cellules 
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interstitielles positives pour l’αSMA présentaient également un marqueur des cellules épithéliales, 
démontrant l’existence in vivo d’une TEM induite par le TGFB1. La signalisation par les Smads 
mais également par d’autres voies ont été impliquées dans la TEM induite par le TGFB1 (Willis et 
Borok, 2007). 

De la même manière que les fibroblastes résidents et les cellules épithéliales, les fibrocytes 
répondent à l’activation par le TGFB1 par une différenciation en myofibroblastes par 
l’intermédiaire des voies Smad2/3, SAPK/JNK et MAPK qui stimulent l’expression de l’αSMA 
(Hong et al., 2007). 

Récemment, Hashimoto (Hashimoto et al., 2010) a décrit un nouveau mécanisme qui 
pourrait contribuer au pool de myofibroblastes : la transition endothélio-mésenchymateuse. Il a en 
effet démontré que les cellules endothéliales avaient la capacité de réguler négativement leurs 
marqueurs endothéliaux (CD31) et d’acquérir des marqueurs de type fibroblastique, comme 
l’ αSMA et le collagène de type I, par la coopération des voies de signalisation TGFB1 et 
Ras/ERK/MAPK. Ce concept de transition endothélio-mésenchymateuse, similaire à la TEM, a été 
suggéré comme source supplémentaire de myofibroblastes activés dans la FPI (Nataraj et al., 
2010). Toutefois, même si cette transition a été décrite dans des modèles expérimentaux de fibrose 
cardiaque et rénale, des investigations plus poussées sont nécessaires pour la valider au niveau 
pulmonaire en général et dans la FPI en particulier. 

1.9.3.3.5 Le TGFB1 et l’activation des fibroblastes 
Le TGFB1 est un chémoattractant pour les fibroblastes et les myofibroblastes 

(Postlethwaite et al., 1987; Sime et al., 1998), il stimule la différenciation des fibroblastes en 
myofibroblastes et empêche l’apoptose des myofibroblastes (Zhang et Phan, 1999). Hill (Hill et al., 
1986) a également mis en évidence que le TGFB1 pouvait être mitogénique pour les fibroblastes 
immatures, effet qui n’a toutefois pas été retrouvé par Fine (Fine et Goldstein, 1987) et Liu (Liu et 
al., 1995). Bien que le TGFB1 ne semble pas pouvoir stimuler directement la prolifération des 
fibroblastes matures(Raghu et al., 1989), il peut exercer des effets mitogéniques sur les fibroblastes 
indirectement par l’intermédiaire de cytokines sécrétées par les macrophages et les fibroblastes, 
dont le PDGF et l’activateur du plasminogène de type urokinase(Leof et al., 1986; Moses et al., 
1990; Bonner et al., 1995; Shetty et al., 1996). En effet, au moins une partie de l’action du TGFB1 
sur les fibroblastes semble due à son influence sur l’activité du PDGF (Leof et al., 1986; Moses et 
al., 1990; Ludwicka et al., 1995) et il a été suggéré que le PDGF et le TGFB1 fonctionnent de 
concert pour stimuler les évènements cellulaires qui entrainent la fibrose. Le PDGF serait 
responsable de l’augmentation de la prolifération des fibroblastes tandis que le TGFB1 stimulerait 
la production de la matrice extracellulaire par ces fibroblastes (Bonner et al., 1995). 

1.9.3.3.6 Le TGFB1 et la régulation de la matrice extracellulaire 
Le TGFB1 est le plus puissant stimulateur connu de la synthèse de la matrice 

extracellulaire (Scotton et Chambers, 2007; Tatler et Jenkins, 2012). In vitro, toutes les isoformes 
du TGFB sont capables d’induire une augmentation de l’expression du collagène (Ignotz et 
Massague, 1986; Fine et Goldstein, 1987; Raghu et al., 1989; Liu et al., 1995; Coker et al., 1997). 
Le TGFB1, par l’intermédiaire de la voie Smad, augmente directement la transcription, par les 
cellules mésenchymateuses, des gènes de différents collagènes, en particulier de type 1A1, -A2 et -
A3, type 5 et 6(Cutroneo et al., 2007). De plus, le TGFB1 induit également la transcription et la 
synthèse d’autres composants de la matrice extracellulaire par les fibroblastes immatures et 
matures, tels que la fibronectine, les aminoglycans et les protéoglycans (Ignotz et Massague, 1986; 
Dubaybo et Thet, 1990; Broekelmann et al., 1991; Bonner et al., 1995; Grande, 1997). Certaines 
des cytokines sécrétées par les fibroblastes, comme le CCL2, stimulent également l’expression du 
collagène par l’intermédiaire du TGFB1 (Gharaee-Kermani et al., 1996). 
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En plus de stimuler la synthèse de la matrice extracellulaire, le TGFB1 stabilise également 
la matrice nouvellement formée. Il crée un microenvironnement qui en favorise la déposition ; en 
induisant un déséquilibre entre les enzymes dégradant la matrice extracellulaire et leurs inhibiteurs. 
Le TGFB1 diminue l’induction des MMP collagénase et stromélysine stimulée par l’IL1 et le 
PDGF(Edwards et al., 1987; Overall et al., 1989) ; tout en augmentant l’expression des inhibiteurs 
des protéases dont les TIMP(Edwards et al., 1987) et le PAI-1(Laiho et al., 1986; Lund et al., 
1987; Keski-Oja et al., 1988). Ces effets sont liés à des changements à la fois dans la transcription 
des gènes et dans la stabilité des ARN (Grande, 1997).  

Le TGFB1 régule également les interactions entre les cellules et la matrice en modifiant 
l’expression des complexes protéiques d’adhésion cellule/ matrice. Les cellules traitées par le 
TGFB1 ont une affinité augmentée pour les composants de la matrice extracellulaire dont la 
fibronectine, le collagène et la laminine. Cet effet est dû à l’induction de l’expression des intégrines 
par le TGFB1 (Ignotz et Massague, 1987; Heino et al., 1989).  

1.9.3.3.7 Autres 
Le TGFB1 semble intervenir également dans d’autres mécanismes pathologiques évoqués 

dans la pathogénie de la FPI. La réactivation des voies du développement fait notamment intervenir 
un « cross-talk » avec le TGFB lors de la différenciation des myofibroblastes (Aoyagi-Ikeda et al., 
2011) ou dans les lésions épithéliales et la communication épithélium/ mésenchyme (Zhou et al., 
2012). Le TGFB1 a également été associé aux modifications épigénétiques observées lors de FPI 
(Pandit et al., 2011). 
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Figure 14 : Représentation schématique des rôles potentiels du « transforming growth factor beta 
1 » dans la pathogénie de la fibrose pulmonaire idiopathique, d’après (Fernandez et Eickelberg, 

2012) 

 

AT I: type 1 alveolar epithelial cell; AT II: type 2 alveolar epithelial cell; EMT: epithelial mesenchymal 
transition; TGF-β: transforming growth factor beta 
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ECM: extracellular matrix; +: stimulation; -: inhibition 

1.9.3.3.9 Particularités des voies du TGFB1 dans la FPI 

1.9.3.3.9.1 Stockage 
Peu d’études ont analysé l’expression et le rôle des LTBP dans la pathogénie de la FPI. La 

production de LTBP1 par les fibroblastes normaux augmente en présence de TGFB1 
(Weikkolainen et al., 2003). Dans une étude, aucune immunoréactivité n’avait été détectée pour la 
LTBP1 en région sous-épithéliale (Khalil et al., 2001b), zone où le TGFB1 est habituellement 
retrouvé en association avec la matrice extracellulaire (Khalil et al., 1991a; Khalil et al., 1996). Ce 
résultat suggérait que l’incorporation du TGFB1 dans la matrice extracellulaire lors de FPI ne 
faisait pas intervenir la LTBP1 (Khalil et al., 2001b). Dans une autre étude (Lepparanta et al., 
2012), les CEA des patients avec FPI n’exprimaient la LTBP1 que de manière occasionnelle alors 
qu’une régulation positive de son expression était mise en évidence dans le parenchyme, 
notamment au niveau des foyers de fibroblastes. Cette régulation positive était en accord avec les 
résultats obtenus précédemment par l’analyse des profils d’expression génique dans la FPI (Selman 
et al., 2008). Aucune différence avec les contrôles sains n’était par contre notée pour l’expression 
de LTBP3 et LTBP4. Au sein des foyers fibroblastiques, l’immunoréactivité pour la Smad 2 
phosphorylée était par contre faible, indiquant un signal TGFB1 actif réduit. Lors de culture de 
fibroblastes ou de cellules épithéliales pulmonaires, la régulation négative de la LTBP1 entrainait 
respectivement une augmentation et une diminution de l’activité du TGFB1. Ces données 
suggèrent que la LTBP1 pourrait avoir un rôle dans l’activation du TGFB1 dans la pathogénie de la 
FPI mais que cette activation est dépendante du contexte cellulaire. L’administration de 
bléomycine chez la souris entraine une régulation positive de l’expression de LTBP4  et LTBP1 au 
niveau pulmonaire (Zhou et al., 2009). En culture cellulaire, il a également été démontré que 
l’activation du TGFB1 faisant suite à l’ajout de bléomycine nécessitait la présence de LTBP4, les 
fibroblastes déficients en LTBP4 étant incapables de cette activation (Zhou et al., 2009).  
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1.9.3.3.9.2 Activation par les intégrines 

1.9.3.3.9.2.1 Intégrine ανβ6 
L’activation du TGFB1 par l’intégrine ανβ6 est d’importance critique dans la pathogénie 

de la fibrose pulmonaire. Tout d’abord, les souris knock-out pour l’ανβ6 sont résistantes à la 
fibrose induite par la bléomycine, comme celles avec des anomalies dans la signalisation du 
TGFB1 (Munger et al., 1999; Bonniaud et al., 2004; Li et al., 2011a). L’analyse du profil 
d’expression génique après exposition à la bléomycine chez ces souris knock-out pour l’ανβ6 met 
en évidence une absence d’activation de nombreux gènes cibles du TGFB1 comparées à des souris 
de phénotype sauvage (Kaminski et al., 2000). De plus, les souris knock-out  pour l’ανβ6 sont aussi 
résistantes à l’action profibrotique du lipopolysaccharide, d’une ventilation mécanique excessive 
ou des radiations (Pittet et al., 2001; Jenkins et al., 2006; Puthawala et al., 2008). Par ailleurs, 
l’administration d’un anticorps monoclonal anti- ανβ6 prévient l’apparition in vivo d’une fibrose 
pulmonaire ou rénale ou de lésions pulmonaires aigues (Hahm et al., 2007; Puthawala et al., 2008). 
Ainsi, le blocage par différentes techniques de l’activation du TGFB1 par l’ανβ6 prévient 
l’apparition d’une fibrose tissulaire, et ce dans différents modèles (Tatler et Jenkins, 2012).  

L’expression de cette intégrine est faible dans le poumon normal(Breuss et al., 1993; 
Weinacker et al., 1995; Lepparanta et al., 2012) mais augmente de manière significative suite à une 
lésion de l’épithélium(Breuss et al., 1995; Miller et al., 2001; Xu et al., 2009). Les taux d’ARNm 
et de protéines de la sous-unité β6 sont également augmentés au niveau pulmonaire dans les 
modèles murins et chez les patients atteints de FPI (Horan et al., 2008; Xu et al., 2009). Bien que, 
lors de lésions pulmonaires, la surexpression de l’intégrine ανβ6 peut induire le développement 
d’une fibrose (Hakkinen et al., 2004) ; cette surexpression dans des poumons sains n’est pas 
suffisante pour induire des lésions ou une fibrose tissulaires (Huang et al., 1998b; Hakkinen et al., 
2004). Ces données suggèrent que la surexpression de l’intégrine ανβ6 est nécessaire, mais pas 
suffisante, pour le développement de la fibrose pulmonaire et que d’autres facteurs interviennent. 
L’expression de la sous unité β6 est stimulée directement par le TGFB1 (Sheppard et al., 1992; 
Wang et al., 1996). Cette régulation positive peut être annulée en bloquant l’action du TGFB1 ou 
de l’intégrine ανβ6, suggérant une boucle paracrine d’auto-amplification (Araya et al., 2007). 
Ainsi, les lésions épithéliales pourraient stimuler l’activation du TGFB1 par l’intégrine ανβ6 ; le 
TGFB1 exerçant à son tour un rétrocontrôle positif en stimulant la synthèse de l’ανβ6 (Annes et al., 
2003; Tatler et Jenkins, 2012). Les éléments qui permettent une régulation de ce phénomène dans 
la cicatrisation normale ou qui conduisent à son activation aberrante dans la FPI sont toutefois 
encore inconnus (Tatler et Jenkins, 2012). 

Un élément spécifique de l’activation du TGFB1 par l’ ανβ6 est la nécessité d’un contact 
direct entre la cellule exprimant l’intégrine et la cellule portant les récepteurs du TGFB1 (Munger 
et al., 1999). L’absence de restauration de la membrane basale observée lors de FPI est donc 
probablement un élément clé de l’activation du TGFB1 dans la pathogénie de la fibrose (Tatler et 
Jenkins, 2012). En effet, l’altération persistante de la membrane basale de l’épithélium alvéolaire 
pourrait permettre une interaction entre les cellules épithéliales endommagées et les cellules 
mésenchymateuses (Sheppard, 2006; Tatler et Jenkins, 2012). L’activation du TGFB1 par l’ανβ6 
peut également être mise en lien avec l’activation de la cascade de coagulation dans la FPI. En 
effet, il a été démontré que la thrombine et des agonistes synthétiques de PAR1 sont capables 
d’induire l’activation du TGFB1 par l’ανβ6 par l’intermédiaire du récepteur de PAR1 (Jenkins et 
al., 2006). 
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1.9.3.3.9.2.2 Autres intégrines 
Bien que la plupart des données aient impliqué l’intégrine ανβ6, il semblerait que d’autres 

intégrines (ανβ3 et ανβ5), plutôt associées au mésenchyme, puissent avoir un rôle dans la 
pathogénie de la FPI (Wipff et al., 2007; Tatler et Jenkins, 2012). 

L’intégrine ανβ8 est exprimée en grande quantité par l’épithélium des voies respiratoires 
chez l’homme (Mu et al., 2002). In vitro, il a été démontré que l’activation du TGFB1 par cette 
intégrine entrainait une cicatrisation ralentie au niveau de l’épithélium pulmonaire ainsi qu’une 
inhibition de la prolifération de l’épithélium bronchique (Cambier et al., 2000; Mu et al., 2002; 
Neurohr et al., 2006). Toutefois l’intégrine ανβ8 a surtout été impliquée dans le remodelage des 
voies respiratoires lors de bronchopneumopathie obstructive chronique (Araya et al., 2007) et il 
n’existe à  l’heure actuelle aucune donnée indiquant un rôle de l’ανβ8 dans la pathogénie de la FPI. 
Seule une expression pulmonaire faible a été mise en évidence chez les patients atteints 
(Lepparanta et al., 2012).  

1.9.3.3.9.3 Activation par la THBS1 
Différentes données suggèrent un rôle pour la THBS1 dans la pathogénie de la FPI. 

L’activation du TGFB1 par la THBS1 a précédemment été associée à des processus fibrotiques 
dans d’autres organes (Hugo et al., 2002; Daniel et al., 2003; Kondou et al., 2003). L’expression de 
la THBS1 est par ailleurs régulée positivement par le TGFB1 et le PDGF (Hugo et al., 1995; 
Murphy-Ullrich et Poczatek, 2000) et lors de lésion tissulaire (Raugi et al., 1987; Reed et al., 
1995). En culture, les CEA de type II sont capables de synthétiser et sécréter la THBS1 (Sage et al., 
1983). L’inhibition de l’activité de la plasmine par la THBS1 (Hogg et al., 1992; Mosher et al., 
1992) pourrait contribuer à l’altération des voies de la coagulation retrouvée dans la FPI. Dans une 
étude (Kuhn et Mason, 1995), la THBS1 n’a pas été mise en évidence par immunohistologie dans 
le parenchyme pulmonaire de contrôles sains alors qu’elle était présente chez certains patients avec 
FPI, et ce dans la matrice extracellulaire, sous l’épithélium alvéolaire en régénération à proximité 
des foyers de fibroblastes. Dans une étude plus récente (Ide et al., 2008) chez des patients avec FPI, 
la THBS1 était principalement exprimée au niveau de l’épithélium en régénération et des 
macrophages alvéolaires dans les régions du parenchyme avec fibrose. Chez les patients avec FPI 
et en comparaison de patients avec sarcoïdose ou de contrôles 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 à l’étude des récepteurs du TGFB1 dans la FPI. Le 

TGFBRII semble exprimé de manière ubiquitaire dans les poumons issus de contrôles et de patients 
avec FPI (Kang et al., 2000; Khalil et al., 2001a; Khalil et al., 2001b). Dans les poumons sains, 
deux études ont rapporté un marquage pour le TGFBRI au niveau des alvéoles (Kang et al., 2000; 
Khalil et al., 2001a; Khalil et al., 2001b) alors que dans une autre étude, une immunoréactivité n’a 
été détectée que dans moins de 1% des CEA de type II (Lomas et al., 2012). Dans les poumons de 
patients atteints de FPI, la présence du TGFBRI semble dépendre du type cellulaire. Dans les 
rayons de miel et en comparaison de poumons sains, son expression est réduite dans la plupart des 
cellules, en particulier les CEA de type II, alors que les CEA de type I et les fibroblastes 
interstitiels expriment le TGFBRI (Khalil et al., 2001a; Khalil et al., 2001b). Cette régulation 
négative de l’expression du TGFBRI par les CEA de type II pourrait expliquer leur résistance aux 
effets antiprolifératifs du TGFB1 (Khalil et al., 2001b) comme suggéré dans le modèle bléomycine 
(Khalil et al., 1994). Les fibroblastes expriment les deux types de récepteurs du TGFB1 et sont 
ainsi une cible pour la signalisation du TGFB1 (Khalil  et al., 2001b). 

Une caractéristique commune de nombreuses pathologies pulmonaires est l’existence d’un 
processus inflammatoire avec une phase de lésion tissulaire suivie par une phase de cicatrisation. 
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Ces lésions induisent la production de TGFB qui limite certaines réactions inflammatoires et joue 
un rôle clé dans la modulation du remodelage et de la réparation tissulaire (Kehrl et al., 1986; Rook 
et al., 1986; Ahuja et al., 1993; Grande, 1997). Si ces processus de réparation sont exagérés et mal 
délimités, le TGFB devient une cytokine profibrotique majeure. Il retarde la cicatrisation de 
l’épithélium en inhibant la prolifération et la migration épithéliales et en stimulant l’apoptose. Il 
permet également l’expansion du compartiment mésenchymateux en induisant le recrutement, la 
prolifération et la contractilité des fibroblastes et en stimulant la déposition de la matrice 
extracellulaire par l’induction de l’expression de gènes codant pour ses composants et l’inhibition 
de l’expression de gènes des métalloprotéases (Sheppard, 2006; Fernandez et Eickelberg, 2012). Le 
TGFB stimule également l’expression de cytokines proinflammatoires et fibrotiques, telles que le 
TNFα, le PDGF, l’IL1β ou  l’IL13, qui à leur tour stimulent et perpétuent la réponse fibrotique 
(Fernandez et Eickelberg, 2012). Par ailleurs, de nombreuses autres cytokines, telles que le TNFα 
(Ortiz et al., 1998), le facteur de croissance des kératinocytes (Yi  et al., 1998), l’angiotensine II 
(Marshall et al., 2000a; Uhal et al., 2007) et l’IL-10(Arai et al., 2000) pourraient exercer leurs 
effets profibrotiques via les voies du TGFB. 

 
  



60 
 

2. La fibrose pulmonaire idiopathique canine (FPIc) 

2.1 Définition 

Alors que chez l’homme, il existe plus de 200 maladies pulmonaires interstitielles, très peu 
sont décrites chez le chien(Norris et al., 2002; Reinero et Cohn, 2007) dont la 
bronchopneumopathie éosinophilique, affection la mieux décrite(Clercx et al., 2000), mais 
également la bronchiolite respiratoire avec maladie pulmonaire interstitielle(Phillips et al., 2000; Li 
et al., 2006), la pneumonie lipidique endogène(Raya et al., 2006), la protéinose alvéolaire(Jefferies 
et al., 1987; Silverstein et al., 2000; Cummings et al., 2013), la silicose(Canfield et al., 1989) ou 
l’amiantose(Schuster, 1931). Parmi ces maladies pulmonaires interstitielles, une affection 
comparable à la FPI est décrite chez le chien et se traduit par un épaississement de l’interstitium 
alvéolaire par des dépôts de collagène  qui conduisent à une altération des échanges gazeux 
(Corcoran et al., 2011; Heikkila-Laurila et Rajamaki, 2014). Les premières séries de cas datent des 
années 90 et concernent des West Highland white terriers (Corcoran et al., 1999a) (WHWT). A la 
même époque, une entité comparable a été décrite dans d’autres races (Staffordshire bull terrier, 
Schipperke et bull terrier) (Corcoran et al., 1999b; Lobetti et al., 2001). Plus récemment, 
différentes études se sont consacrées à décrire les données clinico-pathologiques de cette affection 
en comparant des WHWT atteints à des chiens sains de la même race et du même âge(Heikkila et 
al., 2011), à évaluer la survie et identifier des facteurs pronostiques(Lilja-Maula et al., 2014), à 
décrire son pattern histologique(Norris et al., 2005; Syrja et al., 2013) et 
tomodensitométrique(Webb et Armstrong, 2002; Johnson et al., 2005),  et évaluer la prévalence de 
l’hypertension pulmonaire chez les chiens atteints(Schober et Baade, 2006). En parallèle, 
différentes études ont cherché à identifier des biomarqueurs diagnostiques par mesure de molécule 
spécifique (Heikkila et al., 2013) ou par protéomique (Lilja-Maula et al., 2013b) ou évaluer le rôle 
des mutations de la SP-C (Eriksson et al., 2009) dans l’apparition de cette maladie chez le chien. 

Chez le chien le terme de fibrose pulmonaire idiopathique canine (FPIc) n’a été utilisé que 
récemment pour décrire cette maladie interstitielle affectant les terriers (Johnson et al., 2005; 
Heikkila-Laurila et Rajamaki, 2014). D’autres termes ont été utilisés dans le passé, certains ne 
faisant référence qu’aux WHWT (maladie interstitielle pulmonaire du WHWT(Norris et al., 2005), 
maladie pulmonaire chronique des WHWT(Corcoran et al., 1999a; Corcoran et al., 2011), WHWT 
avec FPI(Heikkila et al., 2011; Heikkila-Laurila et Rajamaki, 2014)),  d’autres toutes races (FPI 
chronique(Lobetti et al., 2001), FPI(Corcoran et al., 1999b)). Le terme de FPI seul semble 
actuellement inadapté, la maladie rencontrée chez le chien n’étant pas exactement identique à celle 
rencontrée chez l’homme et l’utilisation du même terme pourrait porter à confusion. Il n’est 
également pas encore déterminé à l’heure actuelle si  cette affection est spécifique du WHWT. La 
présentation clinique est quasi identique dans les autres races (excepté une apparition plus précoce 
chez le Staffordshire bull terrier), ainsi que les images radiographiques (Corcoran et al., 1999b; 
Lobetti et al., 2001). Néanmoins  les caractéristiques tomodensitométriques et surtout histologiques 
pourraient être différentes. Pour cette raison, la plupart des études les plus récentes se sont 
concentrées sur les WHWT. Dans le cadre de ce travail, le terme de FPIc sera utilisé ; il est 
néanmoins possible que la terminologie évolue dans le futur lorsque les maladies interstitielles 
pulmonaires en général et cette affection en particulier seront mieux connues en médecine 
vétérinaire. 

Bien que la FPIc présente de nombreuses similitudes cliniques avec la FPI, leur 
ressemblance à l’échelle histologique a longtemps fait débat. D’après l’étude récente de Syrjä 
(Syrja et al., 2013), la FPI semble partager des caractéristiques histologiques des 2 entités les plus 
fréquentes de pneumopathies interstitielles diffuses : la PIC et la pneumopathie interstitielle non 
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spécifique. La FPIc est caractérisée histologiquement par deux patterns différents de fibrose 
interstitielle. Tous les chiens semblent présenter une fibrose de type « mature », diffuse, discrète à 
modérée des parois alvéolaires. Ce pattern ressemble à celui détecté lors de pneumonie interstitielle 
non spécifique plus qu’à la fibrose en patch de la PIC. En plus de cette fibrose mature, la plupart 
des chiens présentent également des zones multifocales d’accentuation de la fibrose, en région 
péribronchique et/ ou sous-pleurale. Dans ces zones, la fibrose apparait plus sévère, plus cellulaire 
et donc moins « mature ». Chez l’homme, cette apparence est plus caractéristique d’une PIC que 
d’une pneumonie interstitielle non spécifique. Des « rayons de miel », des altérations importantes 
de l’épithélium alvéolaire, tels qu’une métaplasie bronchique ou des modifications de l’espace 
alvéolaire, comme un dommage alvéolaire diffus, peuvent être également rencontrés dans les zones 
de fibrose plus sévère. Les foyers fibroblastiques, caractéristiques de la PIC, ne sont pas retrouvés 
chez le chien. Néanmoins,  des amas multifocaux de fibroblastes ont été détectés dans l’interstitium 
fibrotique. De plus, une inflammation discrète à modérée, de type lymphoplasmocytique, est 
également notée. Cette description histologique récente s’est focalisée sur les WHWT. La seule 
publication décrivant les données histologiques dans d’autres races est celle de Lobetti (Lobetti et 
al., 2001) et il est difficile de comparer les résultats entre ces 2 études (colorations différentes, 
expertise en histopathologie dans l’espèce humaine ou canine des auteurs…). Il n’est donc pas 
déterminé à l’heure actuelle s’il existe des différences à l’échelle histologique entre les différences 
races atteintes de FPIc et s’il s’agit donc ou non de la même affection. 

Table 3 : Comparaison entre les principaux critères histologiques d’une pneumopathie interstitielle 
commune ou d’une pneumopathie interstitielle non spécifique chez l’homme et les éléments 

retrouvés chez les West Highland white terriers (WHWT) avec fibrose pulmonaire idiopathique 
canine, d’après (Syrja et al., 2013) 

 

NSIP : non specific interstitial pneumonia; SM: smooth muscle; PCII: type II pneumocytes; UIP: usual 
interstitial pneumonia 

2.2 Présentation clinique 

Cette maladie affecte classiquement des terriers, principalement le WHWT(Corcoran et al., 
1999a; Webb et Armstrong, 2002; Norris et al., 2005; Corcoran et al., 2011; Heikkila et al., 2011; 
Heikkila-Laurila et Rajamaki, 2014), mais également le Staffordshire bull terrier(Corcoran et al., 
1999b), le bull terrier(Lobetti et al., 2001) et le cairn terrier(Johnson et al., 2005). Néanmoins, elle 
a déjà été observée dans d’autres races telles que le Schipperke (Lobetti et al., 2001), le Lhassa 
Apso ou le Shih Tzu (observations personnelles). L’âge habituel au moment du diagnostic varie 
entre 8 et 15 ans (Corcoran et al., 2011; Heikkila et al., 2011). Occasionnellement, la FPIc pourrait 
être diagnostiquée chez des chiens nettement plus jeunes, notamment chez le Staffordshire bull 
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terrier ou le bull terrier, les plus jeunes cas rapportés n’ayant que 3 ans (Lobetti et al., 2001). 
Aucune prédisposition de sexe n’est rapportée. 

