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DESCRIPTION DU SUJET
DE RECHERCHE ABORDE

La «réponse au choc thermique » est caractérisée par
I’activation de I’expression de protéines de choc thermique
(Hsps), sous le contrdle de facteurs de transcription appelés
les « heat shock factor » (HSFs) (Feige et al., 1996). Son
induction a été observée dans une multitude de cellules
et d’organismes exposés a des températures élevées mais
aussi a une grande variété d’autres stress. Le lien direct
observé entre les dommages cellulaires et I’expression
de Hsp70, la plus inductible des Hsps, a suscité un grand
intérét pour celle-ci en tant que biomarqueur de stress en

toxicologie ainsi qu’en médecine (Ryan et Hightower,
1996). Par ailleurs, un réle protecteur de la « réponse au
choc thermique » a été déduit d’études montrant qu’une
courte exposition, appelée pré-conditionnement, a un agent
inducteur atténue les Iésions provoquées par de nombreuses
agressions ultérieures de cellules ou d’organismes (Wirth
et al., 2003). Ces traitements activent différentes voies
potentiellement protectrices rendant difficile I’identification
des mécanismes responsables de la protection. Bien que
HSF1 et Hsp70 soient reconnus comme des éléments
essentiels de la « réponse au choc thermique », leur role dans
le phénomene de protection