La FPIc se caractérise par une aggravation progressive des signes cliniques. En phase 
débutante, aucune anomalie n’est très probablement observable (Heikkila-Laurila et Rajamaki, 
2014). Le diagnostic est généralement retardé, les animaux étant présentés chez un vétérinaire en 
général entre 8 et 13 mois après l’apparition des premiers signes, toutefois ce chiffre est très 
variable d’un cas à l’autre (Corcoran et al., 1999a; Corcoran et al., 2011; Heikkila et al., 2011). 

Le signe clinique le plus classique est l’association d’une intolérance à l’effort d’apparition 
progressive et d’une toux plutôt forte et sèche (Corcoran et al., 2011; Heikkila et al., 2011). 
Certains animaux ne présentent qu’un de ces deux symptômes. Les propriétaires rapportent parfois 
de l’halètement, une tachypnée,  ou des syncopes (Lobetti et al., 2001). Une détresse respiratoire 
intermittente ou permanente, voire de la cyanose peuvent être observées dans les cas les plus 
sévères (Corcoran et al., 1999a; Heikkila et al., 2011). L’état général de l’animal n’est pas affecté, 
reflétant l’adaptation de l’organisme à une hypoxie d’apparition progressive (Heikkila-Laurila et 
Rajamaki, 2014). Dans certains cas, aucun signe clinique n’est mis en évidence et une FPIc est 
uniquement suspectée à l’auscultation de râles crépitants. Certains chiens peuvent également 
souffrir de complications associées à l’existence d’une FPIc. La plus fréquente est l’apparition 
d’une hypertension pulmonaire, qui se développe probablement en réponse à l’hypoxie chronique 
(Schober et Baade, 2006). La toux peut également être liée au développement subséquent d’une 
trachéo-bronchite chronique voir d’un collapsus trachéal (Heikkila et al., 2011). Dans de très rares 
cas, une complication bactérienne peut être observée (Johnson et al., 2005). 

A l’examen clinique, l’animal présente, en général, une tachypnée discrète à très marquée, 
selon le degré d’avancement de la maladie. Une dyspnée restrictive est souvent observée et une 
cyanose est parfois visible en cas d’atteinte sévère. À l’auscultation, des râles crépitants grossiers 
sont classiquement notés à l’inspiration, notamment en périphérie (Heikkila et al., 2011). Bien que 
relativement caractéristiques, ils ne sont pas pathognomoniques de la FPIc ni présents chez tous les 
chiens atteints (absents chez 3 individus sur 12 dans une étude récente (Heikkila et al., 2011)). Des 
bruits surajoutés continus (râles ou sifflements) peuvent également être présents. Dans de rares cas, 
aucun bruit anormal n’est audible à l’auscultation (Heikkila et al., 2011). Les animaux atteints 
d’une hypertension pulmonaire secondaire peuvent présenter un souffle systolique apexien droit 
(Ohad et al., 2013) (régurgitation tricuspidienne) et/ou un dédoublement du deuxième bruit 
cardiaque (audible davantage en base cardiaque gauche) (Heikkila-Laurila et Rajamaki, 2014). 

La prévalence et l’incidence de la FPIc ne sont pas connues et sont difficiles à estimer. Elle 
semble toutefois peu fréquente même dans les races prédisposées, mais est vraisemblablement 
largement sous-diagnostiquée. En effet, d’une part, la maladie est encore mal connue des praticiens 
et d’autre part, la confirmation du diagnostic représente un réel challenge. 

2.3 Diagnostic 

Le diagnostic est fondé sur l’association de signes cliniques compatibles, les résultats 
d’imagerie et l’exclusion d’autres affections cardiorespiratoires. À l’heure actuelle, le diagnostic de 
certitude ne peut être établi que par l’analyse histologique du tissu pulmonaire. Une biopsie est 
toutefois rarement réalisée en pratique en raison du coût et des risques associés à cette procédure. 
Le diagnostic est alors souvent confirmé post mortem par autopsie (Heikkila-Laurila et Rajamaki, 
2014). 

La détection d’une FPIc est particulièrement difficile en phase précoce, l’apparition 
progressive des signes cliniques étant souvent imputée au vieillissement de l’animal (Heikkila-
Laurila et Rajamaki, 2014). 
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Le bilan sanguin est généralement non remarquable mais peut permettre d’exclure d’autres 
affections à l’origine d’une intolérance à l’effort. L’hématologie permet parfois de mettre en 
évidence une polycythémie secondaire à l’hypoxie chronique (Lobetti et al., 2001). Cette 
polycythémie n’est pas spécifique d’une FPIc, mais elle est plus fréquente que lors d’autres 
affections respiratoires chroniques, telles que la bronchopneumopathie éosinophilique ou la 
bronchite chronique. Elle peut également orienter le diagnostic vers une autre maladie, une 
éosinophilie suggérant, par exemple, plutôt un parasitisme ou une bronchopneumopathie 
éosinophilique. A l’examen biochimique, une augmentation des phosphatases alcalines est 
fréquemment observée chez les WHWT (Corcoran et al., 2011; Heikkila et al., 2011). Toutefois, il 
est difficile d’imputer cette variation à l’existence d’une FPIc, une augmentation comparable étant 
également retrouvée chez des WHWT sains âgés. Un examen de selles (technique de Baermann) 
peut être réalisé pour exclure des parasites pulmonaires (Heikkila-Laurila et Rajamaki, 2014). 

2.3.1 Tests de fonction pulmonaire 

La mesure des gaz sanguins artériels peut aider à évaluer de manière objective le degré 
d’atteinte de la fonction pulmonaire. Elle peut permettre d’estimer la sévérité de l’affection et 
éventuellement d’évaluer la progression voir la réponse au traitement lors de mesures sériées. 
Toutefois cette analyse ne peut être utilisée pour confirmer le diagnostic, toute affection entrainant 
une altération des échanges gazeux pouvant se traduire par une modification des gaz sanguins 
(Balakrishnan et King, 2014).  

L’hypoxémie est très fréquente lors de FPIc, même au repos, alors qu’elle n’est que très 
rarement observée dans d’autres pathologies respiratoires chroniques chez le chien. En effet, une 
étude récente a montré que 90% des chiens atteints étaient hypoxémiques (PaO2 inférieure à 
80mmHg, et 45% avaient une hypoxémie sévère avec une PaO2 inférieure à 60mmHg), la pression 
artérielle partielle en dioxyde de carbone (PaCO2) étant généralement non modifiée (Heikkila et al., 
2011). Le (A-a)02, paramètre évaluant l’efficacité des échanges gazeux, est souvent très augmenté 
((A-a)02 supérieur à 40 mmHg, pour une valeur usuelle inférieure à 10 à 20 mmHg) (Heikkila et al., 
2011). Une divergence existe fréquemment entre la sévérité de l’affection estimée par les gaz 
sanguins et les signes cliniques. Des valeurs très modifiées sont souvent observées chez des chiens 
présentant des signes cliniques peu marqués, ce qui traduit une probable adaptation de l’organisme 
à l’hypoxie chronique (Heikkila-Laurila et Rajamaki, 2014). 

Le test de la marche des 6 minutes utilisé chez l’homme a récemment été décrit chez le 
chien (Boddy et al., 2004; Swimmer et Rozanski, 2011). Dans l’étude de 2011, les 6 chiens atteints 
de pathologies respiratoires (dont 2 chiens avec probable FPIc) marchaient une distance plus courte 
que les chiens sains (69 chiens). Ce résultat a ensuite été confirmé spécifiquement chez des WHWT 
atteints de FPIc en comparaison de WHWT sains (Lilja-Maula et al., 2014). Selon cette même 
étude, une tendance à une corrélation négative était notée entre la distance parcourue et la PaO2. Ce 
test de la marche semble être bien toléré par tous les chiens. Il pourrait être utile pour quantifier de 
manière plus précise l’intolérance à l’effort, qui est un des premiers symptômes manifestés par les 
chiens atteints de FPIc. Toutefois même si sa répétabilité semble bonne au sein d’une même 
institution, il n’est pas encore déterminé s’il pourra être adapté à une utilisation en pratique 
courante. 

2.3.2 Examen radiographique 

Les clichés radiographiques thoraciques mettent en évidence, en général, une densification 
broncho-interstitielle modérée à sévère, avec parfois quelques zones d’opacité alvéolaire (Lobetti et 
al., 2001; Johnson et al., 2005; Corcoran et al., 2011; Heikkila et al., 2011). Une cardiomégalie 
droite et/ou des artères pulmonaires dilatées suggèrent la présence d’une hypertension pulmonaire. 
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Cet examen n’est toutefois ni sensible ni spécifique d’une FPIc et permet surtout d’exclure d’autres 
maladies pulmonaires comme un néoplasme (Heikkila-Laurila et Rajamaki, 2014).  

Les radiographies thoraciques, complétées si nécessaire par une bronchoscopie, permettent 
également de détecter une bronchiectasie ou un collapsus trachéal concomitants. 

2.3.3 Examen échocardiographique 

L’examen échocardiographique sert à exclure une origine cardiaque pour la toux et 
l’intolérance à l’effort, si le doute persiste après les clichés radiographiques. Il est également 
recommandé, lors de suspicion de FPIc, pour rechercher une hypertension pulmonaire et la 
quantifier (Heikkila-Laurila et Rajamaki, 2014) même si aucune cardiomégalie droite n’a été 
détectée aux radiographies. La vitesse du reflux tricuspide (même physiologique) permet d’estimer 
la pression artérielle pulmonaire systolique et celle du reflux pulmonaire, la pression artérielle 
pulmonaire diastolique. Un flux pulmonaire asymétrique dû à une diminution du temps 
d’accélération est également un signe d’hypertension. Les signes secondaires d’hypertension 
pulmonaire doivent être recherchés, comme une hypertrophie du ventricule droit, une dilatation de 
l’atrium droit, un aplatissement, voire un mouvement paradoxal du septum interventriculaire, une 
dilatation du tronc pulmonaire (Kellihan et Stepien, 2010). L’hypertension artérielle pulmonaire 
semble fréquente lors de FPIc, toutefois aucune étude n’a estimé sa prévalence de manière fiable. 
Ainsi dans l’étude de Heikkilä, des modifications du cœur droit suggérant son existence ont été 
retrouvées chez 6/10 cas (Heikkila et al., 2011). Toutefois, sans réalisation d’un examen Doppler, 
sa présence n’a pas pu être confirmée et une hypertension pulmonaire moins sévère ou plus récente, 
sans remodelage du ventricule droit, n’a pas pu être détectée ; sa prévalence a donc été 
possiblement sous-estimée. Une étude échocardiographique s’est spécifiquement consacrée à la 
détection d’une hypertension pulmonaire chez 45 WHWT avec une pneumopathie chronique dont 
les signes cliniques et radiographiques étaient compatibles avec une FPIc (Schober et Baade, 
2006). Une hypertension a ainsi été identifiée chez plus de 40% d’entre eux. Toutefois, pour 
confirmer la suspicion de FPIc, aucun examen TDM-HR n’avait été réalisé et un examen 
histologique n’avait été effectué que chez 4 chiens. 

2.3.4 Examen tomodensitométrique en haute résolution 

Comme chez  l’homme, la TDM-HR est nettement supérieure aux radiographies pour 
l’évaluation  du parenchyme pulmonaire. Toutefois, chez l’animal cette technique, outre son coût 
élevé,  nécessite à minima une sédation voire une anesthésie pour l’acquisition des images, ce qui 
représente un risque potentiel chez les patients les plus sévèrement atteints (Heikkila-Laurila et 
Rajamaki, 2014).   

Les anomalies mises en évidence lors de FPIc concernent surtout les régions dorso-
caudales (Heikkila et al., 2011), avec une distribution hétérogène (Johnson et al., 2005). Elles se 
caractérisent principalement par une opacité en verre dépoli (augmentation diffuse de l’opacité du 
poumon sans masquage des vaisseaux pulmonaires) et des opacités réticulées, telles que des bandes 
parenchymateuses ou des lignes sous-pleurales, un épaississement interstitiel sous-pleural et 
péribronchique, des bronchiectasies par traction et des opacités en rayons de miel (Johnson et al., 
2005; Corcoran et al., 2011; Heikkila et al., 2011). Une consolidation peut également être observée 
(Johnson et al., 2005; Heikkila et al., 2011) et, chez certains chiens, les parois bronchiques 
semblent épaissies (Corcoran et al., 2011). Pour un chien donné, les résultats de la TDM-HR 
correspondent le plus souvent à une combinaison de ces différentes lésions (Heikkila-Laurila et 
Rajamaki, 2014).  

Le pattern tomodensitométrique de la FPIc ne semble pas complètement identique à celui 
de la FPI chez l’homme. En particulier, les opacités en verre dépoli, lorsqu’elles sont extensives 
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comme chez le chien, sont considérées comme atypiques et suggèrent plutôt un processus 
inflammatoire. Les bronchiectasies par traction et les opacités en rayons de miel, considérées 
comme typiques en médecine humaine, sont moins souvent observées lors de FPIc (Heikkila-
Laurila et Rajamaki, 2014) et une étude suggère qu’elles pourraient être retrouvées dans les cas 
plus sévères (Johnson et al., 2005). Toutefois Heikkilä rapporte qu’elles sont parfois présentes chez 
des chiens sans hypoxémie marquée (Heikkila-Laurila et Rajamaki, 2014). 

2.3.5 Examen bronchoscopique et lavage bronchoalvéolaire 

Bien qu’il s’agisse d’une pathologie de l’interstitium, beaucoup de chiens présentent des 
modifications des voies respiratoires supérieures à l’endoscopie (Corcoran et al., 2011; Heikkila et 
al., 2011). Lors de FPIc, les anomalies retrouvées à la bronchoscopie sont peu spécifiques. Ainsi, 
une muqueuse bronchique légèrement irrégulière et la présence d’un peu de mucus sont 
fréquemment observées. Dans les cas plus avancés, une bronchiectasie ou une bronchomalacie 
peuvent être mises en évidence. Ces irrégularités de la muqueuse bronchique peuvent être 
expliquées, au moins en partie, par des changements liés à l’âge : des modifications comparables 
étant retrouvées chez WHWT ou des Beagles sains et âgés (Mercier et al.; Heikkila et al., 2011). 
Toutefois des modifications comparables sont observées lors de FPI chez l’homme et pourraient 
être la conséquence d’une rétraction du parenchyme pulmonaire et d’une modification de la 
stratégie respiratoire. Un collapsus trachéal discret à modéré est souvent présent (15/22 pour 
l’étude de Corcoran (Corcoran et al., 2011) et 5/8 pour l’étude d’Heikkila (Heikkila et al., 2011), 
dont 3 cas de collapsus sévère en combinant les 2 études). Il est probable qu’il s’agisse d’une 
conséquence de la fibrose plutôt qu’une affection isolée, le WHWT n’étant pas une race 
prédisposée au collapsus trachéal.  

L’examen du LLBA met généralement en évidence une augmentation du comptage 
cellulaire total plus ou moins marquée selon les cas (280 à 3 000 cellules/mm3), composé 
majoritairement de macrophages et de neutrophiles (Heikkila et al., 2011). Une complication 
bactérienne est exceptionnellement rapportée (Johnson et al., 2005). Néanmoins, une culture 
bactérienne quantitative est réalisée pour exclure une pneumonie infectieuse, notamment lorsque 
des bactéries sont observées en intracellulaire.  

La mise en évidence de changements compatibles avec une atteinte des voies respiratoires 
supérieures (muqueuse bronchique irrégulière à l’endoscopie, bronchomalacie, augmentation de la 
cellularité du liquide de lavage bronchoalvéolaire) n’exclut donc pas un diagnostic de FPIc, mais 
ne permet pas non plus de le confirmer (Heikkila-Laurila et Rajamaki, 2014). En fait, l’examen 
bronchoscopique est avant tout réalisé afin d’exclure d’autres affections respiratoires chroniques, 
en particulier une bronchopneumopathie éosinophilique ou un processus tumoral diffus. Comme 
pour l’examen TDM-HR, la nécessité d’une anesthésie peut contre-indiquer sa réalisation lors 
d’insuffisance respiratoire sévère. 

2.3.6 Examen histologique 

Pour confirmation du diagnostic, des prélèvements de tissu pulmonaire peuvent être 
obtenus du vivant de l’animal par thoracoscopie, voire par thoracotomie en privilégiant les régions 
sous-pleurales. En raison du caractère hétérogène des lésions de fibrose, l’examen 
tomodensitométrique préalable permet d’identifier les zones atteintes à prélever. En pratique, une 
biopsie pulmonaire est rarement réalisée du vivant de l’animal en raison de son caractère invasif. 
Néanmoins, elle doit être proposée lorsque les différents examens, en particulier l’examen 
tomodensitométrique, ne permettent pas de conclure. Cet examen permet de confirmer la présence 
d’une fibrose pulmonaire lors que le pattern histologique est comparable à celui évoqué 
précédemment. Toutefois, comme en médecine humaine, toutes les causes de fibrose secondaire 
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doivent être exclues avant de conclure à une FPI canine (en fonction du contexte : recherche d’une 
dirofilariose, dosage des anticorps antinucléaires, facteurs environnementaux etc.). 

2.4 Pronostic 

La FPIc est de mauvais pronostic en raison d’une détérioration progressive de la fonction 
respiratoire et de l’absence d’une thérapeutique ciblée et efficace. Une survie moyenne de 18 mois 
après l’apparition des premiers signes cliniques était rapportée dans une étude (Corcoran et al., 
1999a). Très récemment, une étude sur 5 ans et portant sur 15 WHWT avec FPIc a confirmé que la 
présence d’une FPIc influençait la survie avec un rapport de risque de décès de 4,5 comparé à des 
WHWT sains (Lilja-Maula et al., 2014).  Une survie plus prolongée a toutefois été identifiée avec 
une médiane de 32 mois après l’apparition des signes cliniques et 11 mois à partir du diagnostic; la 
survie semble par contre très variable d’un individu à l’autre avec un intervalle de 2 à 51 mois 
après apparition des signes cliniques. La corrélation avec la survie a également été évaluée dans 
cette étude pour différents paramètres. Ont été incluses des valeurs obtenues au moment du 
diagnostic: PaO2 et PaCO2, (A-a)02, sévérité des images radiographiques, unités Hounsfield à la 
TDM-HR ; mais également leur évolution entre la première et la dernière mesure pour les résultats 
des gaz sanguins et de l’hématologie. Un test de la marche des 6 minutes n’ayant été réalisé que 
chez 5 chiens, aucune corrélation avec la survie n’a été étudiée pour ce paramètre. En conclusion 
de cette étude, aucun des paramètres analysés n’a pu être lié à  la survie. Aucun facteur pronostique 
n’est donc, pour l’instant, identifié pour la FPIc.  Cette étude était toutefois relativement limitée par 
le nombre de cas disponibles (entre 10 et 15 selon les paramètres). De plus, d’autres facteurs 
pronostiques évoqués chez l’homme, comme l’existence d’une hypertension pulmonaire ou l’indice 
de distribution des globules rouges, doivent encore être évalués chez le chien. 

2.5 Evolution 

Il n’est pas encore déterminé si les différents types d’évolution reconnus chez l’homme 
(exacerbation aigue, évolution lente…) existent dans la FPIc (Heikkila-Laurila et Rajamaki, 2014). 
Certains chiens peuvent connaitre des phases de détérioration de la fonction respiratoire mais 
l’évolution semble variable. Dans l’étude de Lilja-Maula (Lilja-Maula et al., 2014), l’évolution de 
la maladie estimée d’après le suivi des gaz sanguins ou des images radiographiques était très 
variable avec une détérioration des résultats de gaz sanguins chez 5 chiens tandis qu’une 
amélioration temporaire était notée au cours du suivi chez 7 chiens. Toutefois, parmi les 7 chiens 
décédés de leur FPIc, 5 ont été euthanasiés en raison d’une dyspnée aigue et des lésions de 
dommages alvéolaires diffus, classiquement retrouvées lors d’exacerbation aigue chez l’homme, 
ont été retrouvées à l’histologie chez 7 d’entre eux. On peut donc supposer que des épisodes 
d’exacerbation aigue existent chez le chien et qu’ils pourraient être associés à une mortalité accrue. 

2.6 Traitement 

A notre connaissance, aucun essai clinique n’a été entrepris pour le traitement de la FPIc. 
Le traitement se limite donc à réduire les signes cliniques (en particulier la toux) et les 
complications associées (en particulier l’hypertension pulmonaire). Différents traitements ont été 
rapportés: prednisolone, azathioprine, théophylline etc. sans réelle évaluation de leur efficacité 
(Corcoran et al., 1999a; Heikkila et al., 2011). Aucune des thérapies immunomodulatrices, 
antifibrotiques, ou celles faisant usage d’anticoagulants, d’antagonistes de récepteurs de l’ET1,  de 
vasodilatateurs ou d’inhibiteurs de cytokines testés en médecine humaine n’ont démontré leur 
efficacité en termes de prolongation de la survie (Rafii et al., 2013). Il n’existe donc à l’heure 
actuelle aucune justification scientifique à l’emploi de ces spécialités chez les chiens atteints de 
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FPIc. La pharmacocinétique de la pirfénidone, molécule ayant une AMM au Japon et en Europe 
pour le traitement de la FPI chez l’homme, a été étudiée chez le chien (Bruss et al., 2004). 
Toutefois, en l’absence d’étude de tolérabilité chez le chien et au vu de son coût prohibitif, son 
utilisation n’est pour l’instant pas envisagée chez le chien.  En raison de l’existence d’une 
inflammation bronchique chez le chien, une corticothérapie à dose anti-inflammatoire (et non 
immunosuppressive) peut avoir un intérêt dans le traitement de la FPIc. Plusieurs auteurs (Corcoran 
et al., 1999a; Heikkila-Laurila et Rajamaki, 2014) rapportent en effet que certains chiens semblent 
bénéficier d’un tel traitement, notamment par une réduction de la toux. Lorsque la toux est marquée 
et altère la qualité de vie de l’animal, un traitement antitussif peut également être envisagé. 
L’utilisation de la théophylline en combinaison d’une corticothérapie a également été conseillée 
initialement lors de FPIc (Corcoran et al., 1999a), toutefois les bénéfices réels de cette thérapie sont 
inconnus. 

Peu d’essais cliniques ont été consacrés à l’utilisation du sildénafil lors d’hypertension 
pulmonaire chez le chien avec 2 essais rétrospectifs (Bach et al., 2006; Kellum et Stepien, 2007) et 
une étude prospective avec placebo et en double aveugle mais sur une courte période (Brown et al., 
2010) ; les doses variant de 0,5 à 2 mg/kg toutes les 8 à 24 heures. Chez ces animaux atteints 
d’hypertension pulmonaire de différentes origines (idiopathique, secondaire à une cardiopathie 
gauche, à une pneumopathie chronique, etc.), l’utilisation de sildénafil améliorait le confort de vie, 
notamment en augmentant la tolérance à l’effort. Aucune étude n’a par contre pu évaluer son effet 
sur la survie et seule une de ces études incluait des terriers avec probable FPIc (Kellum et Stepien, 
2007). Ainsi, lorsque l’hypertension pulmonaire est estimée modérée ou sévère, un traitement à 
base de sildénafil peut être instauré lors de FPIc (Heikkila-Laurila et Rajamaki, 2014). La décision 
de la poursuite du traitement est avant tout clinique, une amélioration pouvant être observée sans 
que l’examen échocardiographique ne mette en évidence une diminution de la pression artérielle 
pulmonaire (Bach et al., 2006; Kellum et Stepien, 2007; Brown et al., 2010).  

Comme dans toute affection cardiorespiratoire chronique, un traitement hygiénique doit 
être instauré. Les chiens atteints de FPIc sont très fréquemment en surpoids (défaut d’exercice, 
corticothérapie, etc.). L’obtention et le maintien d’un poids idéal est nécessaire, et permet souvent à 
lui seul d’améliorer les symptômes. L’inhalation de substances irritantes (fumée de cigarette, 
encens, etc.), ainsi que le port du collier ou les situations à l’origine d’aboiements intempestifs 
doivent également être évités. 

2.7 Challenges actuels 

2.7.1 Diagnostic 

La FPIc est facilement suspectée cliniquement dans les races prédisposées. Toutefois, en 
raison de son pronostic défavorable, il est nécessaire de confirmer cette suspicion clinique. La 
démarche diagnostique requiert de nombreuses investigations complémentaires et inclut 
notamment un examen tomodensitométrique (Heikkila-Laurila et Rajamaki, 2014). La bronchite 
chronique reste le principal diagnostic différentiel de la FPIc ; elle est de meilleur pronostic et 
répond au traitement. La FPIc et la bronchite chronique entrainent de la toux et de l’intolérance à  
l’effort et affectent toutes deux des chiens d’âge moyen à âgé et de petites races. Les signes 
radiographiques sont dans les deux cas non spécifiques et la distinction entre ces deux affections 
est d’autant plus délicate que deux études ont souligné la présence concomitante d’une 
inflammation bronchique discrète à modérée lors de FPIc (Corcoran et al., 2011; Heikkila et al., 
2011). Toutefois, l’accumulation de mucus, la bronchomalacie et l’hyperhémie de la muqueuse 
sont souvent plus marquées lors de bronchite chronique que de FPIc (Heikkila-Laurila et Rajamaki, 
2014). La TDM-HR est maintenant considérée comme indispensable dans la démarche 
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diagnostique, et pourrait permettre de différencier FPIc et bronchite chronique (Heikkila-Laurila et 
Rajamaki, 2014). Toutefois, aucune étude n’a spécifiquement évalué ses performances 
diagnostiques dans cette indication précise. Par ailleurs, il est probable que d’autres pneumopathies 
interstitielles diffuses existent chez le chien et que la spécificité de la TDM-HR soit inférieure à 
celle espérée. L’examen histopathologique reste donc indispensable à l’heure actuelle afin de 
confirmer la présence d’une FPIc, en particulier dans les races autre que le WHWT, pour lesquelles 
peu de données tomodensitométriques ont été publiées (2 cairn terriers (Johnson et al., 2005)).  

La mise en évidence de biomarqueurs spécifiques de cette affection et mesurables dans le 
sang ou le LLBA permettrait de simplifier la démarche diagnostique, et la recherche de 
biomarqueurs diagnostiques de la FPIc est l’objet de différents travaux en médecine vétérinaire 
(Heikkila et al., 2013; Lilja-Maula et al., 2013b). Les études concernent soit des biomarqueurs déjà 
connus en médecine humaine et dont les performances diagnostiques sont évaluées dans la FPIc, 
soit des études à large échelle sans à priori par l’utilisation de techniques modernes de screening 
comme la protéomique. Le pro-collagène aminoterminal de type III (PIIINP) a été évalué comme 
biomarqueur diagnostique potentiel dans la FPIc (Heikkila et al., 2013).  Le PIIINP est un 
marqueur du turnover du collagène de type III. Cette molécule est présente dans le propeptide et 
clivée durant la synthèse du collagène de type III. Elle est ensuite libérée dans le fluide 
extracellulaire puis dans le LLBA et le sang en proportion de la quantité de collagène produite 
(Prockop et al., 1979). Une accumulation anormale de collagène de type I et III apparait dans 
l’interstitium pulmonaire lors de FPI chez l’homme (Raghu et al., 1985) et chez le chien (Norris et 
al., 2005) et une concentration sérique élevée est observée chez les hommes atteints (Lammi et al., 
1999). Le PIIINP a donc été mesuré dans le sérum et le LLBA chez des chiens atteints de FPIc, de 
bronchite chronique, de bronchopneumopathie éosinophilique et des chiens sains (WHWT et 
Beagles) (Heikkila et al., 2013). La concentration en PIIINP dans le LLBA était plus élevée chez 
les chiens avec FPIc en comparaison de chiens sains et de chiens avec une bronchite chronique. 
L’analyse de la courbe ROC montrait que les performances de ce biomarqueur étaient moyennes 
avec une aire sous la courbe de 0,81, une spécificité de 95% et une sensibilité de seulement 69% 
pour une valeur seuil de 0,1µg/L. Aucune différence n’était mise en évidence pour la concentration 
en PIIINP dans le LLBA entre chiens avec FPIc et chiens avec bronchopneumopathie 
éosinophilique et pour la concentrique sérique entre tous les groupes. Aucune corrélation n’était 
notée entre la concentration dans le LLBA et la concentration sérique ou entre la concentration 
dans le LLBA et la PaO2, le (A-a)02 ou la durée d’évolution des signes cliniques. La principale 
limite de cette étude est toutefois la faible sensibilité du radioimmunoessai utilisé pour le dosage du 
PIIINP. Une concentration de 0,02µg/L a donc été arbitrairement attribuée pour les valeurs 
inférieures au seuil de détection de 0,03µg/L. En conclusion de cette étude, il semble que le PIIINP 
dans le LLBA puisse avoir un intérêt en tant que biomarqueur diagnostique. Toutefois, bien qu’un 
biomarqueur mesuré dans le LLBA soit probablement un meilleur marqueur de la production locale 
de collagène et moins influencé par d’autres facteurs, son utilisation est limitée d’un point de vue 
pratique. D’un point de vue du pronostic, aucune corrélation n’était mise en évidence avec les 
résultats des gaz sanguins. Une étude longitudinale avec mesures répétées au cours de suivi serait 
nécessaire pour réellement évaluer sa capacité à établir un pronostic, mais serait également peu 
applicable en pratique courante.  

Une autre étude récente a utilisé une technique de protéomique pour analyser à large 
échelle les protéines dans le LLBA et ainsi identifier celles spécifiques de la FPIc (Lilja-Maula et 
al., 2013b). Le LLBA a ainsi été soumis à une électrophorèse bidimensionnelle quantitative sur gel 
(2D-DIGE) pour séparer ses différents constituants suivie d’une spectrométrie de masse pour les 
identifier et confirmation par Western-blot pour la β-actine. La comparaison du protéome obtenu 
chez des chiens sains, des WHWT avec FPIc et des chiens avec bronchite chronique n’a toutefois 
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pas permis d’identifier une signature protéique spécifique de la FPIc. Cette étude est limitée par le 
faible nombre d’échantillons évalués (6 chiens avec FPIc, 5 avec bronchite chronique et 4 Beagles 
sains). Des changements similaires ont été retrouvés dans les 2 groupes malades avec une 
surexpression des protéines β-actine, C3 du complément, α1-antitrypsine, apolipoprotéine A1, 
haptoglobine et transcétolase et une sous-expression du lysozyme C. Il s’agit de plus de protéines 
peu spécifiques, intervenant notamment dans les processus inflammatoires ou l’immunité innée. La 
β-actine, composant du cytosquelette, pourrait être libérée lors d’une augmentation du turn-over 
cellulaire et de mortalité cellulaire et donc lors de dommage de l’épithélium alvéolaire. Toutefois, 
elle est l’une des protéines les plus souvent retrouvées lors d’analyse protéomique du LLBA, ce qui 
reflète probablement plus une réponse non spécifique au stress. Son intérêt en tant que biomarqueur 
diagnostique semble donc limité. 

Cette recherche de biomarqueurs soulève des perspectives intéressantes pour aider au 
diagnostic de la FPIc. Toutefois des marqueurs plus fiables doivent encore être identifiés et il est 
également fort probable qu’une combinaison de biomarqueurs soit plus performante qu’un seul et 
que leur mesure ne soit qu’une aide complémentaire et non pas un substitut aux autres examens, en 
particulier la TDM-HR. 

2.7.2 Traitement 

Aucun traitement n’existe ou ne fait même l’objet d’essai clinique à l’heure actuelle dans la 
FPIc. Les principales limites à son développement sont la faible prévalence, qui rend le recrutement 
de cas difficile, mais avant tout le peu de connaissances actuelles à propos de cette affection. Le 
développement d’une thérapeutique ciblée nécessite en effet la détermination préalable de 
l’étiologie et/ou des mécanismes moléculaires conduisant au développement de la maladie. 

2.7.3 Etio-pathogénie 

L’étiologie de la FPIc est actuellement inconnue, bien qu’une base génétique soit suspectée 
en raison de la nette prédisposition raciale pour les terriers et en particulier pour le WHWT 
(Heikkila-Laurila et Rajamaki, 2014). A l’heure actuelle, seule une étude génétique a été publiée 
(Eriksson et al., 2009). Cette étude incluait 5 chiens avec FPIc (dont 4 WHWT et 1 terrier tibétain) 
et 5 chiens contrôles (dont 3 chiens sains) de différentes races (dont 1 WHWT). Les SP-B et SP-C 
ont été mesurées dans le LLBA de 3 chiens avec FPI et des 5 contrôles, et le gêne de la SP-C a été 
séquencé chez 2 chiens avec FPI et 1 contrôle. La SP-B était détectable dans le LLBA de tous les 
chiens et la SP-C chez tous sauf le terrier tibétain avec FPIc, pour lequel une mutation a été 
détectée dans l’exon 5 du gène de la SP-C. Il est toutefois difficile de tirer  la moindre conclusion 
étant donné le très faible nombre de cas inclus, en particulier pour la recherche de mutation pour 
laquelle un chien contrôle de même race aurait été nécessaire. 

Il est probable que, comme chez l’homme, le développement d’une FPIc résulte de 
l’association d’un terrain génétique favorable et de facteurs environnementaux. Toutefois à l’heure 
actuelle, aucune étude épidémiologique n’a été entreprise chez le chien pour identifier des facteurs 
de risque environnementaux ou autre, comme les reflux gastroœsophagiens. L’identification de tels 
facteurs est difficile ; les dommages pulmonaires peuvent apparaitre longtemps avant les signes 
cliniques et il est possible que l’agent initial ne soit plus présent au moment du diagnostic. 

Au-delà de l’identification du ou des agents causals initiaux, il est également important 
d’identifier les mécanismes conduisant au développement de la fibrose, afin de définir des cibles 
thérapeutiques spécifiques. Or aucune publication ne s’était spécifiquement consacrée à l’étude de 
la pathogénie de la FPIc. Toutefois certaines informations peuvent être retirées de celles consacrées 
à l’identification de biomarqueurs. Ainsi les protéines surexprimées dans le LLBA laissent 
supposer l’existence d’une activation des facteurs anti- et pro-inflammatoires et des voies du 
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complément et de la glycolyse au niveau pulmonaire dans la FPIc (Lilja-Maula et al., 2013b). La 
mise en évidence d’une augmentation de la concentration en PIIINP dans le LLBA suggère une 
activation de la synthèse du collagène de type III, bien que cette activation ne soit pas spécifique de 
la FPIc mais soit également retrouvée lors de bronchopneumopathie éosinophilique (Heikkila et al., 
2013). 
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OBJECTIFS 

La FPIc attire des plus en plus l’intérêt des cliniciens vétérinaires, au regard des 
nombreuses publications dont elle a fait l’objet dernièrement, et de la communauté scientifique en 
général, en particulier en tant que possible modèle spontané d’étude pour la FPI humaine. Cette 
maladie reste toutefois très peu connue et le clinicien doit faire face à plusieurs challenges, 
notamment l’établissement du diagnostic de la FPIc, qui requière de nombreux examens 
complémentaires, et l’absence d’un traitement efficace. Du côté de la recherche, l’identification 
d’une thérapie ciblée est très difficile en l’absence d’une bonne compréhension des mécanismes 
conduisant à la fibrose du parenchyme pulmonaire. Le recrutement d’un nombre de cas suffisants 
pour ces études est long en raison de la rareté de la maladie, mais la difficulté à confirmer le 
diagnostic complique également ce recrutement. Par ailleurs, avant de pouvoir envisager la FPIc 
comme modèle de la FPI humaine, il est nécessaire d’en compléter la description clinique et 
histologique mais surtout de vérifier qu’elles partagent certains mécanismes moléculaires. 

Ce projet a donc été entrepris afin de répondre au moins partiellement à ces différents 
challenges. Ces objectifs étaient ainsi : 

- d’élucider certains mécanismes intervenant dans la pathogénie de la FPIc 
- d’identifier des biomarqueurs pouvant aider à son diagnostic. 

Quasiment aucune donnée de départ n’étant disponible au moment de l’élaboration de ce 
projet, notre approche a été double. Nous avons ainsi choisi d’utiliser une technique de screening à 
large échelle, qui permet de travailler sans à priori, mais également d’utiliser les connaissances 
existantes dans la FPI humaine pour identifier certaines molécules d’intérêt, que ce soit dans la 
pathogénie ou en tant que biomarqueur. 

- Pour l’étude de la pathogénie de la FPIc : 
o  La technique des microdamiers a été appliquée sur des tissus pulmonaires afin 

d’analyser dans son ensemble le transcriptome, et ce dans le but d’identifier de 
grandes voies altérées lors de FPIc. Cette technique permet également de mettre en 
avant plus spécifiquement certaines molécules dont l’expression est fortement 
altérée. 

o Le TGFB1 a été analysé ainsi que ses voies de stockage, d’activation et de 
signalisation. 

o Certaines voies de la sérotonine, molécule évoquée dans la pathogénie de la FPI 
chez l’homme et dont l’intérêt a été également suggéré lors de l’analyse 
microdamier précédente, ont également été étudiées. 

- Pour l’identification de biomarqueurs de la FPIc 
o Le transcriptome obtenu par microdamier a été analysé afin d’en extraire certains 

gènes codant pour des biomarqueurs potentiels. 
o L’endothéline, biomarqueur connu dans la FPI humaine,  a été évalué en tant que 

biomarqueur chez le chien. 
o Bien qu’il ne s’agisse pour ces molécules que d’un objectif secondaire, l’analyse  

du TGFB1 et de la sérotonine a comporté également des dosages sériques, 
permettant ainsi d’évaluer également leur potentiel en tant que biomarqueurs. 
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ETUDES 

1. Recrutement des cas 

Comme évoqué précédemment, la FPIc est une maladie rare et dont le diagnostic est 
difficile, deux éléments compliquant le recrutement de cas. Pour la réalisation des études prévues, 
plusieurs populations étaient nécessaires. En effet, en raison de la très forte prédisposition raciale 
de la FPIc, nous avions besoin de chiens sains de différentes races (prédisposées et non 
prédisposées) afin d’étudier ce facteur confondant « race ». Par ailleurs, dans le cadre de la 
recherche de biomarqueurs, nous devions disposer de chiens atteints d’autres affections 
respiratoires chroniques, afin d’évaluer les performances (sensibilité, spécificité) des marqueurs 
candidats. Le type d’échantillon nécessaire était également varié (sérum, LLBA, tissu pulmonaire), 
leur mode de prélèvement et de conservation devant être adaptés à leur usage respectif.  

Afin de faciliter le recrutement de cas atteints de FPIc et de chiens contrôles sains, une 
collaboration à l’échelle européenne a été organisée. Tout d’abord, nous travaillons en étroite 
collaboration avec l’équipe de l’Université d’Helsinki pour la réalisation de différentes études 
(Heikkila et al., 2013; Syrja et al., 2013; Lilja-Maula et al., 2014) et nous avons pu également 
utiliser des échantillons issus de chiens préalablement recrutés (Heikkila et al., 2011). Nous avons 
ainsi pu bénéficier de deux populations: une série de WHWT atteints de FPIc et un groupe contrôle 
sain de la même race et d’âge comparable. Ces deux groupes ont été parfaitement phénotypés : 
confirmation du diagnostic de FPIc par TDM-HR ou histologie (les chiens pour lesquels le 
diagnostic n’était que tomodensitométrique au début du projet ont été à nouveau confirmés par la 
suite par histologie après leur décès) et réalisation d’une analyse des gaz sanguins et d’une TDM-
HR pour chercher à exclure une FPIc sub-clinique chez les chiens contrôles. Par ailleurs, des 
confrères spécialisés en médecine interne et en cardiologie ont été contactés par différentes 
méthodes : courriel, encart dans les journaux spécialisés, pages d’information sur le site internet du 
projet LUPA et réunions d’information à l’occasion des congrès du collège européen de médecine. 
Ceci nous a permis d’établir un réseau de partenaires et des fiches explicatives (dossier clinique, 
obtention, conservation et transport des prélèvements) ont été mises à leur disposition. Une dizaine 
de cas supplémentaires ont pu être recrutés par ce biais. Enfin, concernant les chiens contrôles de 
différentes races, le recrutement s’est organisé auprès des membres du personnel et des étudiants de 
la faculté ainsi qu’auprès des éleveurs. Les éleveurs belges et français des races d’intérêt ont été 
contactés par l’intermédiaire des clubs de race, d’encarts dans les magazines et des salons. Deux 
réunions de vulgarisation sur la FPIc ont notamment été organisées en France à destination des 
éleveurs et propriétaires de WHWT et ont été l’occasion d’effectuer un dépistage et d’obtenir des 
prélèvements. Ce mode de recrutement nous ainsi permis de récolter du sérum de chiens sains issus 
de différentes races.  

Concernant les chiens atteints d’autres pathologies respiratoires, le service de médecine 
interne disposait déjà d’un nombre suffisant d’échantillons. 

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

 
L’analyse des profils d’expression génique à l’échelle d’un tissu, notamment par la 

technique des microdamiers, est un outil particulièrement puissant pour l’étude des différentes 
voies impliquées dans la pathogénie d’une maladie. Le microdamier permet ainsi d’étudier 
simultanément l’expression de dizaines de milliers de gènes, reflétant la transcription de la quasi-
totalité du génome à un instant donné (Kaminski et Friedman, 2002). On peut ainsi obtenir une 
signature transcriptomique de l’affection d’intérêt, une vue d’ensemble et la comparer à celle 
obtenue chez des individus sains ou atteints d’une autre pathologie.  En effet, cette analyse des 
profils d’expression est toujours une analyse comparée, le niveau d’expression de chaque gène 
étant comparé à celui du même gêne dans une autre condition (patient sain ou atteint d’une 
pathologie). On peut ainsi identifier toutes les anomalies liées à la présence de la maladie, celles 
qui sont communes à d’autres affections proches ou au contraire celles qui lui sont spécifiques. 
L’analyse de ces profils d’expression peut également permettre l’identification de molécules clés. 
L’autre avantage de cette technique est de travailler sans à priori, les gènes d’intérêt n’étant pas 
choisis à l’avance, ce qui favorise la découverte de voies ou de molécules impliquées dans une 
maladie et dont on n’anticipait pas l’existence. A l’inverse, les techniques de biologie moléculaire 
classiques (PCR, dosage protéique…) s’intéressent généralement à une molécule voir au maximum 
une voie dont on suspecte l’implication. Le processus de screening réalisé à l’aide d’un 
microdamier présente néanmoins certains désavantages directement liés au principe de travailler à 
grande échelle. On obtient en effet un volume extrêmement important de données, qu’il peut être 
difficile d’interpréter et de relier entre elles. Pour pallier à ce désavantage, de nombreux outils 
informatiques ont été développés afin de manipuler l’ensemble de ces données et d’en tirer le 
maximum d’informations pertinentes (Kaminski et Friedman, 2002). Par ailleurs, avec cette 
technique, on analyse simultanément l’expression d’un grand nombre de gènes à partir d’un 
nombre restreint d’échantillons. L’analyse statistique de ces données en est ainsi compliquée et des 
faux positifs et faux négatifs sont souvent observés.  

L’analyse des profils d’expression génique dans les poumons atteints de FPI a permis de 
grandes avancées dans la compréhension de la pathogénie, et ce par deux approches. 

Initialement, et même si l’analyse microdamier apporte des informations sur des milliers de 
gènes, la plupart des chercheurs ont préféré se focaliser sur un gène en particulier et en valider 
l’implication (Kaminski et Rosas, 2006). Dans cette approche, surnommée « cueillette de cerises », 
un ou quelques gènes sont sélectionnés parmi l’ensemble du profil sur la base de leur niveau 
d’expression (avec ou sans support statistique) et/ou de leur rôle biologique connu. La variation 
d’expression du gène identifiée par microdamier peut être validée tout d’abord par RT-PCR 
quantitative (qRT-PCR) (validation technique). La validation à l’échelle protéique permet de 
confirmer que le changement à l’échelle de l’ARNm a une répercussion  sur la quantité de 
protéines présentes dans le tissu et peut permettre d’identifier les régions du poumon et les cellules 
exprimant la protéine. La validation biologique est ensuite très importante et permet de déterminer 
quelle est la fonction de la protéine, si elle est encore inconnue, et si cette fonction a un lien avec la 
fibrose in vivo et/ou in vitro. Enfin, on peut également rechercher une perturbation dans le gène 
associé à la présence de maladie (Kaminski et Rosas, 2006). 
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Figure 15 : Validation des modifications d’expression mises en évidence par microdamier pour les 
gènes d’intérêt, d’après (Kaminski et Rosas, 2006) 

 

 
Dans la FPI chez l’homme, cette approche a notamment permis de mettre en évidence le 

rôle clé de certaines molécules comme la matrilysine (MMP7) (Cosgrove et al., 2002; Zuo et al., 
2002), l’ostéopontine (Pardo et al., 2005), FIZZ1 (Liu et al., 2004), CCL7 (Choi et al., 2004) ou 
WNT5A (Vuga et al., 2009).  

 
Une approche différente, qui exploite beaucoup plus largement le volume de données 

obtenues par l’analyse microdamier, est l’approche par système. Dans cette approche, la variation 
d’expression des différents gènes est combinée, par l’intermédiaire des différents logiciels, à 
l’ensemble des données connues pour ces gènes : processus cellulaire dans lesquels ils sont 
impliqués, facteurs de transcription, fonctions et localisations cellulaires des protéines 
correspondantes… Ces gènes sont ensuite associés pour former des groupes et ainsi identifier de 
grandes fonctions cellulaires altérées. Cette approche a notamment permis de changer la vision que 
les chercheurs avaient de la FPI. Il a d’abord été mis en évidence que des programmes différents 
régulaient la réaction inflammatoire et le processus de fibrose au sein des poumons (Kaminski et 
al., 2000). A l’opposé de  l’image des poumons atteints vu comme un organe en stade terminal et 
inerte, il a également été démontré que le poumon était biologiquement actif lors de FPI, avec une 
activation du catabolisme, une augmentation du métabolisme du glucose, de la synthèse protéique 
et de la matrice extracellulaire, une augmentation de l’expression des MMP et une activation de 
gènes impliqués dans la différenciation des muscles lisses et la contractilité musculaire (Zuo et al., 
2002; Kaminski et Rosas, 2006). Par la suite, l’analyse du profil d’expression a mis en avant le rôle 
de l’angiogenèse(Cosgrove et al., 2004) ou de la réactivation des voies du développement(Selman 
et al., 2008), a permis d’identifier les cibles du TGFB1 dans les fibroblastes pulmonaires(Renzoni 
et al., 2004). L’utilisation d’un microdamier a également permis de mettre en évidence des 
différences dans les profils d’expression entre les formes familiales et sporadiques de 
pneumopathies interstitielles(Yang et al., 2007a) et au sein de la FPI en fonction de la forme 
évolutive(Konishi et al., 2009) ou du type cellulaire étudié(Kelly et al., 2006). 
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Par ailleurs, comme discuté précédemment, la technologie du microdamier a permis 
l’identification de nouveaux biomarqueurs potentiels chez les patients atteints de FPI (Selman et 
al., 2007; Konishi et al., 2009). 

En médecine vétérinaire, l’analyse des profils d’expression génique a été appliquée plus 
récemment à l’étude de la pathogénie de différentes affections, dont la cardiomyopathie dilatée 
(Oyama et Chittur, 2005; Oyama et al., 2009), l’endocardiose mitrale (Oyama et Chittur, 2006; 
Zheng et al., 2009), les rhinites chroniques (Vanherberghen et al., 2012), l’hémangiosarcome 
(Tamburini et al., 2010) ou l’ostéosarcome (O'donoghue et al., 2010). 

 
Nous avons donc appliqué cette technique du microdamier à du tissu pulmonaire provenant 

de chiens atteints de FPIc et de chiens sains afin d’obtenir le profil d’expression génique de la FPIc. 
L’ARN a ainsi été extrait du tissu pulmonaire obtenu chez 5 WHWT avec FPIc et 5 chiens 
contrôles. Les échantillons obtenus ont été poolés pour obtenir deux groupes, FPIc et contrôle, et 
analysés à l’aide d’un microdamier canin. Le niveau d’expression de chaque transcrit présent sur la 
puce (plus de 40 000 sondes/ puce) a ainsi été mesuré dans chaque groupe, l’ensemble des données 
obtenues constituant un profil d’expression. Les résultats ont ensuite été comparés entre les deux 
groupes pour identifier les transcrits avec un « fold change » de plus de 2, considérés comme 
exprimés différemment entre ces deux conditions. Ces données ont été interprétées par une 
approche globale incluant une approche par système et également une analyse plus ciblée de 
certains gènes d’intérêt. Cette « base de données » a été également exploitée pour sélectionner, 
parmi l’ensemble des gènes dont l’expression était modifiée dans la FPIc, ceux codant pour des 
protéines avec un potentiel de biomarqueur. Cette interprétation des données a été facilitée par 
l’utilisation du logiciel IPA. 

 
Différentes fonctions biologiques altérées ont d’abord été identifiées par cette analyse dont 

la croissance et la prolifération cellulaires, le développement et le fonctionnement du système 
musculo-squelettique, le mouvement cellulaire, le développement cellulaire, le développement 
embryonnaire, la signalisation et les interactions intercellulaires et la présentation antigénique. 

Nous avons ensuite décidé d’étudier plus spécifiquement certains gènes dont l’expression 
semblait altérée dans la FPIc avec 5 gènes surexprimés : CCL2, CCL7, CXCL14, IL8 et la 
« fibroblast activation protein » (FAP) et 5 gènes sous-exprimés : la protéine « palate, lung and 
nasal epithelium associated » (PLUNC), MMP1, MMP7, MMP8 et MMP9. Ces gènes ont été 
choisis sur base de leur « fold-change » d’expression, sur leur implication dans les différentes 
fonctions biologiques mises en avant précédemment et sur leurs rôles connus. Les MMP ont 
notamment été sélectionnées car l’analyse microdamier suggérait une régulation négative de leur 
expression, résultat en contradiction avec les données obtenues précédemment chez l’homme dans 
le sang ou le LLBA. L’analyse par qRT-PCR  a confirmé les résultats de l’analyse par microdamier 
pour tous les gènes pour lesquels une régulation positive de l’expression était notée (CCL2, CCL7, 
CXCL14, IL8 et FAP)  ainsi que pour la PLUNC. A l’inverse, la régulation négative des différentes 
MMP a été infirmée par l’analyse par qRT-PCR. Il est à noter que bien que les transcrits des MMP 
étaient considérés comme « présents » dans les deux groupes lors de l’analyse du microdamier, 
l’intensité pour ces sondes était très faible, ce qui rendait la comparaison nettement moins fiable. 
Ces résultats reflètent la limitation des microdamiers et la nécessité de confirmer individuellement 
les résultats obtenus, en particulier pour les transcrits avec un signal faible.  

Nous avons ensuite complété l’analyse des profils d’expression par une recherche de 
biomarqueurs potentiels. La liste des gènes et leur « fold change » a ainsi été filtrée par 
l’intermédiaire du logiciel IPA Biomarker Analysis pour isoler les gènes avec un potentiel de 
biomarqueurs. Des critères arbitraires ont été utilisés: fold change minimum de 2, gène connu pour 
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être exprimé au niveau pulmonaire et détection probable de la protéine correspondante dans le sang 
et/ ou  le LLBA. Trente-quatre biomarqueurs potentiels ont ainsi pu être identifiés dont 32 
pourraient être mesurables dans le sang (dont CCL2, l’amyloïde sérique 1, l’IL8) et 2 uniquement 
dans le LLBA (PLUNC et mésothéline). La validité de cette approche a été confirmée par la 
mesure dans le sérum de l’un de ces biomarqueurs : le CCL2. Nous avons choisi le CLL2 pour 
plusieurs raisons. Son gène était nettement surexprimé chez les chiens atteints de FPIc, résultat 
suggéré par l’analyse microdamier et confirmé par qRT-PCR. Le CCL2 était potentiellement 
mesurable dans le sérum et le LLBA et un kit de dosage était disponible pour l’espèce canine. Par 
ailleurs, l’intérêt du CCL2 en tant que biomarqueur avait déjà été confirmé chez le chien dans 
différentes pathologies (Perry et al., 2011; O'neill et al., 2012; Ishioka et al., 2013). Une 
concentration sérique plus élevée a ainsi été retrouvée chez les chiens atteints de FPIc en 
comparaison de chiens sains. Depuis la publication de cet article, ces résultats ont été complétés en 
incluant des chiens atteints d’autres affections respiratoires chroniques. Nous avons ainsi mis en 
évidence que la concentration sérique en CLL2 chez les chiens atteints FPIc était plus élevée que 
chez ceux atteints de bronchite chronique (277.7pg/mL; 137.3-364.7) (p=0.003) ou de 
bronchopneumopathie éosinophilique (281.6; 163.9-416.5) (p=0.009). Les performances de CCL2 
en tant que biomarqueur diagnostique ont ensuite été évaluées par l’analyse de la courbe ROC. 
Ainsi, au-delà de la valeur seuil de 385 pg/mL, une FPIc était diagnostiquée avec une sensibilité de 
92% et une spécificité de 80 % ; indiquant que le CCL2 pourrait avoir un intérêt comme 
biomarqueur diagnostique de FPIc. Son intérêt en tant que biomarqueur pronostique reste par 
contre encore à évaluer. 

Figure 16A : Concentration sérique en CCL2 chez des chiens atteints de fibrose pulmonaire 
idiopathique canine (FPIc, n=13), des chiens atteints de bronchite chronique (BC, n=10) et des 

chiens atteints de bronchopneumopathie éosinophilique (BPE, n=9). Les résultats sont présentés 
sous la forme de box plot.  

Figure 16B : Courbe ROC : performance du test à différencier une FPIc d’une BC ou d’une BPE en 
fonction du seuil choisi pour la concentration sérique en CCL2 

 

 
L’une des principales limites de cette étude était l’utilisation d’échantillons « poolés » pour 

l’analyse microdamier. Le « pooling » a certains avantages car il renforce le signal pour les 
transcrits faiblement exprimés, il diminue la variabilité biologique et réduit les frais, une seule puce 
étant utilisée pour chaque groupe. Toutefois, en cas de « pooling », les résultats de l’expression 
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d’un gène spécifique peuvent être fortement influencés par des « outliers », ce qui majore le risque 
de faux positifs mais également de faux négatifs. De plus, étant donné que l’on compare un résultat 
à un autre et non pas deux groupes, seule la valeur du fold-change peut être utilisée pour identifier 
les gènes sur ou sous exprimés. Or une différence importante peut être observée entre les deux 
résultats sans que cette différence soit significative, notamment si la variation au sein des groupes 
est importante. A l’inverse, pour certains gènes, on peut avoir une faible différence (inférieure au 
seuil choisi) mais qui soit malgré tout significative. L’interprétation des résultats est donc moins 
fiable en l’absence de test statistique, ce qui renforce la nécessité d’une validation par qRT-PCR.  
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Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) in dogs is a rare disease of unknown aetiology, seen in terrier breeds,
particularly the West Highland white terrier (WHWT). The aim of this study was to determine pulmonary
gene expression in canine IPF in order to gain insights into the pathogenesis of the disease and to identify
possible biomarkers. Microarray analyses were conducted to determine gene expression profiles in the
lungs of dogs with IPF and control dogs of various breeds. More than 700 genes were identified as having
greater than two-fold difference in expression between the two groups. The significant biological
functions associated with these genes were related to cellular growth and proliferation, developmental
processes, cellular movement, cell to cell signalling and interaction, and antigen presentation. Altered
levels of expression were confirmed by quantitative reverse transcriptase PCR for genes encoding
chemokine (C–C) ligand (CCL) 2 (+4.9 times), CCL7 (+6.8 times), interleukin 8 (+4.32 times), chemokine
(C–X–C) ligand 14 (+3.4 times), fibroblast activation protein (+4.7 times) and the palate, lung and nasal
associated protein (PLUNC, �25 times). Serum CCL2 concentrations were significantly higher in WHWTs
with IPF (mean 628.1 pg/mL, interquartile range 460.3–652.7 pg/mL) than unaffected WHWTs (mean
344.0 pg/mL, interquartile range 254.5–415.5 pg/mL; P = 0.001). The results support CCL2 as a candidate
biomarker for IPF in dogs.

� 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
Introduction

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),
but a combination of biomarkers is likely to be more reliable for
diagnosing IPF in dogs.

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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http://dx.doi.org/10.1016/j.tvjl.2013.08.018
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1 See: http://media.affymetrix.com/support/downloads/manuals/expression_anal-
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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 WHWTs (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 11–15 years). IPF was diagnosed
according to Norris et al. (2005), Heikkila et al. (2011) and Syrjä 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 Liège, 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 lL lysis buffer (Invitrogen), 3.5 lL 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 lL
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 P7) 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.1 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 analysis2 (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 Biomarker3 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 a (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 DCt 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

http://www.media.affymetrix.com/support/downloads/manuals/expression_analysis_technical_manual.pdf
http://www.media.affymetrix.com/support/downloads/manuals/expression_analysis_technical_manual.pdf
http://www.ingenuity.com/products/pathways_analysis.html
http://www.ingenuity.com/products/ipa/biomarker-filter


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.S1_at ANKRD1 6.1 Ankyrin repeat domain 1
Cfa.3745.1.S1_s_at HTR2B 5.2 5-Hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2B
CfaAffx.16581.1.S1_at ELF3 5.1 E74-like factor 3 (ets domain transcription factor, epithelial-specific)
CfaAffx.11223.1.S1_s_at SLC1A2 5.0 Solute carrier family 1 (glial high affinity glutamate transporter), member 2
Cfa.3851.1.S1_s_at CCL2 4.9 Chemokine (C–C motif) ligand 2
CfaAffx.16274.1.S1_at FAP 4.7 Fibroblast activation protein, a
CfaAffx.29216.1.S1_at HMGB3 4.5 High-mobility group box 3
Cfa.3173.2.A1_at SAA1 4.4 Serum amyloid A1
Cfa.3510.1.S1_s_at IL8 4.3 Interleukin 8
CfaAffx.19822.1.S1_at MUC20 4.3 Mucin 20, cell surface associated
Cfa.15713.1.A1_s_at MARCO 4.0 Macrophage receptor with collagenous structure
CfaAffx.23602.1.S1_s_at GLDN 3.9 Gliomedin
CfaAffx.2003.1.S1_at TRHR 3.9 Thyrotropin-releasing hormone receptor
CfaAffx.15427.1.S1_at PRMT3 3.8 Protein arginine methyltransferase 3
CfaAffx.1882.1.S1_s_at HSP70 3.8 Heat shock protein 70
CfaAffx.6312.1.S1_at LOC612714 3.7 Similar to Complement C5 precursor
CfaAffx.19116.1.S1_at ANXA9 3.7 Annexin A9
Cfa.12375.1.A1_at FKBP5 3.6 FK506 binding protein 5
Cfa.7839.1.S1_at KRT8 3.6 Keratin 8
Cfa.21149.1.S1_at CXCL14 3.4 Chemokine (C–X–C motif) ligand 14
CfaAffx.360.1.S1_s_at ADAMDEC1 3.3 ADAM-like, decysin 1
CfaAffx.28187.1.S1_at ITGA2 3.2 Integrin, a 2 (CD49B, a 2 subunit of VLA-2 receptor)
CfaAffx.23498.1.S1_at FGFBP1 3.0 Fibroblast growth factor binding protein 1
Cfa.182.1.S2_at DLA-DQA1 2.7 Major histocompatibility complex, class II, DQ a 1
CfaAffx.6329.1.S1_s_at C5 2.6 Complement component 5
Cfa.280.1.S1_at dla88 �462.4 MHC class I 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.S1_at PIP �8.1 Prolactin-induced protein
CfaAffx.26848.1.S1_at MYH2 �5.2 Myosin, heavy chain 2, skeletal muscle, adult
Cfa.1262.1.S2_at COL1A2 �3.3 Collagen, type I, a 2
Cfa.100.1.S1_at COL1A1 �2.2 Collagen, type I, a1
Cfa.6009.2.A1_at FBLN1 �2.0 Fibulin 1

Table 1
Primers and probe sequences used for quantitative reverse transcriptase-PCR.

Primer set Product size (base pairs) Forward primer (50–30) Reverse primer (50–30) Probe sequence (50–30)

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

50 Fluorophore: 6-carboxy-fluorescein (FAM); 30 Quencher: Black hole quencher 1 (BHQ1).
Oligonucleotides were synthesised by Eurogentech.
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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.4 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).

http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/.E-MEXP-3671


Table 3
Enriched functional gene classes in the differential expression profile of canine
idiopathic pulmonary fibrosis.

Function annotation Number of
genes

Benjamini–Hochberg
P value

Cellular growth and proliferation 216 0.000719
Skeletal and muscular system

development and function
48 0.000719

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
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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 WHWTs (P = 0.134). Serum levels of CCL2 were signif-
icantly higher in WHWTs 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).
Table 4
Biomarker candidates in canine idiopathic pulmonary fibrosis.

Symbol Entrez gene n

CCL2 Chemokine (C–C motif) ligand 2
SAA1 Serum amyloid A1
IL8 Interleukin 8
KRT8 Keratin 8
CD163 CD163 molecule
LAMP3 Lysosomal-associated membrane protein 3
SFTPD Surfactant protein D
MSLN Mesothelin
KRT18 Keratin 18
CYP1B1 Cytochrome P450, family 1, sub-family B, polypepti
GALNT3 UDP-N-acetyl-a-D-galactosamine:polypeptide N-ace
FOS FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog
UCHL1 Ubiquitin carboxyl-terminal esterase L1 (ubiquitin t
VWF von Willebrand’s factor
ECM1 Extracellular matrix protein 1
FGF9 Fibroblast growth factor 9 (glia-activating factor)
PLUNC Palate, lung and nasal epithelium associated
MMP7 Matrix metallopeptidase 7 (matrilysin, uterine)
HP Haptoglobin
MBP Myelin basic protein
BDNF Brain-derived neurotrophic factor
PDGFB Platelet-derived growth factor b polypeptide (simia
PGLYRP1 Peptidoglycan recognition protein 1
MMP9 Matrix metallopeptidase 9 (gelatinase B, 92 kDa gel
LCN2 Lipocalin 2
RBP1 Retinol binding protein 1, cellular
CA2 Carbonic anhydrase II
ACE Angiotensin I converting enzyme (peptidyl-dipeptid
CDH5 Cadherin 5, type 2 (vascular endothelium)
ABCC1 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), me
PTGES Prostaglandin E synthase
FGF1 Fibroblast growth factor 1 (acidic)
CAMP Cathelicidin antimicrobial peptide
HPGD Hydroxyprostaglandin dehydrogenase 15-(NAD)
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 a3 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
ame Fold change
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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 a (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.
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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, MMP7,
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. 2. Box plots of relative gene expression levels of matrix metalloproteinases (MMPs) in West Highland white terriers (WHWT) with canine idiopathic pulmonary fibrosis
vs. controls (no significant difference). Gene expression levels of (A) MMP1, (B) MMP7, (C) MMP8 and (D) MMP9 were measured by real-time quantitative reverse
transcriptase-PCR.
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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).
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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 Müller-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 WHWTs 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 TGFB1 et ses voies d’activation, de stockage et de 
signalisation dans la FPIc 

 
En raison du rôle central du TGFB1 dans la pathogénie de la FPI chez l’homme évoqué 

précédemment, nous avons décidé de l’étudier dans la FPIc. Nous avons notamment cherché à 
déterminer si sa synthèse, ses voies d’activation et de stockage étaient altérées lors de FPIc et si le 
parenchyme pulmonaire atteint était le siège d’un « signal TGFB1 » actif. Les mécanismes de 
régulation du signal du TGFB1 incluent des changements dans la transcription du gène du TFGB1, 
la stabilité et la traduction de l’ARNm correspondant, des modifications post-transcriptionnelles, le 
stockage et l’activation des formes latentes, l’inhibition de la signalisation intracellulaire et 
l’inactivation du TGFB1. Certains de ces mécanismes ont ainsi été étudiés chez des chiens atteints 
de FPIc en comparaison de chiens sains. La concentration sérique en TGFB1 a également été 
évaluée avec l’hypothèse que des taux circulants élevés pourraient être un reflet d’une activité 
augmentée du TGFB1 au niveau pulmonaire et qu’elle pourrait être utilisée en tant que 
biomarqueur. 

Le niveau d’expression génique du TGFB1 a ainsi été évalué par qRT-PCR alors que 
l’immunohistochimie a été utilisée pour tenter d’identifier les cellules produisant le TGFB1, ses 
lieux de stockage et d’évaluer de manière qualitative la quantité de protéines présentes à l’aide d’un 
anticorps anti-TGFB1, mais également d’identifier les cellules cibles pour le TGFB1 par 
l’intermédiaire d’un anticorps anti-TGFBRI. L’expression de certaines protéines impliquées dans le 
stockage (LTBP1, 3 et 4) et l’activation des formes latentes du TGFB1 (sous-unités β6 et β8 des 

intégrines ανβ6 et ανβ8), a été évaluée par qRT-PCR. En ce qui concerne la signalisation 
intracellulaire, nous avons choisi d’évaluer la voie des Smads. L’expression de la Smad 7, Smad 
inhibitrice de la signalisation intracellulaire, a ainsi été évaluée par qRT-PCR. Les Smad 2 et 3 
étant présentes sous forme phosphorylées suite à la liaison du TGFB1 à ses récepteurs 
membranaires, nous avons utilisé un anticorps anti P-Smad2/3 pour confirmer par 
immunohistochimie la présence d’un signal intracellulaire actif du TGFB1. Les échantillons utilisés 
pour ces analyses provenaient de 12 WHWT atteints de FPIc et de 11 chiens contrôles de 
différentes races. 
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Figure 17 : Eléments des voies du TGFB1 étudiés dans la FPIc 

 

LAP: latency associated peptide; LTBP: latent TGFB binding protein; ROS: reactive oxygen species; TβR: 
TGFB receptor; TGFB: transforming growth factor beta; TSP-1: thrombospondin-1 

 
Tout d’abord, aucune différence significative dans l’expression génique du TGFB1 n’a été 

observée entre les chiens atteints et les chiens contrôles. Ce résultat doit toutefois être pondéré par 
la faible puissance statistique (0,285) obtenue. En région bronchique et péribronchique, le même 
pattern d’immunoréactivité a été observé pour l’anticorps anti-TGFB1, avec un marquage intense 
et diffus dans la couche de tissu conjonctif entourant les bronches et les bronchioles et un marquage 
plus faible et granuleux dans les muscles lisses bronchiques, bronchiolaires et vasculaires. En 
région alvéolaire, une différence très nette était par contre observée. Chez les chiens contrôles, 
selon les champs, aucun marquage ou un marquage très faible était noté ; alors que chez les chiens 
atteints, un marquage uniforme intense et diffus était observé au niveau de la matrice fibreuse. Ces 
données indiquent que chez le chien, le TGFB1 est présent dans le poumon sain en particulier en 
région péribronchique, avec un stockage dans la matrice extracellulaire. Chez les chiens atteints, le 
marquage intense dans la matrice fibreuse en région alvéolaire suggère la présence d’une quantité 
élevée de TGFB1 dans les zones fibrotiques avec une augmentation du stockage extracellulaire. 
Aucun marquage intracellulaire n’ayant été obtenu dans les deux groupes, il ne nous a par contre 
pas été possible d’identifier les cellules produisant le TGFB1. Bien que le TGFB1 sous forme de 
protéine semble présent en quantité augmentée dans les zones fibrotiques, aucune surexpression du 
gène n’a été observée, suggérant que la régulation de l’expression génique du TGFB1 n’est pas un 
mécanisme important de régulation des voies du TGFB1 dans la FPIc. Un marquage pour 
l’anticorps anti-TGFBRI a été observé dans les deux groupes au niveau des cellules épithéliales 
bronchiques et bronchiolaires et plus faiblement au niveau des muscles lisses. Au sein des poumons 
sains, les pneumocytes n’exprimaient pas ce récepteur alors qu’un marquage intense était observé 
de manière ponctuelle au niveau des cellules épithéliales alvéolaires, en particulier des 
pneumocytes hypertrophiques, chez les chiens atteints de FPIc. Ces résultats suggèrent que ces 
pneumocytes hypertrophiques sont une cible importante pour le TGFB1 lors de FPIc.  

Un marquage nucléaire pour les P-Smad 2/3 a été observé dans les deux groupes. Chez les 
chiens sains, quelques cellules épithéliales alvéolaires et bronchiques étaient positives, indiquant 
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l’existence d’une activité basale du TGFB1 au sein du poumon sain. Dans les poumons des chiens 
atteints de FPIc, un marquage intense et concernant une proportion beaucoup plus importante des 
cellules a été mise en évidence au sein de l’épithélium lésionnel, confirmant l’hypothèse d’une 
augmentation du « signal TGFB1 » au niveau des cellules épithéliales pathologiques. 

L’analyse des voies de stockage du TGFB1 a d’abord mis en évidence que les LTBP1, 3 et 
4 sont toutes exprimées dans le poumon sain chez le chien. Les résultats suggèrent également une 
altération de ces voies lors de FPIc avec une diminution de l’expression de la LTPB4. 
L’interprétation de cette sous-expression est pour l’instant difficile. Même si l’on peut suggérer 
qu’elle pourrait s’accompagner d’une activation plus importante du TGFB1, la situation semble en 
réalité plus complexe. Tel qu’évoqué précédemment, le rôle des LTBP n’est en effet pas limité à 
l’inactivation du TGFB1 et même s’il a été suggéré que chaque isoforme puisse avoir des 
propriétés différentes, très peu de données sont actuellement connues sur leurs fonctions 
spécifiques. 

Concernant les voies d’activation du TGFB1, il ressort de cette étude que les intégrines 
ανβ6 et ανβ8 et la THBS1 sont exprimées par le poumon sain et que leur expression est altérée lors 
de FPIc avec régulation négative de l’expression de l’ανβ8 et une surexpression de la THBS1. Ces 
résultats suggèrent que les interactions avec la THBS1 pourraient être un mécanisme important 
d’activation du TGFB1 lors de FPIc, tel que suspecté chez l’homme. L’activation par l’ανβ6 
semble particulièrement importante lors de mécanismes pathologiques chez l’homme, comme lors 
de phénomène inflammatoire. L’activation par cette intégrine semble importante lors de FPI chez 
l’homme et une surexpression a été mise en évidence dans les cellules épithéliales des zones 
fibrotiques. Dans notre étude, l’expression de la sous-unité β6 n’était pas significativement 
différente entre les 2 groupes, suggérant que cette voie d’activation n’est pas prépondérante dans la 
FPIc. Il est toutefois possible que l’absence de différence soit liée à une erreur de type β (puissance 
du test de seulement 0,382) ou que cette surexpression soit cellule-spécifique et ainsi plus 
difficilement détectable par qRT-PCR à l’échelle tissulaire. 

Il a été décrit que l’expression de Smad 7 est stimulée par le TGFB1, ce qui pourrait 
constituer un rétrocontrôle négatif du signal. A l’inverse, une déficience dans cette voie régulation 
pourrait stimuler la voie du TGFB1. D’après nos résultats, il semble que ce mécanisme d’inhibition 
n’est ni stimulé ni déficient à l’échelle transcriptionnelle lors de FPIc. 
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Figure 18 : Altérations des voies du TGFB1 mises en évidence lors de FPIc 

 

ITGB8: integrin β8; LAP: latency associated peptide; LTBP: latent TGFB binding protein; P-Samd2/3: 
phosphorylated Smad 2/3; ROS: reactive oxygen species; TβR or TBR: TGFB receptor; TGFB: transforming 

growth factor beta; THBS1: thrombospondin-1 

Dans une étude préliminaire comparant la concentration sérique en TGFB1 entre des 
WHWT sains, atteints de FPIc et un groupe de chiens de différentes races, nous avons obtenu une 
différence significative entre les chiens atteints et le groupe contrôle de différentes races. De 
manière plus surprenante, aucune différence n’a été observée entre WHWT sains et WHWT 
atteints. Ces résultats ne confortaient pas notre hypothèse initiale d’un taux circulant élevé en 
TGFB1, reflet de la présence des lésions pulmonaires de FPIc. Ils excluaient également son 
utilisation en tant que biomarqueur. Par contre, ils suggéraient l’existence d’une variabilité 
interraciale ou moins probablement d’un effet âge, les 2 groupes de WHWT étant plus âgés que les 
chiens du groupe contrôle. Nous avons donc testé cette hypothèse en mesurant la concentration 
sérique en TGFB1 dans différentes races et ce en incluant des chiens avec une prédisposition 
variable pour la FPIc, de fortement prédisposés à non prédisposés. Alors qu’aucun effet de l’âge 
n’a été mis en évidence, un effet race est nettement présent avec des concentrations sériques plus 
élevées dans les races prédisposées, en particulier le WHWT. Ces résultats suggèrent que le taux 
circulant en TGFB1 pourrait être, au moins partiellement, déterminé génétiquement chez le chien. 
Chez l’homme, la concentration sanguine en TGFB1 est en partie héritable (Grainger et al., 1999). 
Tel qu’évoqué précédemment, des polymorphismes dans le gène, associés à une synthèse variable 
de TGFB1, ont été associés à la prédisposition pour la FPI. Par ailleurs, après transplantation 
autologue de moelle osseuse et chimiothérapie dans le cadre du traitement du cancer du sein 
(Anscher et al., 1993), les taux sanguins en TGFB1 prétransplantion étaient plus élevés chez les 
patients développant par la suite une fibrose pulmonaire ou hépatique que chez ceux ne 
développant pas de fibrose. Mais comment expliquer dans ce cas que seuls certaines personnes ou 
certains chiens développent la maladie ? Une des hypothèses est que la présence de taux circulants 
élevés en TGFB1 ne serait pas suffisante en elle-même pour entrainer l’apparition de la maladie 
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mais pourrait induire une réponse inappropriée face à des lésions pulmonaires, réponse conduisant 
à terme au développement d’une fibrose. Cette hypothèse est appuyée par une étude réalisée chez la 
souris (Haider et al., 2007). Un modèle de souris transgénique a été utilisé afin d’évaluer les 
conséquences d’une surexpression du TGB1 sous forme active, par microinjection d’un fragment 
d’ADN contenant le gène modifié du TGFB1 associé à un promoteur de l’albumine. Ces souris 
surexpriment le TGFB1 au niveau hépatique, présentent des taux circulants élevés de TGB1 actif et 
développent spontanément une fibrose hépatique. Aucune fibrose pulmonaire spontanée n’a été 
observée chez ces souris qui présentent par contre une fibrose pulmonaire plus sévère que les souris 
sauvages suite à l’administration de bléomycine. Ces résultats apportent ainsi une piste intéressante 
pour tenter d’expliquer la nette prédisposition raciale du WHWT, avec l’hypothèse que la présence 
de taux circulants importants de TGFB1 pourrait favoriser le développement d’une FPIc.  

 
Cette étude présente plusieurs limites. Tout d’abord, la puissance des tests statistiques était 

insuffisante pour certaines analyses en raison de la taille limitée des groupes, il est ainsi possible 
que des différences entre les deux groupes n’aient pas pu être mises en évidence. Par ailleurs, les 
analyses qRT-PCR ont été effectuées sur des échantillons de tissu, la quantité d’ARMm a ainsi été 
évaluée à l’échelle  tissulaire et non pas cellulaire, les conclusions ne peuvent donc pas être 
appliquées à un type cellulaire particulier. La principale limite de cette étude réside toutefois dans 
la constitution des groupes contrôles utilisés pour les analyses immunohistochimiques et de 
transcriptomiques. Ces groupes n’ont en effet par pu être « matchés » pour l’âge et surtout pour la 
race, aucun tissu pulmonaire issu de WHWT sain n’ayant pu être obtenu. Or, tel que confirmé par 
l’analyse des concentrations sériques en TGFB1, il apparait que la race peut être un facteur 
confondant important dans la FPIc. Une partie de nos résultats a toutefois été confirmée très 
récemment dans une étude immunohistochimique comparant un groupe de 14 WHWT à 3 WHWT 
sains (Lilja-Maula et al., 2013a). Dans cette étude, les auteurs ont également mis en évidence une 
immunoréactivité plus élevée en P-Smad2/3 chez les WHWT atteints comparés aux WHWT sains 
et ce à l’aide d’une méthode semi-quantitative (% de cellules alvéolaires positives), confirmant 
l’existence d’une augmentation du « signal TGFB1 » lors de FPIc. Chez les chiens atteints, 
l’immunoréactivité était principalement observée au niveau de l’épithélium lésionnel. Cette étude a 
également évalué l’expression de LTP1. Une augmentation de l’immunoréactivité pour cette 
protéine était observée au niveau des cellules épithéliales alvéolaires anormales, dans l’interstitium 
et en région péribronchique et périvasculaire chez les WHWT avec FPIc en comparaison des 
contrôles. L’absence de concordance entre ces résultats et ceux que nous avons obtenus peut 
notamment être liée à la différence des techniques utilisées. En effet, en utilisant la qRT-PCR à 
partir d’échantillons de tissus, nous avons quantifié la quantité d’ARNm et non pas la quantité de 
protéines. De plus, une surexpression localisée de LTBP1, par une population cellulaire 
particulière, peut ne pas être détectée par qRT-PCR mais observée par immunohistochimie. Une 
autre hypothèse est que la régulation de la transcription du gène de LTPB1 ne serait pas un 
mécanisme important de régulation de la quantité de protéine présente dans les tissues. 
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Abstract 
 
Background: The pathogenesis of idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) in dogs is poorly 

understood. In human, transforming growth factor β1 (TGFB1) is considered central in the 
pathogenesis. 

Objectives: To investigate TGFB1 pathway in IPF. 
 
Animals: Lung tissues from 12 affected and 11 control dogs. Serum from 16 affected West 

Highland white terriers (WHWTs) and healthy dogs from predisposed (13 WHWTs, 12 Scottish 
terriers and 13 Bichons Frise) and non-predisposed breeds (10 Whippets, 10 Belgian shepherds, 8 
Labradors). 

 
Methods: In this prospective study, immunohistochemistry was used to evaluate expression 

and localization of TGFB1 protein and proteins involved in TGFB1 signaling (TGFB receptor type 
I and phospho-Smad2/3). Pulmonary expression of TGFB1 and molecules involved in its storage 
(latent TGFB binding proteins (LTBP) 1, 2 and 4), activation (ανβ6 and ανβ8 integrins, 
thrombospondin-1) and signal inhibition (Smad 7) was analyzed by quantitative reverse 
transcriptase PCR. Circulating TGFB1 concentration was measured by ELISA.  

 
Results: In IPF, high level of TGFB1 protein was found in areas of fibrosis, epithelial cells 

had strong expression of TGFB receptor type I and phospho-Smad2/3, gene expression was 
decreased for LTBP 4 (p=0.009) and β8 integrin (p<0.001) and increased for thrombospondin-
1(p=0.016); no difference was seen for Smad7, LTBP1 and 2. Serum TGFB1 concentration was 
higher in predisposed compared with non-predisposed breeds (p<0.0001). 

 
Conclusions and clinical importance: This study identified an enhanced TGFB1 signaling 

activity in IPF. TGFB1 storage and activation proteins with altered expression represent potential 
therapeutic targets. Higher circulating TGFB1 concentration in predisposed breeds might partly 
explain their susceptibility for IPF. 
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Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) in dogs has been recently completely characterized 
clinically 1-3 and histologically4. This histological description has confirmed the fibrotic nature of 
the disease with an underlying mature fibrosis in all dogs and multifocal areas of accentuated 
subpleural and peribronchiolar fibrosis with occasional honeycombing and alveolar epithelial 
changes found in most dogs (type II pneumocytes atypia and hyperplasia). Inflammatory changes 
are limited to mild to moderate interstitial lymphoplasmacytic infiltration. Another striking figure 
of IPF is the major breed predisposition for the West Highland white terrier (WHWT). Rare cases 
have been described in other terrier breeds including the Staffordshire terrier5 and the Scottish 
terrier6 and in other small breeds such as the Bichon Frise (personal observation).  

Breed predisposition suggests a genetic basis for the disease; however, the pathogenesis of 
IPF is poorly understood. Endothelin-16 and pro-collagen aminopeptide type III7 have been studied 
as biomarkers of IPF and are probably involved in the pathogenesis. Recently, a pulmonary gene 
expression profile analysis has showed increased pulmonary expression of genes encoding 
cytokines such as CCL2, CCL7, IL8, CXCL14 and the fibroblast activation protein8. 

Transforming growth factor beta 1 (TGFB1), a member of the TGFB superfamily, plays 
important regulatory roles in cell growth, morphogenesis, differentiation and apoptosis. It is a 
potent fibrogenic factor which increases extracellular matrix accumulation by enhancing collagen 
synthesis and suppressing protease production9. In human patients with IPF, increased TGFB1 
concentrations are found both in bronchoalveolar lavage fluid10 and plasma11. Moreover, TGFB1 
mRNA and protein are overexpressed in lung tissue of human patients with IPF12-14. For all these 
reasons, dysregulated or aberrant TGFB1 signaling TGFB1 is now considered to be one of the 
primary causative agents of pulmonary fibrosis in man15.  

TGFB1 is produced as an inactive form, the small latent complex, which is the active 
mature TGFB1 peptide bound to its propeptide. This small latent complex binds to latent TGF 
binding proteins (LTBPs) to form a large latent complex before being released from the cell. After 
excretion, most latent complexes are targeted to the extracellular matrix through LTBPs. This 
storage is a means of regulating TGFB1 signaling16. In vivo, latent complexes are activated by 
integrins ανβ617,18 and ανβ819 and by interaction with thrombospondin-1 (THBS1)20-22. The active 
form of TGFB1 binds to its specific type II receptors, which is followed by the recruitment of type 
I receptors (TGFBRI). Various intracellular signaling pathways downstream to the TGFB1 
receptors have been described, including the Smad proteins23. Activation of TGFBRI results in 
Smad2/3 phosphorylation leading to a complex with Smad4. This complex translocates to the 
nucleus where it activates target genes by binding to specific promoter element. Smad7 inhibits 
TGFB1 signaling by binding to TGFBR1 and interfering with Smad2 and Smad3 phosphorylation.  

The aim of the present study was to evaluate TGFB1 biochemical pathways in healthy dogs 
and dogs with IPF. Specifically, the concentration of circulating TGFB1 was evaluated in addition 
to lung expression and localization of this molecule as well as proteins involved in its storage 
(LTBPs) and activation (ανβ6 and ανβ8 integrins and THBS1). We also analyzed proteins involved 
in TGFB1 signaling including TGFBR1, phosphorylated Smad2/3 (P-Smad2/3) and Smad7. 

 
 
Materials and Methods 
All samples were obtained from privately owned dogs. This study was carried out in strict 

accordance with the recommendations in the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of 
the National Institutes of Health. The protocol was approved by the Committee of Experimental 
Animals of the University of Helsinki, Finland (permit number: ESLH-2008-05403) and of the 
University of Liège, Belgium (permit number 1435). 
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Animals 
Lung tissue samples were obtained from 12 WHWTs with IPF (mean age ± standard error 

of the mean: 12.8 ± 0.4 years) and 11 control dogs of various breeds (3 Beagles, 3 mixed-breed, 
one dog from each of the following breeds: Yorkshire terrier, Jack Russell terrier, Border collie, 
Newfoundland, Leonberger) (5.2 ± 1.4 years). 

Serum was collected from 16 WHWTs with IPF (11.7 ± 0.3 years) and from 66 healthy 
control dogs from breeds with different predispositions to IPF.  These included highly predisposed 
WHWTs (13 dogs, 9.6 ± 0.8 years), two breeds reported to be mildly or moderately predisposed, 
the Scottish terrier (12 dogs, 5.6 ± 0.8 years), and the Bichon Frise (13 dogs, 5.4 ± 1.0 years) and 3 
breeds considered to be non-predisposed: the Whippet (10 dogs, 8.3 ± 0.9 years), the Belgian 
shepherd (10 dogs, 5.6 ± 0.1 years) and the Labrador (8 dogs, 4.9 ± 1.2 years). 

Clinical diagnosis of IPF was based on compatible clinical signs and exclusion of other 
causes of chronic respiratory disease by thoracic radiography, bronchoscopy, bronchoalveolar 
lavage fluid analysis, echocardiography and fecal analysis (Baermann and flotation methods), and 
on the results of HRCT1,3. Euthanasia was indicated because of progressive respiratory failure in 12 
dogs; diagnosis of IPF was confirmed post-mortem by microscopical examination of lung tissues4. 
The health status of the control 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 serum biochemistry. In the healthy WHWTs, blood gas 
analysis, bronchoscopy and thoracic HRCT were also performed1. The 11 control (non-WHWTs) 
dogs used for lung analyses were euthanized for non-pulmonary related reasons and 
histopathological examination confirmed normal lung architecture. 

 
Lung and blood samples 
Full-thickness lung tissue samples were obtained within 30 minutes after euthanasia. 

Samples for RNA extraction were either placed in a 1.5mL cryotubea, snap frozen in liquid 
nitrogen and stored at -80°C (n=4) or transferred into in a cryotubea containing RNA laterb, 
refrigerated at 4°C for up to 24h, and then frozen at -80°C until further processing (n=19). Samples 
for histopathology and immunohistochemistry were placed in 10% neutral buffered formalin. Since 
the lesion distribution is heterogeneous in IPF, samples for RNA extraction and for 
histopathological analysis were collected from adjacent areas to ensure microarray and quantitative 
reverse transcriptase PCR (qRT-PCR) analysis was performed on lesional tissue. Blood samples 
collected in plain tubes were centrifuged 30 min after collection 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) and IPF lung (n=7) were dewaxed in 

toluene and rehydrated in graded alcohol. For P-Smad2/3 only, antigens were retrieved by heating 
the sections in 0.01M citrate buffer (pH 6.0) in a microwave oven set to full power until the 
solution came to boil and for 10 minutes after this point. Endogenous peroxidase activity was 
blocked with 0.3% hydrogen peroxidase. 

TGFB1 and TGFBRI 
Tissue sections were incubated for 1 hour in blocking solution (10% normal goat serum in 

PBS) and then exposed to rabbit anti-human TGFB1c or anti-human TGFBRI-ALK5c (as described 
previously24-27), each diluted at 1:400 in the blocking solution at 4°C overnight. Secondary antibody 
(biotinylated goat anti-rabbit IgGd) was applied to the sections for 1 hour at room temperature at a 
concentration of 1:300 in the blocking solution. Immunoreactivity was detected by the use of a 
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peroxidase-labeled avidin-biotin complex kitd followed by incubation with 3, 3′-diaminobenzidine 
tetrahydrochlorided. Sections were then counterstained with toluidine blue. For negative controls, 
the primary antibody was replaced by rabbit IgGd (1:5000) to determine the specificity of the 
labeling. Positive control tissue consisted of sections of canine myocardium. 

P-Smad2/3 
Tissue sections were exposed to the primary antibody: rabbit antibody against human, 

mouse and rat P-Smad2/3e, as described previously28, at 4°C overnight. The bound antibodies were 
visualized by use of the Novolink Polymer Detection Systemf and 3,3’diaminobenzidineg. The 
sections were counterstained with Mayer’s hematoxylin. For negative control, the sections were 
treated with isotype-specific antibody for rabbith. 

 
Quantitative RT-PCR 
Total RNA was isolated from lung tissue samples (12 dogs with IPF, 11 control dogs) 

using the Micro to Mini Total RNATM extraction kiti and its quality was checked, as described 
previously8. TATA box binding protein (TBP) and ribosomal protein S18 (RPS18) were used as 
non-regulated reference genes for normalization of gene expression29. The primer and probe 
sequences for TGFB1, RPS18 and TBP were the same as previously described29,30. Primers and 
probes were designed using the GenBank sequences for integrin chain β6 (ITGB6; XM_852055), 
integrin chain β8 (ITGB8; XM_532487), THBS1 (XM_544610), SMAD7 (XM_845400), LTBP1 
(XM_546547), LTBP3 (XM_540857.3) and LTBP4 (XM_533664.4), as described previously30 
(table 1).Quantitative RT-PCR was carried out in a two-tube, two enzyme format using a 
combination of a reverse transcriptasej and Hot-Start Taq Master Mixk as described previously30. A 
negative control of nuclease free water and a positive control sample with a known Ct value were 
included in each run; with only one transcript quantified on each plate. Duplicate reactions were 
run for each cDNA sample and a mean Ct value was calculated for each sample. 

 
Measurement of serum concentration of TGFB1 
TGFB1 concentration was measured in serum using a canine ELISA kitl, as per the 

manufacturer’s instructions. The range of detection of this assay is 31.2 to 2000pg/mL. As 
indicated in the manufacturer’s instructions for canine serum samples, a 40-fold dilution was 
performed and the concentration measured at the end of the procedure was multiplied by the 
dilution factor to obtain the real concentration. 

 
Statistical analysis 
Statistical analysis was performed using commercially available softwarem. Relative 

quantification of gene expression was performed using the ∆Ct method. Mean relative qRT-PCR 
expressions were compared using the Mann-Whitney U test. Serum TGFB1 concentration in 
WHWTs with IPF was compared with healthy WHWTs with a t-test. Multivariate analysis was 
performed in healthy dogs to check influence of age and breed on serum TGFB1 concentration. If a 
factor was found significant, it was further studied using post-hoc contrasts in the GLM procedure 
with correction for multiple testing (Tukey Kramer). Statistical significance was defined as p < 
0.05. No quantitative analysis was performed for immunohistochemical results. 

 
 
Results 
TGFB1 gene expression, TGFB1 and its receptor TGFBR1 immunoreactivity 
Expression of TGFB1mRNA was not significantly different between samples of lung from 

dogs with IPF and from control dogs (p=0.086) (Figure 1A). In sections of lungs from all control 
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dogs (figure 2A), strong and diffuse TGFB1 labeling was seen in the layer of fibrous connective 
tissue surrounding bronchi and bronchioles and a weaker granular expression was seen in 
bronchial/bronchiolar and vascular smooth muscle (comparable intensity in all dogs). Endothelial 
cells and bronchial epithelial cells showed no or a very weak expression of TGFB1. In the 
interstitium between alveoli, the labeling was less consistent with some areas showing no labeling 
and others having weak expression (figure 2E). In contrast, bronchial and bronchiolar epithelial 
cells had distinct apical expression of TGFBRI in all dogs but there was only weak granular 
labeling of the smooth muscle and no expression within the layer of fibrous connective tissue 
surrounding bronchi or bronchioles (figure 2C).  There was no TGFBRI labeling of alveolar tissue 
in any dog. 

In sections of lung from all WHWTs with IPF, the same pattern of immunoreactivity (same 
localization and comparable intensity) was observed for both antibodies in bronchial areas (figure 
2B and 2D). In areas of pulmonary fibrosis in all dogs, there was uniformly strong and diffuse 
expression of TGFB1 in the fibrous matrix (figure 2F). In contrast, TGFBRI was not visible within 
the fibrotic tissue, but there was very strong labeling of individual alveolar epithelial cells and 
particularly hyperplastic pneumocytes (figure 2G and 2H). In those sections of lung from dogs with 
IPF in which there was a concurrent inflammatory response, there was no expression of TGFB1 by 
macrophages or neutrophils, but some alveolar macrophages appeared to express TGFBRI.  

For all staining, control sections were negative; a representative 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 labeling was observed in some alveolar and 

bronchial epithelial cells (figure 3A). In the lungs of dogs with IPF, intense positive nuclear 
labeling was observed in the pathological alveolar epithelium (figure 3B). 

 
Gene expression of TGFB1 storage and activation proteins  
Relative LTBP1 and LTBP3 gene expression was not significantly different between the 

lungs of dogs with IPF and control dogs, but LTBP4 gene expression was decreased in IPF (figure 
1B, C and D). Integrin ανβ6 and ανβ8 are heterodimeric molecules containing 2 distinct chains: the 
αν chain is common to many integrins while the β6 chain is specific to ανβ6 and the β8 chain to 
ανβ8.  The expression of the 2 β subunits (ITGB6 and ITGB8) was measured. ITGB6 gene 
expression was not significantly different between the two groups (p=0.054). Expression of ITGB8 
was significantly lower (p<0.001) and THBS1 expression was 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 tissues of dogs with IPF was not significantly 

different from that of control dogs (p=0.834) (figure 4). 
 
Serum TGFB1 concentration  
No significant difference in serum TGFB1 concentration was observed between WHWTs 

with IPF (mean ± standard error of the mean: 59.2 ± 3.9ng/mL) and healthy WHWTs (66.0 ± 4.1, 
p=0.202) (figure 5). The multivariate analysis performed on all healthy dogs shown no age 
influence (p=0.2363), but a highly significant breed effect (p<0.0001). Serum TGFB1 
concentration was significantly higher in WHWTs compared with all breeds except for the Scottish 
terrier. Serum concentrations in the Scottish terriers were significantly higher than those in the 



98 
 

Whippet, Belgian shepherd and Labrador. Serum concentration was also higher in the Bichon Frise 
compared with the Whippet, Belgian shepherd and Labrador (figure 6). 

 
Discussion 
The present study demonstrated that an active TGFB1 signaling exists in affected lungs, 

especially at the level of the pathological epithelium, as revealed by an intense staining for the 
intracellular messenger P-Smad2/3 and for TGFBR1 in epithelial cells. While there was no clear 
overexpression of TGFB1 gene, increased TGFB1 protein content was found in affected lungs with 
intense interstitial labelling. This study suggested that activation and storage pathways are also 
modified in IPF with decreased expression of LTBP4 and ITGB8 and increased expression of 
THBS1. TGFB1 circulated in higher concentration in predisposed breeds, which might partly 
explain their susceptibility. Based on TGFB1 well-known profibrotic properties and the findings of 
this study, we can speculate that TGFB1 is probably involved in IPF pathogenesis in dogs and 
modulation of its storage, activation or signaling represents potential therapeutic targets. 

Potential mechanisms for TGFB1 signal regulation include changes in TGFB1 gene 
transcription, stability and translation of TGFB1 mRNA, post-translational modifications, storage 
and activation of TGFB1 latent complexes, inhibition of TGFB1 intracellular signaling and 
inactivation of TGFB1. Some of these mechanisms were examined in dogs with IPF. In human 
IPF, TGFB1 mRNA and protein have been reported to be elevated12,13. In the present study, no 
significant overexpression for TGFB1 gene expression was found in the lung tissue of affected 
WHWTs compared with controls, while clear extracellular TGFB1 protein labeling was detected in 
fibrotic areas. These findings suggested that regulation of TGFB1 gene transcription is not an 
important regulatory mechanism for the TGFB1 pathway in IPF. Indeed, this pathway is known to 
be mainly modulated at post-transcriptional stages16,31. 

Immunohistochemistry was used to identify cells producing TGFB1, areas of TGFB1 
storage and TGFB1 target cells. In normal canine lungs, there was extracellular accumulation of 
TGFB1 in connective tissue surrounding bronchi and bronchioles. This indicates that, in dogs, 
TGFB1 is present in the normal lung and mainly stored in the extracellular matrix. In the lungs of 
dogs with IPF, there was intense TGFB1 labeling of the fibrous matrix. This is a common finding 
in human IPF13,32,33, consistent with high amount of TGFB1 in fibrotic areas and increased TGFB1 
extracellular storage. Even in areas with inflammation, no TGFB1 expression was seen in alveolar 
macrophages, suggesting that, unlike in man, in dog, macrophages are not a source of TGFB131-33. 
However, in general, no strong intracellular labeling was seen in normal lung or in IPF tissues, 
which precluded identification of cells producing TGFB1. The antibody used in this study is raised 
against an epitope of the C-terminus tail of TGFB1. As this epitope is common to TGFB1 
precursor and mature forms, this antibody should recognize both precursor and mature TGFB1. 
But, as already shown for antibodies directed again the aminoterminal region of TGFB1, one 
antibody may preferentially crossreact with the intracellular form of TGFB1, while another reacts 
with the extracellular TGFB1 storage form34. So the absence of intracellular labelling found here 
could either be due to the technic use or to an absence of TGFB1 expression. 

Labeling for TGFBRI was seen in normal lung and in the lung of dogs with IPF in 
bronchial and bronchiolar epithelial cells as well as a weak expression in the smooth muscles. In 
normal lungs, pneumocytes did not express TGFBRI. In contrast, there was strong labeling of 
individual alveolar epithelial cells and particularly hyperplastic pneumocytes in IPF tissues. These 
hyperplastic pneumocytes appear to be an important target for TGFB1 in IPF. In the lungs of dogs 
with IPF, some alveolar macrophages also expressed TGFBRI. Therefore, lung macrophages may 
be another TGFB1 target cell in IPF. Surprisingly, there was mainly intracellular labeling for 
TGFBRI, while membrane labeling might have been expected. However, TGFB1 receptors are 
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constitutively internalized via endocytic pathways35 and this might explain the observed 
intracellular labeling.  

The finding of an increased extracellular storage of TGFB1 in fibrotic areas and of a trend 
toward increased gene expression of TGFB1 prompted evaluation of whether increased TGFB1 
signaling was also present in affected lungs. P-Smad2/3 was used as an indicator of TGFB1 
signaling in IPF lung tissues. P-Smad2/3 nuclear expression was observed in both healthy control 
lungs and lungs of dogs with IPF, as shown previously in human lungs36. In healthy control lungs, 
some positive alveolar epithelial cells and bronchial epithelial cells were seen, consistent with a 
basal TGFB1 signaling activity. In the lungs of dogs with IPF, intense positive nuclear labeling was 
observed in the diseased alveolar epithelium, suggesting enhanced TGFB1 signaling at the level of 
activated epithelial cells. 

Lung expression of LTBPs was evaluated. Of the 4 isoforms, all but LTB2 can associate 
with the small latent TGFB137. Besides acting as matrix components, LTBPs have important 
functions in the regulation of TGFB1 activity. They facilitate latent TGFB1 secretion, mediate 
distribution of latent TGFB1 in the extracellular matrix for storage and regulate latent TGFB1 
activation. The present study showed that LTBP1, -3 and -4 are all expressed in normal canine 
lungs. In the lungs of dogs with IPF, LTBP1 and LTBP3 gene expression was unchanged compared 
with controls, while LTBP4 expression was lower in diseased lungs than in control lungs. It has 
been suggested that each LTBP isoform has specific properties38,39, but little is known about their 
specific functions. 

Thereafter, the expression of 3 proteins involved in TGFB1 latent complex activation 
(integrin ανβ6, integrin ανβ8 and THBS1) was evaluated. In normal human lungs, integrins ανβ6 
and ανβ8 are present at low levels36,40.  The results of the present study suggest that in dogs, both 
integrins and THBS1 are expressed in normal lungs. Activation via integrin ανβ6 is speculated to 
be mainly implicated in pathological responses such as in injury and inflammation18,40. In human 
IPF, overexpression of ανβ6 is found within pneumocytes lining alveolar ducts and alveoli41 and in 
epithelial cells of fibrotic areas36. Integrin ανβ8 is normally highly expressed in human airway 
epithelium19, but its expression is sparse in the lung of patients with IPF36. In the lungs of dogs with 
IPF, ITGB6 gene expression was not significantly different compared with normal lungs, but 
ITGB8 gene expression was decreased. In the present study, increased expression of THBS1 was 
documented as well, suggesting that interaction with THBS1 might also be an important 
mechanism for TGFB1 activation in IPF as it is suspected in human IPF42,43. 

Expression of Smad 7 is stimulated by TGFB1, suggesting a negative feedback 
mechanism23. A defective negative retro-control could enhance TGFB1 signaling. No difference in 
Smad 7 gene expression was seen between IPF and control dogs, suggesting that this inhibitory 
pathway is neither stimulated nor defective at the transcriptional level in IPF.  

TGFB1 serum concentration was evaluated with the hypothesis that a high circulating 
concentration would be a marker of high TGFB1 lung activity in dogs with IPF and that it could be 
used as a biomarker. Surprisingly, no difference was seen between affected and healthy WHWTs, 
which precludes its use as a biomarker. However, the data demonstrated that TGFB1 circulates at 
elevated concentrations also in healthy dogs from breeds predisposed to IPF. In man, blood TGFB1 
concentration is heritable44 and genetic variants have been associated with increased susceptibility 
for IPF or to disease progression in IPF45-47. The present study suggested that serum TGFB1 
concentrations might be genetically determined in the dog as well and that there might be a cause-
effect relationship between high circulating TGFB1 and development of IPF. However, because not 
all dogs from predisposed breeds develop the disease, a high serum TGFB1 concentration is not 
sufficient by itself but might trigger an inappropriate lung response to injury leading to pulmonary 
fibrosis, as suggested in mouse48.  
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The main limitation of this study was that the control group was poorly age- and breed-
matched. Concerning the effect of age, no significant effect was found on serum TGFB1 
concentration; however we could not exclude that age might have an impact on the TGFB1 
pathways locally and might have impacted the qRT-PCR and immunohistochemistry results. 
Unfortunately, pulmonary tissue from healthy WHWTs was not available and despite the fact that 
control dogs mainly included small-breed dogs from which 2 terriers, we could not excluded that 
breed, independently from the status affected or free of IPF, has an impact on the TGFB1 pathway 
locally. However, part of these results has been corroborated in a very recent immunohistochemical 
study49 comparing healthy and affected WHWTs. In this study, the authors also found an increased 
P-Smad2/3 immunoreactivity in WHWTs with IPF at the level of the pathological epithelium in 
comparison with 3 healthy WHWTs; confirming the existence of an enhanced TGFB1 signaling 
activity in affected WHWTs. This study also analyzed the expression of LTBP1. Increased 
peribronchial and perivascular LTBP-1 immunoreactivity was seen in WHWTs with IPF compared 
with controls. Alveolar LTPB-1 immunolabeling in diseased WHWTs was seen mainly in the 
altered alveolar epithelium. Lack of concordance between these results and our findings about 
LBTP1 may refer to the different technical approaches used. Using qRT-PCR on whole lung 
samples, we cannot exclude a localized overexpression of LTBP1 by a minor cell type population, 
which will show up using immunohistochemistry. Another hypothesis is that regulation of LTBP1 
gene transcription is not an important regulatory mechanism determining the amount of protein 
present in the tissue. 

In conclusion, TGFB1 and its activating, storage and signaling pathways are modified in 
dogs with IPF with increased TGFB1 labeling and increased signaling activity in the pathological 
epithelium.  TGFB1 activating pathways is altered with a shift toward increased activation via 
THBS1; highlighting a potential therapeutic target with modulation of TGFB1 activity via 
inhibition of THBS1. High circulating TGFB1 concentration is found in healthy dogs from 
predisposed breed which might at least partly explain their high susceptibility to IPF.  
 
Footnotes 
a CM.LAB, Vordinborg, Denmark 
b Ambio Inc., Huntington, UK 
c Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, California, USA 
d Vector Laboratories Inc., Burlingame, California, USA 
e Ser465/467, Millipore, Billerica, Massachusetts, USA 
f Novocastra, Leica Biosystems Newcastle Ltd., Newcastle Upon Tyne, UK 
g DAB, Leica Biosystems Newcastle Ltd., Newcastle Upon Tyne, UK 
h Invitrogen, Carsbad, California, USA 
i Invitrogen, Merekbeke, Belgium 
j ImProm-II Reverse Transcription System, Promega Corporation, Southampton, UK 
k Qiagen Ltd, Crawley, UK 
l Mouse/Rat/Porcine/Canine TGFB1 Quantikine ELISA kit, R&D systems, Minneapolis, USA 
m SigmaStat, Systat Software, Inc., San Jose, California, USA and Statistical Analysis Systems, 
SAS Institute, Cary, North Carolina, USA) 
 
References 
1.  Heikkila HP, Lappalainen AK, Day MJ, et al. Clinical, bronchoscopic, histopathologic, 
diagnostic imaging, and arterial oxygenation findings in West Highland White Terriers with 
idiopathic pulmonary fibrosis. J Vet Intern Med 2011;25:433-439. 



101 
 

2.  Corcoran BM, King LG, Schwarz T, et al. Further characterisation of the clinical features of 
chronic pulmonary disease in West Highland white terriers. Vet Rec 2011;168:355. 
3.  Heikkila-Laurila HP, Rajamaki MM. Idiopathic pulmonary fibrosis in west highland white 
terriers. Vet Clin North Am Small Anim Pract 2014;44:129-142. 
4.  Syrja P, Heikkila HP, Lilja-Maula L, et al. The histopathology of idiopathic pulmonary fibrosis 
in West Highland white terriers shares features of both non-specific interstitial pneumonia and 
usual interstitial pneumonia in man. J Comp Pathol 2013;149:303-313. 
5.  Lobetti RG, Milner R, Lane E. Chronic idiopathic pulmonary fibrosis in five dogs. J Am Anim 
Hosp Assoc 2001;37:119-127. 
6.  Krafft E, Heikkila HP, Jespers P, et al. Serum and bronchoalveolar lavage fluid endothelin-1 
concentrations as diagnostic biomarkers of canine idiopathic pulmonary fibrosis. J Vet Intern Med 
2011;25:990-996. 
7.  Heikkila HP, Krafft E, Jespers P, et al. Procollagen type III amino terminal propeptide 
concentrations in dogs with idiopathic pulmonary fibrosis compared with chronic bronchitis and 
eosinophilic bronchopneumopathy. Vet J 2013;196:52-56. 
8.  Krafft E, Laurila HP, Peters IR, et al. Analysis of gene expression in canine idiopathic 
pulmonary fibrosis. Vet J 2013;198:479-486. 
9.  Sheppard D. Transforming growth factor beta: a central modulator of pulmonary and airway 
inflammation and fibrosis. Proc Am Thorac Soc 2006;3:413-417. 
10.  Hiwatari N, Shimura S, Yamauchi K, et al. Significance of elevated procollagen-III-peptide 
and transforming growth factor-beta levels of bronchoalveolar lavage fluids from idiopathic 
pulmonary fibrosis patients. The Tohoku J Exp Med 1997;181:285-295. 
11.  Yong SJ, Adlakha A, Limper AH. Circulating transforming growth factor-beta(1): a potential 
marker of disease activity during idiopathic pulmonary fibrosis. Chest 2001;120:68S-70S. 
12.  Coker RK, Laurent GJ, Jeffery PK, et al. Localisation of transforming growth factor beta1 and 
beta3 mRNA transcripts in normal and fibrotic human lung. Thorax 2001;56:549-556. 
13.  Broekelmann TJ, Limper AH, Colby TV, et al. Transforming growth factor beta 1 is present at 
sites of extracellular matrix gene expression in human pulmonary fibrosis. Proc Natl Acad Sci U S 
A 1991;88:6642-6646. 
14.  Bergeron A, Soler P, Kambouchner M, et al. Cytokine profiles in idiopathic pulmonary 
fibrosis suggest an important role for TGF-beta and IL-10. Eur Respir J 2003;22:69-76. 
15.  Sime PJ, O'Reilly KM. Fibrosis of the lung and other tissues: new concepts in pathogenesis 
and treatment. Clin Immunol 2001;99:308-319. 
16.  Todorovic V, Rifkin DB. LTBPs, more than just an escort service. J Cell Biochem 
2012;113:410-418. 
17.  Nishimura SL. Integrin-mediated transforming growth factor-beta activation, a potential 
therapeutic target in fibrogenic disorders. Am J Pathol 2009;175:1362-1370. 
18.  Munger JS, Huang X, Kawakatsu H, et al. The integrin alpha v beta 6 binds and activates latent 
TGF beta 1: a mechanism for regulating pulmonary inflammation and fibrosis. Cell 1999;96:319-
328. 
19.  Mu D, Cambier S, Fjellbirkeland L, et al. The integrin alpha(v)beta8 mediates epithelial 
homeostasis through MT1-MMP-dependent activation of TGF-beta1. J Cell Biol 2002;157:493-
507. 
20.  Murphy-Ullrich JE, Poczatek M. Activation of latent TGF-beta by thrombospondin-1: 
mechanisms and physiology. Cytokine Growth Factor Rev 2000;11:59-69. 
21.  Ribeiro SM, Poczatek M, Schultz-Cherry S, et al. The activation sequence of thrombospondin-
1 interacts with the latency-associated peptide to regulate activation of latent transforming growth 
factor-beta. J Biol Chem 1999;274:13586-13593. 



102 
 

22.  Crawford SE, Stellmach V, Murphy-Ullrich JE, et al. Thrombospondin-1 is a major activator 
of TGF-beta1 in vivo. Cell 1998;93:1159-1170. 
23.  Massague J, Wotton D. Transcriptional control by the TGF-beta/Smad signaling system. 
EMBO J 2000;19:1745-1754. 
24.  Vercelli A, Bellone G, Abate O, et al. Expression of transforming growth factor-beta isoforms 
in the skin, kidney, pancreas and bladder in a German shepherd dog affected by renal 
cystadenocarcinoma and nodular dermatofibrosis. J Vet MedA Physiol  Pathol Clin Med 
2003;50:506-510. 
25.  Jugdutt BI, Palaniyappan A, Uwiera RR, et al. Role of healing-specific-matricellular proteins 
and matrix metalloproteinases in age-related enhanced early remodeling after reperfused STEMI in 
dogs. Mol Cell Biochem 2009;322:25-36. 
26.  Obayashi K, Miyagawa-Tomita S, Matsumoto H, et al. Effects of transforming growth factor-
beta3 and matrix metalloproteinase-3 on the pathogenesis of chronic mitral valvular disease in 
dogs. Am J Vet Res 2011;72:194-202. 
27.  Yu CH, Yhee JY, Kim JH, et al. Pro- and anti-inflammatory cytokine expression and 
histopathological characteristics in canine brain with traumatic brain injury. J Vet Sci 2011;12:299-
301. 
28.  Moyano JV, Greciano PG, Buschmann MM, et al. Autocrine transforming growth factor-beta 1 
activation mediated by integrin alpha V beta 3 regulates transcriptional expression of laminin-332 
in Madin-Darby canine kidney epithelial cells. Mol Biol Cell 2010;21:3654-3668. 
29.  Peters IR, Peeters D, Helps CR, et al. Development and application of multiple internal 
reference (housekeeper) gene assays for accurate normalisation of canine gene expression studies. 
Vet Immunol Immunopathol 2007;117:55-66. 
30.  Peeters D, Peters IR, Farnir F, et al. Real-time RT-PCR quantification of mRNA encoding 
cytokines and chemokines in histologically normal canine nasal, bronchial and pulmonary tissue. 
Vet Immunol Immunopathol 2005;104:195-204. 
31.  Khalil N, Parekh TV, O'Connor R, et al. Regulation of the effects of TGF-beta 1 by activation 
of latent TGF-beta 1 and differential expression of TGF-beta receptors (T beta R-I and T beta R-II) 
in idiopathic pulmonary fibrosis. Thorax 2001;56:907-915. 
32.  Khalil N, O'Connor RN, Flanders KC, et al. TGF-beta 1, but not TGF-beta 2 or TGF-beta 3, is 
differentially present in epithelial cells of advanced pulmonary fibrosis: an immunohistochemical 
study. Am J Respir Cell Mol Biol 1996;14:131-138. 
33.  Khalil N, O'Connor R, Unruh H, et al. Enhanced expression and immunohistochemical 
distribution of transforming growth factor-beta in idiopathic pulmonary fibrosis. Chest 
1991;99:65S-66S. 
34.  Flanders KC, Thompson NL, Cissel DS, et al. Transforming growth factor-beta 1: 
histochemical localization with antibodies to different epitopes. J Cell Biol 1989;108:653-660. 
35.  Chen YG. Endocytic regulation of TGF-beta signaling. Cell Res 2009;19:58-70. 
36.  Lepparanta O, Sens C, Salmenkivi K, et al. Regulation of TGF-beta storage and activation in 
the human idiopathic pulmonary fibrosis lung. Cell Tissue Res 2012;348:491-503. 
37.  Saharinen J, Keski-Oja J. Specific sequence motif of 8-Cys repeats of TGF-beta binding 
proteins, LTBPs, creates a hydrophobic interaction surface for binding of small latent TGF-beta. 
Mol Biol Cell 2000;11:2691-2704. 
38.  Vehvilainen P, Koli K, Myllarniemi M, et al. Latent TGF-beta binding proteins (LTBPs) 1 and 
3 differentially regulate transforming growth factor-beta activity in malignant mesothelioma. Hum 
Pathol 2011;42:269-278. 



103 
 

39.  Klopfleisch R, Schütze M, Gruber AD. Downregulation of transforming growth factor [beta] 
(TGF[beta]) and latent TGF[beta] binding protein (LTBP)-4 expression in late stage canine 
mammary tumours. Vet J 2010;186:379-384. 
40.  Breuss JM, Gallo J, DeLisser HM, et al. Expression of the beta 6 integrin subunit in 
development, neoplasia and tissue repair suggests a role in epithelial remodeling. J Cell Sci 
1995;108:2241-2251. 
41.  Horan GS, Wood S, Ona V, et al. Partial inhibition of integrin alpha(v)beta6 prevents 
pulmonary fibrosis without exacerbating inflammation. Am J Respir Crit Care Med 2008;177:56-
65. 
42.  Kuhn C, Mason RJ. Immunolocalization of SPARC, tenascin, and thrombospondin in 
pulmonary fibrosis. Am J Pathol 1995;147:1759-1769. 
43.  Ide M, Ishii H, Mukae H, et al. High serum levels of thrombospondin-1 in patients with 
idiopathic interstitial pneumonia. Respir Med 2008;102:1625-1630. 
44.  Grainger DJ, Heathcote K, Chiano M, et al. Genetic control of the circulating concentration of 
transforming growth factor type beta1. Hum Mol Genet 1999;8:93-97. 
45.  Son JY, Kim SY, Cho SH, et al. TGF-beta1 T869C Polymorphism May Affect Susceptibility 
to Idiopathic Pulmonary Fibrosis and Disease Severity. Lung 2013;191:199-205. 
46.  Li XX, Li N, Ban CJ, et al. Idiopathic pulmonary fibrosis in relation to gene polymorphisms of 
transforming growth factor-beta1 and plasminogen activator inhibitor 1. Chin Med J 
2011;124:1923-1927. 
47.  Xaubet A, Marin-Arguedas A, Lario S, et al. Transforming growth factor-beta1 gene 
polymorphisms are associated with disease progression in idiopathic pulmonary fibrosis. Am J 
Respir Crit Care Med 2003;168:431-435. 
48.  Haider Y, Malizia AP, Keating DT, et al. Host predisposition by endogenous Transforming 
Growth Factor-beta1 overexpression promotes pulmonary fibrosis following bleomycin injury. J 
Inflamm (Lond) 2007;4:18. 
49.  Lilja-Maula L, Syrja P, Laurila HP, et al. Comparative Study of Transforming Growth Factor-
beta Signalling and Regulatory Molecules in Human and Canine Idiopathic Pulmonary Fibrosis. J 
Comp Pathol 2013. 
  



104 
 

Figure Legends 
Figure 1  
Pulmonary  gene expression levels of (A) transforming growth factor beta 1 (TGFB1), (B) latent 
transforming growth factor binding protein 1 (LTBP1), (C) LTBP3 and (D) LTBP4 measured by 
real-time quantitative reverse transcriptase- PCR in West Highland white terriers with idiopathic 
pulmonary fibrosis (IPF, n=12) vs. control dogs (n=11). Results are presented as box plots: the 
lower, middle and upper lines of each box represent the 1st, 2nd and 3rd quartiles, respectively. 
The whiskers delineate the 10th and 90th percentiles. Dots show the maximum and minimum 
values. 
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Figure 2 
Transforming growth factor beta 1 (TGFB1) immunoreactivity in healthy control (A: bronchial 
area, E: alveolar area) and in West Highland white terrier with idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) 
 (B: bronchial area, F: alveolar area). TGFB receptor type I (TGFBRI) immunoreactivity in healthy 
control lung (C: bronchial areas) and in affected WHWT (D: bronchial area, G: alveolar area and H 
closer view). Control staining with rabbit IgG in an affected WHWT in I.  
* diffuse and intense staining. Arrows: distinct apical expression in bronchial and bronchiolar 
epithelial cells in C and D, strong labeling of individual alveolar epithelial cells in H. 
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Figure 3 
Phosphorylated Smad2/3 immunoreactivity in healthy control lung (A) showing positive (brown) 
bronchial epithelial nuclear staining and in West Highland white terrier with idiopathic pulmonary 
fibrosis (B, IPF) showing an intense positive nuclear labeling in the pathological alveolar 
epithelium (arrows). 
 

 
 
 
Figure 4 
Pulmonary gene expression levels of (A) integrin chain β6 (ITGB6), (B) integrin chain β8 
(ITGB8), (C) thrombospondin-1 (THBS1) and (D) Smad 7 measured by real-time quantitative 
reverse transcriptase-PCR in West Highland white terriers with idiopathic pulmonary fibrosis (IPF, 
n=12) vs. control dogs (n=11) and represented as box plot.  
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Figure 5 
Serum transforming growth factor beta 1 (TGFB1) concentration measured by ELISA in West 
Highland white terriers (WHWTs) with idiopathic pulmonary fibrosis (IPF, n=16) and in healthy 
WHWTs (n=13). Results are presented as dot-plots. The vertical bars indicate the mean ± the 
standard error of the mean.  

 
 
Figure 6 
Serum transforming growth factor beta 1 (TGFB1) concentration measured by ELISA in healthy 
dogs (n=66) from breeds with different predispositions to idiopathic pulmonary fibrosis (IPF), 
including the highly predisposed West Highland white terrier (WHWTs , n=13), 2 breeds reported 
to be mildly or moderately predisposed: the Scottish terrier (ST, n=12), and the Bichon Frise (B, 
n=13) and 3 breeds considered to be non-predisposed: the Whippet (W, n=10), the Belgian 
shepherd (BS, n=10) and the Labrador (L, n=8). Results are presented as dot-plots. The vertical 
bars indicate the mean ± the standard error of the mean. 
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4. Etude 3 : La sérotonine dans la FPIc 

4.1 Introduction 

La sérotonine, également appelée 5-hydroxytryptamine, est une monoamine synthétisée à 
partir du tryptophane dans le système nerveux central mais également par les cellules 
entérochromaffines du tractus gastro-intestinal. La sérotonine sécrétée par les cellules 
entérochromaffines est libérée dans le torrent circulatoire puis stockée par les plaquettes qui la 
prennent en charge ou la libèrent par l’intermédiaire de son transporteur (5HTT ou SERT).  

Nous nous sommes intéressés à la sérotonine dans la FPIc d’abord en raison de l’évocation 
récente de son implication dans la pathogénie de la FPI chez l’homme. En effet, même si elle est 
principalement connue pour son rôle de neurotransmetteur, elle a également de nombreuses 
fonctions régulatrices à l’extérieur du système nerveux central (Frishman et Grewall, 2000), par 
l’intermédiaire de 7 sous-types différents de récepteurs (Hoyer et al., 2002; Noda et al., 2004). Au-
delà de ses rôles physiologiques, elle est impliquée entre autres dans des processus fibrotiques tels 
que la fibrose hépatique (Ruddell et al., 2006) ou l’endocardiose mitrale (Fox et Khattar, 2004; 
Disatian et Orton, 2009). Ces propriétés profibrotiques sont principalement médiées par 
l’intermédiaire des récepteurs de type 2A (5HTR2A) et 2B (5HTR2B) et sont notamment liées à 
une induction de la synthèse de TGFB1 (Grewal et al., 1999). Dans une étude récente consacrée à 
l’étude de l’implication de la sérotonine dans la FPI chez l’homme (Konigshoff et al., 2010), 
l’expression des récepteurs de type 1A, 1B et 2B était augmentée au niveau pulmonaire chez les 
patients atteints de FPI ou de pneumopathie interstitielle non spécifique idiopathique en 
comparaison de donneurs sains alors que l’expression du récepteur 5HTR2A était augmentée 
spécifiquement lors de FPI. Les récepteurs 5HTR2A et 5HTR2B étaient concentrés respectivement 
au niveau des fibroblastes et de l’épithélium. Le blocage de signalisation de la sérotonine par 
l’administration d’un antagoniste non sélectif de 5HTR2A et 2B permettait une réduction des 
lésions de fibrose dans le modèle expérimental murin induit par la bléomycine. 

L’analyse du profil d’expression de la FPIc réalisée précédemment avait également mis en 
avant les voies de la sérotonine. Le récepteur 5HTR2B faisait partie des gènes avec un différentiel 
d’expression important entre le pool de chiens atteints et de chiens sains, avec un « fold-change » 
de 5,2. Pour les autres récepteurs, les résultats n’étaient pas interprétables, l’intensité observée pour 
les sondes correspondantes n’étant pas significativement différente du bruit de fond. Le « fold-
change » était de -1,96 pour le 5HTT, donc juste supérieur au seuil arbitraire choisi. 

Enfin, la sérotonine avait déjà été évaluée comme biomarqueur chez le chien dans 
l’endocardiose mitrale. Une concentration sérique plus élevée a d’abord été mise en évidence chez 
les chiens atteints mais également chez des chiens de petites races, en particulier le cavalier King 
Charles spaniel, en comparaison de chiens sains de grandes races (Arndt et al., 2009). Une étude 
très récente (Ljungvall et al., 2013) a confirmé la présence d’une concentration sérique en 
sérotonine plus élevée chez le cavalier King Charles. Chez les chiens atteints d’endocardiose 
mitrale, une association inverse a également été notée entre la concentration sérique et la sévérité 
de la cardiopathie, une concentration plus faible étant observée chez les chiens les plus atteints en 
comparaison de ceux avec une endocardiose débutante. 

En regard de l’ensemble de ces résultats, nous avons décidé d’analyser par qRT-PCR une 
partie des voies de la sérotonine au niveau pulmonaire (5HTR2A et 2B et 5HTT) chez des chiens 
atteints de FPIc en comparaison de chiens sains. Nous avons également évalué la concentration 
sérique en sérotonine afin de déterminer si elle circule à des taux plus élevés chez les chiens 
atteints de FPIc en comparaison de chiens sains et de chiens atteints d’autres affections 
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respiratoires chroniques. L’objectif était ainsi de déterminer si la sérotonine pouvait être impliquée 
dans la pathogénie de la FPIc et si elle pouvait avoir un intérêt en tant que biomarqueur. 

4.2 Matériel et méthode 

4.2.1 Animaux 

Du tissu pulmonaire a été obtenu à partir de 14 chiens avec un diagnostic de FPIc confirmé 
par histologie (12 WHWT, 1 Scottish terrier et 1 Lhassa Apso, d’âge moyen 13 ans) et 11 chiens 
contrôles (de différentes races et d’âge moyen 6,3 ans). Ces chiens contrôles avaient été 
euthanasiés pour des raisons autres qu’une atteinte cardiopulmonaire ou une maladie systémique et 
l’analyse histologique des tissus pulmonaires a confirmé la présence d’une architecture pulmonaire 
normale. 

Afin d’évaluer l’intérêt potentiel de la sérotonine en tant que biomarqueur diagnostique, du 
sérum a été collecté chez 13 chiens avec FPIc (10 WHWT, 2 Scottish terriers, 1 Yorkshire terrier, 
d’âge moyen 11,6 ans), 9 chiens avec bronchite chronique (de différentes races et d’âge moyen 9,3 
ans), 10 chiens avec bronchopneumopathie éosinophilique (de différentes races et d’âge moyen 7,5 
ans) et 10 WHWT sains (âge moyen 9,4 ans). 

Le diagnostic clinique de FPIc a été basé sur la présence de signes cliniques compatibles et 
sur l’exclusion des autres affections cardiorespiratoires chroniques par radiographies thoraciques, 
bronchoscopie, analyse du LLBA, échocardiographie et coproscopie ainsi que sur les résultats de la 
TDM-HR (Heikkila et al., 2011; Heikkila-Laurila et Rajamaki, 2014). Tous les chiens ont été 
euthanasiés par la suite en raison d’une détérioration de leur fonction respiratoire, et le diagnostic 
de FPIc a été confirmé par histologie. Le statut des chiens sains était basé sur l’anamnèse (absence 
de signes cliniques en faveur d’une pathologie cardiorespiratoire ou d’une atteinte systémique) et 
sur les résultats des différents examens (hématologie, biochimie, gaz sanguin, bronchoscopie et 
TDM-HR). 

4.2.2 Prélèvements 

Les échantillons de tissu pulmonaire ont été obtenus dans les 30 minutes suivant 
l’euthanasie. Pour permettre la conservation de l’ARN, ils ont ensuite  été placés dans un cryotube1 
de 1,5mL, puis soit surgelés dans l’azote liquide et directement stockés à -80°C, soit mis en contact 
avec du RNA later2, réfrigérés à 4°C jusqu’au lendemain et ensuite placés à -80°C. Le sang a été 
collecté sur tube sec puis, après 30 min, centrifugé à 4°C et 3000g durant 15 min. Le sérum obtenu 
a été stocké à -20°C jusqu’à analyse. 

4.2.3 RT-PCR quantitative 

L’ARN a isolé à partir du tissu pulmonaire grâce au kit d’extraction Micro to Mini Total 
RNATM extraction kit3 et sa qualité vérifiée, comme décrits précédemment (Krafft et al., 2013). Les 
gènes TATA box binding protein (TBP) et ribosomal protein S18 (RPS18) ont été utilisés comme 
gènes de référence non régulés pour normalisation de l’expression génique. Les amorces et sondes 
ont été conçues à partir des séquences GeneBank pour 5HRT2A (XM_534122), 5HTR2B 
(NM_001024633) et 5HTT (XM_548304) comme décrit précédemment (Peeters et al., 2005). Les 
RT-PCR ont été réalisées selon un format 2 tubes- 2 enzymes à l’aide d’une reverse transcriptase4 
et du Hot-Start Taq Master Mix5, comme décrit précédemment. Un contrôle négatif constitué d’eau 

                                                      
1 CM.LAB, Vordinborg, Danemark 
2 Ambio Inc., Huntington, UK 
3 i Invitrogen, Merekbeke, Belgique 
4 ImProm-II Reverse Transcription System, Promega Corporation, Southampton, UK 
5 Qiagen Ltd, Crawley, UK 
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sans nucléase et un contrôle positif avec une valeur de Ct connue ont été inclus sur chaque plaque 
et l’expression d’un seul gène a été évaluée par plaque. Les réactions ont été réalisées en double 
pour chaque échantillon de cDNA et une valeur moyenne a été calculée. 

4.2.4 Dosage sérique de la sérotonine 

La concentration sérique en sérotonine a été mesurée à l’aide d’un kit ELISA6 (évalué et 
utilisé précédemment chez le chien (Arndt et al., 2009)), selon les instructions du fabricant. 

4.2.5 Analyse statistique 

L’analyse statistique a été réalisée à l’aide d’un logiciel commercial7. Une quantification 
relative de l’expression génique a été réalisée selon la méthode ∆Ct. Les expressions géniques dans 
les deux groupes ont été comparées à l’aide d’un test de Mann-Whitney. La concentration sérique 
en sérotonine dans chaque groupe a ensuite été comparée à l’aide d’un test t de Student et d’une 
analyse de variance (Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks). Le seuil de 
significativité a été défini pour un p<0,05. 

4.3 Résultats 

L’expression des deux récepteurs (5HTR2A, 5HTR2B) n’était pas différente entre les 
chiens avec FPIc et les chiens contrôles, alors que l’expression du transporteur (5HTT) était 
significativement plus faible dans le groupe FPIc. 

Figure 19 : Taux d’expression pulmonaire (A) du récepteur de la sérotonine de type 2A (5HTR2A), 
(B) du récepteur de la sérotonine de type 2B (5HTR2B) et (C) du transporteur de la sérotonine 

(5HTT) chez des chiens avec fibrose pulmonaire idiopathique canine (FPIc, n=14) et des chiens 
contrôles (n=11). 

Les résultats sont présentés sous la forme de Box plot. 

 

                                                      
6 Serotonin ELISA, Demeditec Diagnostics GmbH, Allemagne 
7 SigmaStat, Systat Software, Inc., San Jose, California, USA 
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Chez les WHWT, la concentration sérique en sérotonine n’était pas différente entre les 
chiens atteints de FPIc et les chiens sains. Aucune différence n’a également été mise en évidence 
entre les chiens avec FPIc et les chiens avec bronchite chronique ou bronchopneumopathie 
éosinophilique. 

Figure 20 : Concentration sérique en sérotonine (A) chez des West Highland white terriers 
(WHWT) atteints de fibrose pulmonaire idiopathique canine (FPIc, n=10) en comparaison de 

WHWT sains (n=10) ; (B) chez des chiens atteints de FPIc (toutes races, n=13) en comparaison de 
chiens atteints de bronchite chronique (BC, n=9) et de bronchopneumopathie éosinophilique (BPE, 

n=10) 

 

4.4 Discussion 

Les résultats obtenus indiquent tout d’abord que la sérotonine ne semble pas avoir d’intérêt 
en tant que biomarqueur sérique dans la FPIc, aucune différence n’ayant été mise en évidence entre 
les différents groupes. Par ailleurs, ces résultats combinés à l’absence de modification de 
l’expression des récepteurs 5HRT2A et 5HTR2B, classiquement impliqués dans les processus 
profibrotiques, ne sont pas en faveur d’une modification des voies de la sérotonine dans la FPIc et 
donc de son implication dans la pathogénie. Une expression pulmonaire plus faible du transporteur 
5HTT a toutefois été notée dans notre étude chez les chiens atteints de FPIc en comparaison de 
chiens sains, résultats comparables à ceux obtenus chez les hommes atteints de FPI (Konigshoff et 
al., 2010). La régulation négative de l’expression du 5HTT peut avoir un impact sur la quantité de 
sérotonine présente au sein du tissu. En effet si le 5HTT est nécessaire pour la capture et le 
stockage de la sérotonine au sein des plaquettes, il intervient également dans la prise en charge de 
la sérotonine puis son inactivation par les cellules exprimant la monoamine oxydase (Ni et Watts, 
2006; Brenner et al., 2007). Le 5HTT est ainsi la principale voie de clairance de la sérotonine par 
les cellules pulmonaires. Une diminution de l’expression du 5HTT au niveau pulmonaire pourrait 
ainsi augmenter la quantité de sérotonine disponible pour se lier aux récepteurs, et ce même en 
présence d’une quantité normale de sérotonine dans le sang. Une diminution importante de 
l’expression du 5HTT a également déjà notée au sein des valves mitrales en phase avancée de 
cardiopathie mais pas en phase débutante, suggérant que cette régulation négative du transporteur 
n’interviendrait pas dans la phase d’initiation des lésions (Scruggs et al., 2010). 

Ces premiers résultats n’indiquent pas une altération majeure des taux circulants de 
sérotonine et de ses voies de signalisation au sein des poumons lors de FPIc. Même si ces données 
ne suggèrent pas un rôle prépondérant de la sérotonine dans la pathogénie de la FPIc, la régulation 
négative de l’expression du 5HTT pourrait conduire à une accumulation de sérotonine au sein des 
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poumons, où elle pourrait participer au processus de fibrose. 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) dans le 
sérum et le liquide de lavage bronchoalvéolaire en tant que 
biomarqueur diagnostique de la FPIc 

L’ET1 appartient à la famille des endothélines comportant 3 peptiques vasoactifs 
(endothéline-1, 2 et 3)  avec des structures comparables (Rubanyi et Polokoff, 1994). 
L’endothéline-1 (ET1) est vasoactive mais a également des propriétés pro-inflammatoires et 
profibrotiques (Rubanyi et Polokoff, 1994; Teder et Noble, 2000). L’ET1 a été choisie comme 
biomarqueur candidat de la FPIc, tout d’abord pour son intérêt prouvé dans la FPI humaine.  L’ET1 
est en effet présente en quantité augmentée dans le sérum (Uguccioni et al., 1995) et le LLBA 
(Reichenberger et al., 2001) chez les patients atteints de FPI.  L’ET1 est également surexprimée 
chez les patients atteints de FPI : une quantité augmentée d’ARNm (Saleh et al., 1997), ainsi que 
de l’immunoréactivité en endothéline par immunohistochimie ont été notées dans le tissu 
pulmonaire (Giaid et al., 1993; Uguccioni et al., 1995).  

Par ailleurs, l’ET1 a déjà été étudiée  en médecine vétérinaire en tant que biomarqueur dans 
différentes affections cardiorespiratoires. Une augmentation significative de la concentration 
plasmatique en ET1 a d’abord été notée en phase d’insuffisance cardiaque par rapport aux chiens 
sains et aux chiens atteints de cardiopathies compensées (Prosek et al., 2004). Dans cette étude, la 
concentration plasmatique en ET1 était également corrélée à différents marqueurs 
échocardiographiques de surcharge volumique et de fonction systolique ;  ce qui suggérait que 
l’ET1 pourrait être un marqueur de progression de l’insuffisance cardiaque. Une autre étude 
(Tessier-Vetzel et al., 2006) a, par la suite, mis en évidence une influence significative du stade 
« ISACHC » (International Small Animal Cardiac Health Council), toutes cardiopathies 
confondues, sur la concentration plasmatique en ET1 ainsi qu’une corrélation positive entre le taux 
en ET1 et la pression dans l’artère pulmonaire en systole. Néanmoins, dans une autre étude portant 
sur l’endocardiose mitrale (Piantedosi et al., 2009), aucune corrélation n’était mise en évidence 
entre le stade d’insuffisance cardiaque et la concentration plasmatique en ET1. L’intérêt de l’ET1 
pour différencier affections cardiaques et respiratoires a été étudié dans deux publications. Dans la 
première étude (Tessier-Vetzel et al., 2006), pour une affection de sévérité moyenne, une 
concentration plasmatique plus élevée était rencontrée lors de cardiopathies que lors d’affections 
respiratoires. Néanmoins, aucune différence significative n’était mise en évidence lors d’atteinte 
plus sévère. Dans la seconde étude (Prosek et al., 2007), la concentration plasmatique en ET1 
permettait de différencier les dyspnées d’origine cardiaque et non cardiaque avec une bonne 
sensibilité / spécificité. Néanmoins des performances supérieures étaient notées pour deux autres 
biomarqueurs étudiés : propeptide atrial natriurétique N terminal (NT-pro ANP) et peptide 
natriurétique de type B (BNP). 

Même si aucun kit commercial n’existait pour la mesure de l’ET1 dans l’espèce canine, ce 
dosage était facilement réalisable. En effet, une homologie de 100% a été mise en évidence entre 
les séquences canine et humaine de l’ET1 (Biondo et al., 2003) et les performances de différents 
kits humains avaient déjà été évaluées précédemment (Schellenberg et al., 2008) ; le kit ELISA de 
chez IBL (Endothelin-1 Assay kit, Immuno-Biological Laboratories Co., Takasaki-Shi, Gunma, 
Japan) présentant les meilleures précision et linéarité a donc été choisi pour cette étude. Ce kit 
n’était validé que sur plasma, sérum et surnageant de culture cellulaire. Néanmoins, le dosage de 
l’ET1 dans le LLBA avait déjà été effectué chez l’homme et chez le cheval et a pu être réalisé avec 
ce kit chez le chien ; la seule limite étant le seuil de détection, les concentrations dans le LLBA 
étant faibles. 

Afin d’évaluer l’ET1 en tant que biomarqueur, il était nécessaire de la mesurer chez des 
chiens atteints en comparaison de chiens sains pour vérifier que la présence de cette maladie 
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s’accompagne d’une modification des taux en ET1, mais également chez des chiens atteints 
d’autres pathologies respiratoires afin de déterminer la sensibilité et la spécificité au sein d’une 
population avec des signes cliniques et biologiques comparables. La FPIc  étant majoritairement 
rencontrée chez des chiens âgés et de race WHWT, l’âge et la race sont deux facteurs confondants 
à prendre en compte dans des études portant sur la FPIc. Deux groupes sains de race différente ont 
donc été inclus pour évaluer cet effet race. L’ET1 a donc été mesurée chez des chiens atteints de 
FPI (groupe composé quasi exclusivement de WHWT),  de bronchite chronique, principal 
diagnostic différentiel de la FPIc, et de bronchopneumopathie éosinophilique et également chez 
deux populations de chiens sains : un groupe de WHWT et un groupe de Beagles issus du chenil 
expérimental de la faculté. Cette étude s’est principalement intéressée à la concentration sérique 
(facilité d’obtention en pratique courante, absence de problème de sensibilité de la méthode). 

Aucune différence pour la concentration sérique en ET1 n’a d’abord été mise en évidence 
entres les deux groupes sains (WHWT et Beagles), suggérant que la race n’a pas d’effet sur la 
concentration sérique en ET1. Une analyse de covariance a donc ensuite été réalisée sur l’ensemble 
des chiens pour étudier  l’effet de l’âge et du statut. En accord avec les résultats obtenus dans une 
autre étude (Tessier-Vetzel et al., 2006), aucun effet significatif de l’âge n’a été mis en évidence. 
La concentration sérique en ET1 était par contre significativement différente en fonction du statut, 
avec une valeur plus élevée dans le groupe avec FPIc en comparaison des chiens sains et des chiens 
atteints de bronchite chronique et de bronchopneumopathie éosinophilique, confirmant l’intérêt de 
l’ET1 comme biomarqueur. Une analyse de la courbe ROC a ensuite été réalisée pour en évaluer 
les performances et identifier une valeur seuil idéale. Ainsi dans cette étude, une valeur en ET1 
supérieure à 1,9 pg/mL permettait de conclure à une FPIc avec une sensibilité et une spécificité 
de 91,7% et 87,5% respectivement par rapport à une bronchite chronique ou une 
bronchopneumopathie éosinophilique. 

Au cours de cette étude, l’ET1 a également été mesurée dans le LLBA chez un nombre de 
limité de chiens. Elle était mesurable chez tous les chiens atteints de FPIc alors que sa 
concentration était inférieure au seuil de détection chez les autres chiens testés (sains et atteints de 
bronchite chronique). Un échantillon plus large aurait toutefois été nécessaire pour conclure avec 
certitude. 

L’excellente spécificité de l’ET1 pour le diagnostic de la FPIc retrouvée ici se distingue des 
résultats décrits chez l’homme. En effet, en médecine humaine, l’ET1 est incriminée dans de 
nombreuses affections respiratoires et est présente en concentration augmentée dans le sang ou le 
LLBA de manière peu spécifique. Des taux élevés en ET1 dans le sérum et/ou le LLBA sont en 
effet notés dans différentes maladies pulmonaires interstitielles autres que la FPI(Yamakami et al., 
1997): sclérodermie avec atteinte pulmonaire(Morelli et al., 1995), sarcoïdose(Abraham et al., 
1997; Li et al., 1999; Reichenberger et al., 2001; Terashita et al., 2006), mucoviscidose(Siahanidou 
et al., 2000), asthme(Gawlik et al., 2006) ou bronchite chronique(Fujii et al., 1999; Bacakoglu et 
al., 2003; Nikolaou et al., 2003). Chez le chien, une concentration sérique augmentée en ET1 a été 
précédemment rapportée chez un nombre limité de chiens avec différentes atteintes respiratoires 
(Tessier-Vetzel et al., 2006; Prosek et al., 2007) : flaccidité trachéale, pneumonie, néoplasme, 
épanchement pleural néoplasique, paralysie laryngée et bronchite chronique. A l’exception de la 
bronchite chronique, la FPIc est facilement différenciée de ces affections d’après les signes 
cliniques ou le résultat d’examens complémentaires simples. 

L’ET1 est également utilisée comme biomarqueur à visée pronostique dans différentes 
affections chez l’homme ou chez l’animal. En médecine humaine, l’ET1 est un facteur prédicateur 
indépendant de mortalité chez les patients atteints d’insuffisance cardiaque débutante à modérée 
(Pousset et al., 1997; Hulsmann et al., 1998). Néanmoins dans le cadre de la FPI, aucune étude ne 
rapporte un intérêt pronostic de l’ET1. Dans une étude réalisée chez le chien (Tessier-Vetzel et al., 
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2006), la concentration plasmatique en ET1 était corrélée avec la survie lors d’affections 
respiratoires et dans un modèle d’ischémie- reperfusion myocardique, la concentration sanguine en 
ET1 est moins élevée chez les chiens survivants (Vago et al., 2004). Au moment de la publication 
de l’article, la valeur pronostique de l’ET1 n’avait pas pu être évaluée, aucune donnée de survie 
n’étant disponible pour le groupe atteint de FPIc ; toutefois les chiens ont été suivis pendant 
plusieurs années par l’équipe finlandaise et leur survie déterminée. La concentration sérique en 
ET1 a donc pu être évaluée dans une publication récente en tant que biomarqueur pronostique 
(Lilja-Maula et al., 2014). Aucun lien entre la concentration sérique en ET1 au moment du 
diagnostic et la survie lors de FPIc n’a été mis en évidence dans cette étude. 

Table 4 : Effets de différentes variables sur la survie lors de fibrose pulmonaire idiopathique canine 
(analyse de régression de Cox), d’après (Lilja-Maula et al., 2014) 

 

Chez l’homme (Stewart et al., 1991) comme chez le chien (Tessier-Vetzel et al., 2006), 
l’hypertension pulmonaire s’accompagne d’une élévation de la concentration sanguine en ET1. 
L’hypertension pulmonaire est une complication fréquente de la fibrose pulmonaire dans ces deux 
espèces (Schober et Baade, 2006; Raghu et al., 2011). L’absence de la réalisation d’un examen 
cardio-Doppler chez les chiens atteints de FPIc est la principale limite de cette étude, d’autant plus 
qu’une cardiomégalie droite, un aplatissement du septum ou une dilatation du tronc pulmonaire ont 
été observés chez certains chiens, suggérant l’existence d’une hypertension pulmonaire. 
Néanmoins, aucune différence dans la concentration sérique en ET1 n’a été notée entre ces chiens 
et ceux avec un examen échocardiographique normal et les valeurs sériques les plus élevées ont été 
observées chez les chiens sans anomalie cardiaque. 

 
En conclusion de cette étude, la concentration sérique en ET1 n’est pas influencée de 

manière significative par les facteurs race et âge chez le chien ; elle est significativement 
augmentée lors de FPIc en comparaison avec des chiens sains et des chiens atteints d’autres 
affections respiratoires chroniques et l’ET1 semble détectable dans le LLBA uniquement chez les 
chiens atteints de FPIc. La sensibilité et la spécificité de l’ET1 sérique pour la distinction d’une 
FPIc par rapport à une bronchite chronique ou une bronchopneumopathie éosinophilique étaient 
très bonnes dans cette population, suggérant que l’ET1 aurait un grand intérêt diagnostique lors de 
FPIc. L’intérêt pronostique de l’ET1 semble par contre limité. 
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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 o .001), healthy WHWT (1.56, 1.25–1.85; P o .001), dogs with EBP (0.94 0.68–1.01; P 5 .001), and

dogs with CB (1.54 0.74–1.82;P 5 .005). BALFET1 concentration was below the detection limit in healthyWHWTand 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.

I
diopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a devastating
disease of increasing prevalence, with a median sur-

vival time of 3–5 years in humans.1 The exact
mechanisms underlying the development of IPF remain
unknown,2 and currently no treatment has proven effica-
cious.3 Although IPF has been described in dogs,4–7 little
is known about its prevalence, pathogenesis, and prog-
nosis. In humans, a consensus classification8 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.

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.4–6 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.7 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-
ers9,10 such as endothelin-1 (ET1), pulmonary function
tests, and the increasing accuracy of high-resolution
computed tomography11 (HRCT).

ET1, a vasoactive peptide with proinflammatory and
profibrotic properties,12 has been identified as both a
diagnostic biomarker and mediator of IPF in humans.13–15

High concentrations of ET1 have been detected in
serum16 and BALF17 from people with IPF. Although

From the Department of Clinical Sciences, Faculty of Veterinary
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serum ET1 concentrations have been evaluated in a lim-
ited number of dogs with respiratory and cardiac
disorders,18–21 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 Liège 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 Liège. 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.7

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.7

In order to assess the specificity of ET1 in the diagnosis of IPF,

dogs suffering from CB (n 5 10) or EBP (n 5 6) were included in the

study. The diagnosis of CB22 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.23 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 Liège University.

Clinical Investigation

Echocardiography and HRCT were performed as described pre-

viously7 and BAL was performed during bronchoscopy under

anesthesia as follows: 3 (20mL each23) or 2 aliquots (1mL/kg

each24) of warm sterile saline solution (0.9%) were instilled in at

least 2 different lung lobes. The BALF samples were processed as

described previously.23,24 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-Grünvald-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

104CFU/mL.25

In cases of IPF,multiple samples of subpleural lung tissue from 2 to

6 lung lobes were collected postmortemwhen 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.

ET1 Analysis

Blood samples collected in plain tubes were centrifuged immedi-

ately after collection at 41C for 15 minutes at 3,000 � g and the

serum was stored at �201C until analysis. An aliquot of BALF was

centrifuged immediately after collection and the supernatant was

frozen at �801C 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,a

which had been validated previously for use with canine serum.26

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-

umnb 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.c

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 byMann-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 o .05.

Results

Animals

Control Groups. Thirteen healthy Finnish WHWT,
aged 3–14 years (mean age, 9.3 years) and weighing an
average of 9 � 0.4 kg, 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.7 BALF TCC was o420 cells/mm3 in
all dogs, with amaximumpercentage 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 o475 cells/mm3

in all dogs, with a maximum percentage of neutrophils of
20% in 1 dog ando10% 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�
0.6 kg. 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.7 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; IQ, 734–1,481) and in some dogs a
moderate increase in the percentage of neutrophils (4.5%;
IQ, 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.7 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 (PaO2) (60.8 �
15.4mmHg, reference range: 90–100) and increased alve-
olar-arterial oxygen gradient (55.3 � 16.5mmHg,
reference range:o 20).7

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/mL;
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, 500 cells/mm3; IQ, 440–540), with in-
creased percentage of neutrophils (35%; IQ, 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 5months to 13
years (mean, 6.5 years) and the average body weight was
23 � 5 kg. 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/mL,
respectively; reference range, o750/mL). 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/mL) 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 ET1 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).

Fig 1. Box plot of serum endothelin-1 concentration in dogs with

idiopathic pulmonary fibrosis (IPF, n 5 12), in healthy West High-

landWhite Terriers (WHWT, n 5 13), in healthy Beagles (n 5 9), in

dogs with eosinophilic bronchopneumopathy (EBP, n 5 6), and

with chronic bronchitis (CB, n 5 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. �, w, z Statistically different from the IPF group with P o
.001, P 5 .001, and P 5 .005, respectively.

992 Krafft et al



No difference was found between both groups of control
dogs (P 5 .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 (Po .001).
Serum ET1 concentration was significantly higher in the
dogs with IPF compared with all of the other groups: CB
(P 5 .005), EBP (P 5 .001), healthy WHWT (P o .001),
and control Beagle dogs (P o .001). Serum ET1 in the
dogs with EBP was significantly lower than in Beagle dogs
(P 5 .011) and in healthy WHWT (P 5 .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 ET1 concentrations
(P 5 .71).

Discussion

The aim of the present study was to assess serum and
BALF ET1 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

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 HRCT7,27 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
ET1, a well-known biomarker of human IPF.15,17,28

Various kits, commercially available for ET1 measure-
ment in people, have been used in dogs.18,20 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.26 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 ET1 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 people29,30 and IPF is more
often recognized in older dogs.6,7,27 However, covariance
analysis did not identify an effect of age on serum ET1
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.20

In humans, ET1 is implicated in the pathogenesis of
many respiratory disorders, and increased blood, BALF,
and tissue ET1 concentrations have been described
in interstitial pulmonary diseases,17 asthma,31,32 and
chronic obstructive pulmonary disease (COPD).33–37

In dogs, interstitial disorders include IPF4–7 and EBP.38

Fig 2. Receiver operating characteristic curve of serum endo-

thelin-1 concentration in dogs with idiopathic pulmonary fibrosis

(n 5 12) and with chronic bronchitis or eosinophilic bronchopneu-

mopathy (n 5 16). The area under the curve is 0.818.

Fig 3. Dot plot of endothelin-1 concentration in bronchoalveolar

lavage fluid of dogs with idiopathic pulmonary fibrosis (IPF, n 5 6),

healthy West Highland White Terriers (WHWT, n 5 5), and dogs

with chronic bronchitis (CB, n 5 5).
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Increased ET1 concentrations have been reported in a
limited number of dogs with respiratory disorders.20,21

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 CB22 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 normal17,33 or increased.33–37

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.38 In human asthmat-
ics, ET1 concentrations are increased in BALF and
blood.32 Remission of the clinical signs after treatment
leads to a marked reduction or even normalization of
serum ET1 concentration.32 ET1 has been implicated in
the pathogenesis of bronchoconstriction and airway
remodeling.31 Plasma and BALF ET1 concentrations also
are increased in horses suffering from seasonal recurrent
airway obstruction (RAO).39 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.15 More-
over, ET1 has been shown to initiate alveolar epithelial
cell transition into fibroblast-like cells, a process termed
epithelial-mesenchymal transition.40 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 wereo1.3 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 ET1 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.26 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.39 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 ET1 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 previously18 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.12 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.41 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.20 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 ET1 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 dogs18 and has been used as a bio-
marker to discriminate between respiratory and cardiac
causes of dyspnea.20,21 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 humans42 and in dogs,43 pulmonary arterial hyper-

tension is a known complication of IPF. Pulmonary
arterial hypertension is accompanied by an increase
in plasma ET1 concentration.44 In dogs, a positive cor-
relation has been reported between plasma ET1
concentration and the extent of systolic pulmonary
hypertension,20 and most studies in human patients
report the greatest increase in serum ET1 concentration
when the respiratory disease is complicated by pulmo-
nary hypertension.37,45 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 41.8 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

a Endothelin-1 Assay kit, IBL, Gunma, Japan
bWaters Corporation, Milford, MA
c Statistical Analysis Systems Institute, Cary, NC
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7. Heikkilä H, Lappalainen A, Day M, et al. Clinical,

bronchoscopical, and histopathological findings, diagnostic imag-

ing and arterial oxygenation in West Highland White Terriers with

idiopathic pulmonary fibrosis. J Vet Intern Med 2011;25:433–439.

8. Society ATSER. American Thoracic Society/European Re-

spiratory Society International Multidisciplinary Consensus

Classification of the Idiopathic Interstitial Pneumonias. This joint

statement of the American Thoracic Society (ATS), and the Euro-

pean Respiratory Society (ERS) was adopted by the ATS board of

directors, June 2001 and by the ERS Executive Committee, June

2001. Am J Respir Crit Care Med 2002;165:277–304.

9. Boon K, Bailey NW, Yang J, et al. Molecular phenotypes

distinguish patients with relatively stable from progressive idio-

pathic pulmonary fibrosis (IPF). PLoS One 2009;4:e5134.

10. Prasse A, Muller-Quernheim J. Non-invasive biomarkers in

pulmonary fibrosis. Respirology 2009;14:788–795.

11. Lynch DA, Godwin JD, Safrin S, et al. High-resolution

computed tomography in idiopathic pulmonary fibrosis: Diagnosis

and prognosis. Am J Respir Crit Care Med 2005;172:488–493.

12. Rubanyi GM, Polokoff MA. Endothelins: Molecular

biology, biochemistry, pharmacology, physiology, and pathophys-

iology. Pharmacol Rev 1994;46:325–415.

13. Mutsaers SE, Foster ML, Chambers RC, et al. Increased

endothelin-1 and its localization during the development of bleo-

mycin-induced pulmonary fibrosis in rats. Am J Respir Cell Mol

Biol 1998;18:611–619.

14. Hocher B, Schwarz A, Fagan KA, et al. Pulmonary fibrosis

and chronic lung inflammation in ET-1 transgenic mice. Am J Re-

spir Cell Mol Biol 2000;23:19–26.

15. Swigris JJ, Brown KK. The role of endothelin-1 in the

pathogenesis of idiopathic pulmonary fibrosis. BioDrugs

2010;24:49–54.

16. Uguccioni M, Pulsatelli L, Grigolo B, et al. Endothelin-1 in

idiopathic pulmonary fibrosis. J Clin Pathol 1995;48:330–334.

17. Reichenberger F, Schauer J, Kellner K, et al. Different ex-

pression of endothelin in the bronchoalveolar lavage in patients

with pulmonary diseases. Lung 2001;179:163–174.

18. Prosek R, Sisson DD, Oyama MA, et al. Plasma endoth-

elin-1 immunoreactivity in normal dogs and dogs with acquired

heart disease. J Vet Intern Med 2004;18:840–844.

19. Uchide T, Saida K. Elevated endothelin-1 expression in

dogs with heartworm disease. J Vet Med Sci 2005;67:1155–1161.

20. Tessier-Vetzel D, Tissier R, Chetboul V, et al. Diagnostic

and prognostic value of endothelin-1 plasma concentrations in dogs

with heart and respiratory disorders. Vet Rec 2006;158:783–788.

995Endothelin-1 in Canine Idiopathic Pulmonary Fibrosis



21. Prosek R, Sisson DD, Oyama MA, et al. Distinguishing

cardiac and noncardiac dyspnea in 48 dogs using plasma atrial nat-

riuretic factor, B-type natriuretic factor, endothelin, and cardiac

troponin-I. J Vet Intern Med 2007;21:238–242.

22. Kuehn NF. Chronic bronchitis in dogs. In: King LG, ed.

Textbook of Respiratory Diseases in Dogs and Cats. St Louis, MO:

Saunders; 2004:379–387.

23. Clercx C, Peeters D, Snaps F, et al. Eosinophilic

bronchopneumopathy in dogs. J Vet Intern Med 2000;14:282–291.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

Le premier objectif de cette étude était d’améliorer nos connaissances sur la pathogénie de 
la FPIc en combinant une approche globale sans à priori et une étude ciblée de certaines voies de 
signalisation, d’activation ou de stockage de molécules potentiellement impliquées dans la 
pathogénie. L’analyse du transcriptome par la technique des microdamiers a mis en évidence que le 
poumon fibrotique était actif avec une surexpression de nombreux gènes, à l’inverse d’une image 
simpliste d’un organe au stade terminal. Nous avons ainsi identifié différentes fonctions 
biologiques altérées dont la croissance et la prolifération cellulaires, le développement et le 
fonctionnement du système musculo-squelettique, le mouvement cellulaire, le développement 
cellulaire, le développement embryonnaire, la signalisation et les interactions intercellulaires et la 
présentation antigénique.  Nous avons ensuite confirmé par qRT-PCR la surexpression de certaines 
cytokines : CCL2, CCL7, CXCL14, IL8 et la FAP et une sous-expression de la PLUNC.  

L’analyse de nos données supportent l’hypothèse que la dysrégulation de la croissance, la 
prolifération et de l’apoptose cellulaires est également retrouvée chez le chien atteint de FPIc. Chez 
l’homme, l’altération de ces fonctions biologiques a notamment été impliquée dans le défaut de 
réparation de l’épithélium alvéolaire, avec des cellules épithéliales qui connaissent une apoptose 
excessive(Wilson et Wynn, 2009; Coward et al., 2010) et dans la persistance des fibroblastes lors 
du processus de cicatrisation, les fibroblastes proliférant de manière excessive et résistant à 
l’apoptose (Maeyama et al., 2001; Moodley et al., 2003a; Moodley et al., 2003b; Moodley et al., 
2004; Buhling et al., 2005). La FPI chez l’homme est également associée à la présence d’une 
réponse immunitaire aberrante et d’une inflammation chronique (Strieter, 2008). Dans notre étude, 
l’analyse du transcriptome a également mis en avant différentes catégories fonctionnelles en lien 
avec l’inflammation et la réponse immunitaire. Nous avons observé une régulation positive de 
l’expression de plusieurs cytokines pro-inflammatoires telles que CCL2, CCL7, CCL17, IL8 et 
CXCL14 mais aussi de l’actinine alpha-3 et de l’amyloïde sérique A1, telle qu’observée chez 
l’homme(Carre et al., 1991; Antoniades et al., 1992; Sekiya et al., 2000; Kurth et al., 2001; Starnes 
et al., 2006) ; nous avons par ailleurs mis en évidence la présence d’une concentration sérique 
élevée en CCL2 chez les chiens atteints. En plus de leur implication dans la réponse inflammatoire, 
certaines de ces cytokines, telles que CXCL14 (Augsten et al., 2009) ou CCL2 (Gharaee-Kermani 
et al., 1996) ont également des propriétés profibrotiques. L’analyse par microdamier a également 
mis en avant la PLUNC, comme un des gènes les plus sous-exprimés, résultat confirmé par qRT-
PCR. Son rôle exact est encore peu connu mais la PLUNC pourrait être impliquée dans la réponse 
inflammatoire aux substances irritantes et dans l’immunité innée (Gakhar et al., 2010; Bartlett et 
al., 2011) et son implication dans la FPIc mérite plus d’attention. 

Certaines des fonctions biologiques altérées d’après nos données étaient associées avec les 
voies du développement. Comme indiqué précédemment, une activation aberrante des voies du 
développement a été évoquée dans la pathogénie de la FPI chez l’homme (Selman et al., 2008). 
Nos résultats suggèrent que les gènes impliqués dans la morphogénèse et la différenciation ont 
également un rôle dans la FPIc. Parmi ces gènes, nous avons confirmé par qRT-PCR une 
surexpression de la FAP, qui est normalement exprimée dans les zones de remodelage tissulaire 
lors du développement embryonnaire (Niedermeyer et al., 2001). La FAP est exprimée de manière 
sélective par certains fibroblastes dans les zones lésionnelles lors de FPI chez l’homme et pourrait 
être un marqueur d’activité de la maladie (Acharya et al., 2006). Ces rôles sont encore peu connus 
et elle constitue une piste de recherche intéressante dans la FPIc. 

L’analyse du transcriptome a ainsi fourni une image globale de la maladie mais également 
des pistes de recherche futures. Nous avons obtenu un volume de données très conséquent, difficile 
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à interpréter, en particulier d’un point de vue synthétique. L’utilisation d’outils informatiques a 
facilité cette interprétation, notamment en regroupant les gènes par fonctions ou systèmes 
biologiques. Néanmoins, une interprétation exhaustive reste difficile et il est probable que d’autres 
informations pertinentes n’aient pas été mises en avant lors notre analyse. Les résultats obtenus 
peuvent constituer une large base de données qui pourrait être réinterprétée à la lumière de 
nouvelles informations ou de nouvelles approches, tel qu’effectué en médecine humaine (Kaminski 
et Rosas, 2006; Studer et Kaminski, 2007). 

 
Nous avons ensuite étudié le TGFB1 et ses voies de stockage, d’activation et de 

signalisation dans la FPIc. Notre étude constitue tout d’abord l’une des premières descriptions 
(Peeters et al., 2005; Lilja-Maula et al., 2013a) des voies du TGFB1 au niveau pulmonaire chez le 
chien sain. Nous avons ainsi mis en évidence que le gène du TGFB1 est exprimé dans le poumon ; 
la protéine correspondante étant présente notamment en région péribronchique avec un marquage 
immunohistochimique important dans la couche de tissu conjonctif fibreux entourant les bronches 
et les bronchioles et plus faible dans les muscles lisses bronchiques, bronchiolaires et vasculaires. 
A l’inverse, les cellules épithéliales et endothéliales ne présentaient aucun marquage ou un 
marquage très faible. Au niveau de l’interstitium, le marquage était variable selon les champs avec 
des zones sans marquage et des zones avec faible marquage. Chez le chien sain, les cellules 
épithéliales bronchiques et bronchiolaires présentaient un marquage net en région apicale pour le 
TGFBRI alors qu’aucun marquage n’était retrouvé pour ce récepteur au niveau alvéolaire. 
Quelques cellules épithéliales bronchiques et alvéolaires présentaient un marquage positif pour 
l’anticorps anti-Smad2/3, résultat indiquant une activité basale du TGFB1. Il ressort de ces données 
qu’un signal actif du TGFB1 existe dans le poumon sain chez le chien et qu’il concerne notamment 
les régions bronchiques et bronchiolaires alors que le stockage et la signalisation du TGFB1 est 
plus faible au niveau alvéolaire. Les trois LTBP (1, 3 et 4) impliquées entre autre dans le stockage 
du TGFB1 étaient exprimées dans le poumon sain, ainsi que les intégrine ανβ6 et 8 et la THBS1 
intervenant dans l’activation des complexes latents du TGFB1.  

Chez les chiens atteints, les mêmes résultats ont été retrouvés en région bronchique. A 
l’inverse, différentes observations étaient en faveur d’une activation plus importante des voies du 
TGFB1 au niveau de l’épithélium lésionnel. Ainsi, le marquage important retrouvé dans la matrice 
fibreuse en région alvéolaire suggère la présence d’une quantité élevée de TGFB1 dans les zones 
fibrotiques avec une augmentation du stockage extracellulaire. De même, un marquage intense a 
été observé pour l’anticorps anti-Smad2/3 au niveau des cellules épithéliales alvéolaires. 
Subjectivement, ce marquage concernait une part plus importante des cellules épithéliales par 
rapport aux chiens sains, impression confirmée de manière semi-quantitative dans une autre étude 
(Lilja-Maula et al., 2013a). Certaines cellules épithéliales alvéolaires, en particulier les 
pneumocytes hypertrophiques, présentaient un marquage intense pour le TGFBRI. Ces résultats 
confirment l’hypothèse d’une augmentation du « signal TGFB1 » au niveau des cellules 
épithéliales pathologiques et suggèrent que les pneumocytes hypertrophiques sont une cible 
importante pour le TGFB1 lors de FPIc.  

Au-delà de la présence d’une quantité plus importante de TGFB1 stocké dans la matrice 
extracellulaire, nos résultats suggèrent une altération des voies de stockage du TGFB1 lors de FPIc 
avec une diminution de l’expression de la LTPB4. Une autre étude (Lilja-Maula et al., 2013a) a 
évalué l’expression de la LTBP1 et a mis en évidence une augmentation de l’immunoréactivité 
pour cette protéine en région alvéolaire, péribronchique et périvasculaire chez les WHWT avec 
FPIc en comparaison des contrôles. Dans cette étude (Lilja-Maula et al., 2013a), la fibrilline-2, 
également composant de la matrice extracellulaire, a été détectée en région alvéolaire chez les 
chiens atteints de FPIc. Néanmoins, aucune différence n’était mise en évidence par rapport aux 
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chiens contrôles. Le rôle des composants de la matrice extracellulaire, dont les LTBP (Lepparanta 
et al., 2012), fait l’objet d’un intérêt croissant lors de FPI chez l’homme et il a été  suggéré que 
cette altération de l’homéostasie de la matrice extracellulaire pourrait influencer le stockage et 
l’activation du TGFB1 (Tatler et Jenkins, 2012). Le rôle des LTBPs et d’une manière générale des 
composants de la matrice extracellulaire est une piste qui reste à explorer dans la pathogénie de la 
FPIc. 

Concernant les voies d’activation du TGFB1, il ressort de ce travail que leur expression est 
altérée lors de FPIc avec une régulation négative de l’expression de l’ανβ8 et une surexpression de 
la THBS1. L’expression de l’intégrine ανβ6 n’était pas modifiée de manière significative dans 
notre étude. Néanmoins, l’expression de cette intégrine étant strictement limitée à l’épithélium 
(Goodwin et Jenkins, 2009), une étude à l’échelle cellulaire (immunomarquage, microdissection) 
serait plus adaptée pour conclure. 

Nous avons également mis en évidence que le TGFB1 circulait en concentration plus 
élevée dans le sérum de chiens de races prédisposées à la FPIc en comparaison de chiens non 
prédisposés. Une première hypothèse pour expliquer ce résultat était l’existence d’une synthèse 
accrue de TGFB1 par le poumon chez ces chiens. Néanmoins, il semble à minima que la 
transcription du gène du TGFB1 ne soit pas profondément modifiée au niveau pulmonaire chez les 
chiens atteints. A l’inverse, il est possible que les concentrations sériques élevées en TGFB1 ne 
soient pas une conséquence du développement de la fibrose mais plutôt précèderaient le 
développement de la fibrose, des taux élevés étant retrouvés chez des chiens sains de races 
prédisposées. La présence de taux circulants élevés pourrait alors être reliée voire expliquer au 
moins en partie la prédisposition de ces chiens à développer une FPIc, avec une réponse 
inappropriée suite à des lésions de l’épithélium alvéolaire. D’autres études sont toutefois 
nécessaires pour évaluer cette hypothèse. Il est d’abord important de déterminer si le TGFB1 
présent dans le sérum de ces chiens est sous forme latente ou active. En effet, la méthode de dosage 
utilisée dans notre étude comporte une première étape d’acidification, tout le TGFB1 sérique sous 
forme latente est ainsi activé, et on mesure l’ensemble du TGFB1 présent dans l’échantillon. Par 
ailleurs, il serait intéressant de déterminer la provenance de ce TGFB1 sérique, les différentes 
hypothèses (Grainger et al., 2000) étant une synthèse exagérée dans un autre organe que le 
poumon, une synthèse par les plaquettes, ou une production globalement plus élevée dans 
l’ensemble de l’organisme chez des chiens prédisposés et ce sous déterminisme génétique, tel que 
suggéré chez l’homme (Grainger et al., 1999). 

Nos résultats indiquent une altération de certaines voies du TGFB1 dans la FPIc, 
supportant l’hypothèse d’une implication de cette cytokine dans la pathogénie. Il s’agit ici d’une 
analyse partielle et il serait intéressant de compléter cette étude par une exploration des voies non 
canoniques de signalisation intracellulaire. Par ailleurs, au-delà de la mise en évidence d’un signal 
Smad actif en intracellulaire, l’expression des gènes situés en aval du TGFB1 doit également être 
évaluée afin de déterminer quelles sont les conséquences moléculaires d’une augmentation du 
« signal TGFB1 » dans les poumons des chiens atteints de FPIc.  

Cette étude a permis d’identifier le TGFB1 comme un gène d’intérêt pour de futures 
analyses génétiques. En effet chez l’homme, différents polymorphismes ont été associés au 
développement ou à la sévérité de la FPI et les taux circulants en TGFB1 sont en partie sous 
déterminisme génétique. La présence d’une concentration sérique en TGFB1 variable selon la race 
chez le chien et d’une nette prédisposition du WHWT pour la FPIc suggère un lien potentiel entre 
le gène du TGFB1 et l’apparition d’une FPIc. Une première étape par la suite pourrait être l’étude 
des polymorphismes dans le gène du TGFB1 (en particulier le promoteur) en fonction de la race, de 
la concentration sérique en TGFB1 et de la présence ou non d’une FPIc. 
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Nos premiers résultats sur la sérotonine ne sont pas en faveur d’une altération importante 
de la sérotonine et de ses voies dans la pathogénie de la FPIc. Toutefois il s’agit d’une étude 
préliminaire, qui devrait être complétée, par exemple en quantifiant la quantité de sérotonine 
présente localement dans le tissu pulmonaire, par Western Blot ou immunohistochimie. 
L’expression de la tryptophane hydroxylase 1, enzyme limitante intervenant dans la synthèse de la 
sérotonine, pourrait également être évaluée localement. 

 
L’ET1 a ici été évaluée en tant que biomarqueur potentiel dans la FPIc, néanmoins elle 

pourrait également avoir un rôle dans la pathogénie. En effet, cette molécule a également des 
propriétés profibrotiques et a été impliquée dans la pathogénie de la FPI chez l’homme. Des études 
in vitro ont démontré que l’ET1 influence la production et la dégradation de la matrice en stimulant 
la production de collagène de type I et III, en inhibant l’expression de la métalloprotéinase de la 
matrice de type 1 et en stimulant le remodelage de la matrice. L’ET1 stimule également la 
différenciation des fibroblastes en myofibroblastes (Swigris et Brown, 2010) et peut initier une 
TEM par l’intermédiaire du TGFB1 (Jain et al., 2007). Une surexpression de l’ET1 a été mise en 
évidence chez les patients atteints de FPI avec une quantité augmentée d’ARNm (Saleh et al., 
1997), et d’immunoréactivité en ET1 par immunohistochimie dans le tissu pulmonaire (Giaid et al., 
1993; Uguccioni et al., 1995). Des résultats comparables ont été obtenus dans des modèles 
animaux de fibrose pulmonaire (fibrose induite par l’inhalation de bléomycine chez le rat) (Park et 
al., 1997; Mutsaers et al., 1998a). Cette surexpression de l’ET1 ne semble pas être qu’une 
conséquence de l’installation de la fibrose lors de FPI. En effet, dans le modèle de fibrose 
pulmonaire induit par instillation de bléomycine, la surexpression de l’ET1 précède l’accumulation 
de collagène dans le tissu pulmonaire et donc l’installation de la fibrose (Mutsaers et al., 1998a). 
Les souris transgéniques surexprimant l’ET1 développent une accumulation progressive de 
protéines de la matrice extracellulaire en région périvasculaire et péribronchique, ainsi que de 
cellules inflammatoires (Hocher et al., 2000). Notre étude a mis en évidence une concentration en 
ET1 élevée dans le sérum et le LLBA chez les animaux atteints. Une étude à l’échelle tissulaire par 
immunohistomarquage permettrait de compléter cette analyse par l’identification des sources 
cellulaires d’ET1 ainsi que par la cartographie en récepteurs au sein des lésions de FPIc. A 
l’inverse, lors de l’analyse du transcriptome, l’ARNm codant pour l’ET1 ou pour ses récepteurs n’a 
pas été retrouvé en quantité augmentée. Il peut s’agir d’un faux négatif du microdamier ou d’une 
véritable absence de surexpression. Il est possible que l’ET1 soit synthétisée dans une partie du 
poumon, notamment au niveau des vaisseaux. Or l’analyse microdamier a été effectuée à partir de 
tissu prélevé en périphérie des poumons (zones les plus sévèrement atteintes lors de FPIc). 
Toutefois, si l’ET1 est réellement essentiellement exprimée au niveau vasculaire, la présence de 
taux élevés dans le sérum et le LLBA devrait alors être davantage associée au développement 
d’une hypertension pulmonaire qu’à celui de la fibrose. 

 
 
 
 
Le second objectif de cette étude était d’identifier des biomarqueurs diagnostiques de la 

FPIc, toujours avec cette double approche de screening et d’études ciblées de molécules candidates. 
Parmi ces molécules candidates, sélectionnées d’après les données de la littérature chez l’homme, 
certaines n’ont pas été retenues. Pour le TGFB1, la présence d’un effet race significatif exclut son 
utilisation comme biomarqueur ; et pour la sérotonine, aucune différence significative n’a été 
observée entre chiens sains et chiens atteints. A l’inverse, l’ET1 et le CCL2 semblent présenter un 
potentiel certain. Pour ces molécules, aucun effet de l’âge et de la race n’a été observé et l’analyse 
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des courbes ROC a mis en évidence de très bonnes performances diagnostiques, en particulier pour 
l’ET1. Ces performances semblent d’ailleurs supérieures à celles publiées pour le PIIINP, autre 
biomarqueur évalué dans la FPIc.  

Figure 21 : Courbe ROC : performance du test à différencier une FPIc d’une BC en fonction du 
seuil choisi pour la concentration sérique en ET1 et pour la concentration en PIIINP dans le liquide 

lavage bronchoalvéolaire 

  

Comme observé dans la FPI chez l’homme, il est probable que la combinaison de plusieurs 
biomarqueurs permette d’améliorer les performances diagnostiques. L’ET1 et le PIIINP ayant été 
mesurés dans la même population, il nous a été possible de tester les performances de l’association 
de ces biomarqueurs. 

Figure 22 : Courbe ROC : performance de l’association concentration sérique en ET1 et 
concentration en PIIINP dans le liquide lavage bronchoalvéolaire à différencier une FPIc d’une BC 

  
 
L’aire sous la courbe (0,889) est supérieure pour l’association ET1- PIIINP que pour l’ET1 

seule (0,858), néanmoins la combinaison de ces deux biomarqueurs n’améliore que peu les 
performances diagnostiques. La combinaison de l’ET1 et du CCL2 semble plus intéressante, les 
performances intrinsèques de ces biomarqueurs étant supérieures. Néanmoins, il n’a pas été 
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possible de tester leur association, ces deux molécules n’ayant été mesurées chez les mêmes 
animaux que pour quelques chiens avec FPIc. 

D’autres biomarqueurs potentiels ont été identifiés par l’analyse du transcriptome et 
doivent encore être évalués. Etant donné les limites de l’analyse par microdamier, une étape 
intermédiaire pourrait être de vérifier par qRT-PCR que la quantité d’ARNm est effectivement 
différente au niveau pulmonaire entre les chiens atteints et les chiens contrôles. Ces molécules 
candidates, ainsi que celles que nous avions déjà confirmées précédemment comme la FAP ou 
l’IL8, devront ensuite être mesurées dans le sérum et/ou le LLBA dans différents groupes tels 
qu’effectués pour le CCL2. Leurs performances diagnostiques intrinsèques et l’intérêt de leur 
association pourront ainsi être évalués. 

 
La perspective à plus long terme est d’utiliser ces biomarqueurs dans la démarche 

diagnostique lors de suspicion de FPIc. Plusieurs étapes restent toutefois à franchir. Tout d’abord, 
des tests rapides doivent encore être rendus disponibles pour permettre leur utilisation en clinique. 
Par ailleurs, les résultats obtenus pour l’ET1 et le CCL2 doivent être validés dans une deuxième 
cohorte d’animaux atteints et d’animaux contrôles (sains et atteints de bronchique chronique, 
principal diagnostique différentiel de la FPIc) pour confirmer leurs performances diagnostiques. En 
effet, bien que les résultats que nous avons obtenus soient particulièrement « satisfaisants », 
l’excellente spécificité obtenue, en particulier pour l’ET1, est un peu étonnante au regard des 
données obtenues chez l’homme. En effet, en médecine humaine et tel qu’évoquée précédemment, 
l’ET1 est incriminée dans de nombreuses affections respiratoires et ainsi retrouvée en concentration 
augmentée dans le sang ou le LLBA de manière peu spécifique. 

Les différents examens réalisés sur les chiens (examen clinique, bilan sanguin…) nous ont 
permis d’exclure la présence de différentes affections intercurrentes qui auraient pu avoir une 
répercussion sur les taux circulants des différentes molécules analysées (en particulier une 
insuffisance rénale pour les biomarqueurs avec clairance rénale). Néanmoins le rôle d’autres 
facteurs confondants devrait être mieux évalué. L’hypertension pulmonaire a déjà été évoquée dans 
le cadre de l’étude de l’ET1 et devra faire l’objet d’une évaluation plus poussée par la suite. 
D’autres affections, même sans rapport direct avec la présence d’une FPIc, devraient également 
être recherchées chez les chiens atteints et les contrôles car elles pourraient avoir un impact sur les 
concentrations en différentes molécules au niveau sérique notamment. Nous pouvons par exemple 
citer la présence d’une atopie(Marsella et al., 2012), affection pour laquelle le WHWT est 
également prédisposé. 

 
 
 
Les limites majeures de notre travail sont principalement liées à  la constitution des groupes 

utilisés lors des différentes études. Afin de s’assurer que les modifications observées sont liées à la 
présence d’une FPIc, il est nécessaire d’éliminer ou de tester l’implication potentielle de facteurs 
confondants. La FPIc touchant majoritairement des chiens d’âge moyen à âgés et de certains races, 
l’âge et la race sont des facteurs confondants évidents. Nous avons donc cherché à recruter comme 
animaux contrôles des chiens de même âge et race. Malheureusement, ces conditions idéales n’ont 
pas pu être respectées, notamment pour les analyses portant sur des tissus pulmonaires. Plusieurs 
explications peuvent être apportées. D’une part, les WHWT sont relativement peu représentés en 
Belgique. Ensuite, les animaux âgés sont souvent atteints de diverses pathologies avec possible 
répercussion pulmonaire empêchant leur utilisation comme contrôle. De plus, les tissus destinés à 
des analyses par RT-PCR doivent être rapidement prélevés après le décès de l’animal et 
adéquatement traités et conservés et les propriétaires peuvent être réfractaires à la réalisation de 
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prélèvements. Il est donc possible que les modifications que nous avons observées chez les chiens 
atteints soient en partie liées à la race et à l’âge et non pas uniquement à la présence d’une FPIc. A 
l’inverse, ces facteurs confondants ont pu être bien mieux pris en compte pour les analyses 
réalisées sur échantillons sériques, l’obtention d’échantillons sanguins étant nettement moins 
difficile.  

De plus, les groupes de chiens atteints de FPIc peuvent sembler de taille limitée. Dans ce 
cas, les limites du recrutement étaient notamment liées à la faible prévalence de la maladie et la 
difficulté de confirmer le diagnostic pour les animaux pour lesquels du tissu pulmonaire n’était pas 
disponible pour analyse histologique (animaux encore vivants dont le sérum et le LLBA auraient 
pu être utilisés). La taille des groupes reste toutefois comparable à celle des autres études publiées 
pour cette affection et acceptable dans le cadre d’une maladie spontanée peu fréquente.  

Par ailleurs, pour certaines études, le groupe atteint, bien que constitué majoritairement de 
WHWT, comportait également des chiens d’autres races. Or, tel qu’évoqué précédemment, il n’est 
pas encore certain qu’il s’agisse exactement de la même affection dans les différentes races. Pour 
l’étude portant sur le TGFB1, réalisée plus récemment, des échantillons provenant d’un nombre 
plus élevé de WHWT atteints étaient disponibles et le questionnement autour d’une différence 
entre les WHWT et les autres races grandissant, nous avons choisi de n’inclure que des WHWT 
dans le groupe FPIc. 

 
 

L’objectif à terme de l’étude de la FPIc est l’identification d’une thérapie efficace. Cette 
recherche nécessite de mieux connaitre les mécanismes conduisant à l’apparition de la fibrose et 
ainsi d’identifier des cibles thérapeutiques. De potentielles implications thérapeutiques peuvent être 
évoquées à partir de nos résultats. 

Le TGFB1 jouant un rôle clé dans le processus de fibrose, il constitue une cible 
thérapeutique logique dans la FPI chez l’homme. Chaque étape intervenant dans la synthèse, 
l’activation et la signalisation du TGFB1 représente un mécanisme potentiel  de régulation et 
différentes molécules « anti-TGFB1 » ont fait l’objet d’essais thérapeutiques (Fernandez et 
Eickelberg, 2012). Bien que le mode d’action de la pirfénidone, traitement ayant récemment obtenu 
une autorisation de mise sur le marché pour le traitement de la FPI au Japon et en Europe, soit 
relativement méconnu ; il a été prouvé qu’elle avait notamment des effets anti-inflammatoires et 
antifibrotiques en atténuant la production et l’action du TGFB1 (Oku et al., 2008; Hisatomi et al., 
2012). Toutefois, le TGFB1 intervenant dans de nombreux processus physiologiques, un blocage 
complet de son action pourrait être associé à de nombreux effets indésirables et la recherche se 
tourne actuellement vers des molécules permettant un blocage ciblé (Nishimura, 2009). Un 
anticorps monoclonal anti ανβ6 est ainsi évalué et pourrait empêcher localement l’activation des 
complexes latents du TGFB1, au niveau des lésions épithéliales (Fernandez et Eickelberg, 2012). 
Nos résultats suggèrent que le blocage du TGFB1 représente également une cible thérapeutique 
intéressante chez le chien. Même si l’utilisation d’anticorps anti-intégrine semble moins 
intéressante, l’inhibition de l’activation par la THBS1 est à envisager. 

Au-delà de son intérêt en tant que biomarqueur, le CCL2 a également un rôle dans la 
pathogénie de la FPI chez l’homme et des thérapies anti-CCL2 sont envisagées notamment pour 
limiter le recrutement des fibrocytes et des monocytes (Loomis-King et al., 2013). Une 
surexpression du CCL2 au niveau pulmonaire et des taux circulants élevés en CCL2 ayant été mis 
en évidence chez les chiens atteints de FPIc, un blocage du CCL2 pourrait également se révéler une 
piste intéressante. 

Bien que des antagonistes des récepteurs de l’ET1 soient utilisés dans le traitement de 
l’hypertension pulmonaire chez l’homme, des résultats contradictoires ont été obtenus dans le 
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modèle expérimental de fibrose induite par l’administration de bléomycine et chez des patients 
atteints de FPI. Dans une étude, le bosentan, antagoniste non sélectif, réduisait le développement de 
la fibrose et améliorait la tolérance à l’exercice dans le modèle bléomycine (Park et al., 1997), alors 
que dans une autre étude (Mutsaers et al., 1998b), l’administration continue d’un antagoniste, qu’il 
soit sélectif pour ETa ou non sélectif, n’a pas prévenu l’accumulation de collagène. Les différents 
essais thérapeutiques réalisés chez l’homme n’ont pas non plus mis en évidence d’effet bénéfique. 
Au vu de nos résultats et de la présence fréquente d’une hypertension artérielle pulmonaire lors de 
FPIc, le blocage de l’ET1 est une autre piste thérapeutique potentielle. Le bosentan pourrait être 
utilisé chez le chien plus spécifiquement dans le traitement de l’hypertension pulmonaire. 
Néanmoins, aucune étude ne rapporte son efficacité seule ou en comparaison du sildénafil chez des 
chiens avec une hypertension pulmonaire spontanée et son coût prohibitif est un frein à son 
utilisation. 

 
 
Une part importante de la recherche consacrée à la FPI humaine s’est basée sur des 

modèles expérimentaux murins et ce afin d’identifier des mécanismes pathogéniques et de tester 
l’efficacité de potentiels traitements. Le modèle le plus utilisé repose sur l’administration par voie 
intrapéritonéale ou intratrachéale de bléomycine, le plus souvent chez la souris (Moore et 
Hogaboam, 2008). Néanmoins de nombreux auteurs remettent en question la pertinence de ces 
modèles (Gauldie et Kolb, 2008; Moeller et al., 2008). En particulier, la quasi-totalité des 
molécules avec un effet antifibrotique démontré chez la souris se sont révélées sans efficacité chez 
l’homme. Différentes hypothèses ont été avancées pour expliquer cette discordance : possible 
résolution spontanée des lésions, développement rapide des lésions (quelques jours chez la souris 
contre plusieurs années chez l’homme), traitement le plus souvent instauré en même temps que 
l’administration de l’agent fibrotique (l’intérêt préventif plus que curatif de la molécule est alors en 
fait testé)(Chua et al., 2005; Moeller et al., 2008), hypothèses toutes reliées au fait d’utiliser un 
modèle expérimental. Même si certains modèles ont été modifiés (administrations répétées de 
bléomycine au lieu d’une administration unique (Degryse et al., 2010), suivi à plus long terme 
après une administration unique (Limjunyawong et al., 2014)) pour se rapprocher du mode de 
développement des lésions chez l’homme (probables « attaques » répétées de l’épithélium avec 
développement très progressif des lésions) ; l’intérêt se  porte également vers la recherche de 
nouveaux modèles (Roman et al., 2013). Une affection spontanée, dans une espèce à durée de vie 
plus longue, pourrait être un candidat intéressant et la FPIc a été évoquée dans ce contexte. Elle 
présente en effet de nombreuses similitudes avec la FPI humaine, notamment d’un point de vue des 
signes cliniques et de son évolution. Par ailleurs, tel qu’évoqué précédemment, l’espèce canine est 
particulièrement intéressante pour les études génétiques d’association. Différentes études récentes 
(Heikkila et al., 2011; Syrja et al., 2013) ont mis en évidence que les chiens atteints présentaient 
des images tomodensitométriques et histologiques comparables mais non identiques à celles 
rencontrées chez l’homme lors de FPI ; certains images étant en effet plus proches de celles 
retrouvées lors de pneumonie interstitielle non spécifique. Il ressort de notre étude que la FPIc 
partage également certains mécanismes moléculaires avec la FPI chez l’homme, que ce soit de 
grandes fonctions biologiques altérées identifiées par l’analyse du transcriptome ou des voies plus 
spécifiques comme celle du TGFB1. Même si les modifications rencontrées chez le chien ne sont 
pas exactement les mêmes que celles identifiées chez  l’homme, les similitudes mises en évidence 
appuient l’intérêt de la FPIc en tant que modèle. Bien entendu, la FPIc ne serait pas non plus un 
modèle parfait, la principale limite étant la faible prévalence de cette affection, gênant le 
recrutement des cas, en particulier pour tester l’efficacité de nouvelles molécules. 
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En conclusion, ce travail nous a tout d’abord permis d’améliorer nos connaissances sur  la 

pathogénie de la FPIc. Par l’analyse du transcriptome au  niveau pulmonaire chez les chiens atteints 
en comparaison de chiens contrôles, nous avons identifié une altération de différentes fonctions 
biologiques lors de FPIc, incluant la croissance et la prolifération cellulaires, le développement et le 
fonctionnement du système musculo-squelettique, le mouvement cellulaire, le développement 
cellulaire, le développement embryonnaire, la signalisation et les interactions intercellulaires et la 
présentation antigénique. Différentes catégories fonctionnelles en lien avec l’inflammation et la 
réponse immunitaire ont été mises en avant lors de cette analyse et une dysrégulation de 
l’expression de plusieurs cytokines pro-inflammatoires (CCL2, CCL7, CCL17, IL8 et CXCL14) et 
de la PLUNC a été confirmée par qRT-PCR. L’analyse du transcriptome suggère également une 
altération des voies du développement, avec en particulier une surexpression de la FAP.  

Cette étude a également permis de démontrer qu’une signalisation active en TGFB1 existait 
au sein des poumons atteints de FPIc, notamment au niveau de l’épithélium pathologique, telle que 
démontrée par la présence d’un immunomarquage positif pour la Smad 2/3 phosphorylée et pour le 
récepteur de type 1 au sein des cellules épithéliales. Même si le gène du TGFB1 ne semblait pas 
surexprimé, une quantité augmentée de la protéine TGFB1 a été observée au sein des poumons 
atteints, avec un marquage intense au niveau de l’épithélium. Les résultats suggèrent également que 
les voies de stockage et d’activation du TGFB1 sont altérées lors de FPIc avec une diminution de 
l’expression de la LTBP4 et de la sous-unité intégrine β8 et une augmentation de l’expression de la 
THBS1. Des taux élevés de TGFB1 circulant ont été retrouvés dans les races prédisposées, ce qui 
pourrait au moins partiellement expliquer leur susceptibilité à la FPIc. Au regard des propriétés 
profibrotiques du TGFB1 et des résultats de cette étude, nous pouvons suggérer que le TGFB1 est 
probablement impliqué dans la pathogénie de la FPIc et que la modulation de son stockage, de son 
activation ou de sa signalisation intracellulaire représente des cibles thérapeutiques potentielles. 

Le deuxième objectif de ce travail était d’identifier des biomarqueurs qui pourront à terme 
être intégrés dans la démarche diagnostique d’une FPIc. Les mesures sériques réalisées lors de 
l’étude du TGFB1 et de la sérotonine indiquent que ces derniers n’ont pas d’intérêt en tant que 
biomarqueurs diagnostiques dans la FPIc, à cause d’une absence de différence entre chiens atteints 
et chiens sains pour les deux molécules et d’un effet race significatif pour le TGFB1. A l’inverse, 
l’ET1 est un très bon candidat. Sa concentration sérique n’est pas influencée de manière 
significative par les facteurs race et âge, elle est significativement augmentée lors de FPIc en 
comparaison de chiens sains et de chiens atteints d’autres affections respiratoires chroniques; et 
l’ET1 semble détectable dans le LLBA uniquement chez les chiens atteints de FPIc. Ses bonnes 
performances diagnostiques (sensibilité, spécificité) retrouvées dans notre étude doivent toutefois 
encore être validées dans une autre cohorte avant d’intégrer la mesure de l’ET1 dans la démarche 
diagnostique de la FPIc. L’analyse du transcriptome a également permis d’identifier plusieurs 
biomarqueurs potentiels dans le sérum et/ou le LLBA. Parmi ces biomarqueurs, le CCL2 a été 
étudié plus spécifiquement. Bien que ses performances semblent moindres que pour l’ET1, le 
CCL2 semble également avoir un intérêt en tant que biomarqueur diagnostique. Comme l’ET1, ces 
résultats doivent être validés sur une population indépendante et il serait également intéressant de 
combiner plusieurs biomarqueurs pour améliorer la sensibilité et la spécificité globales. 
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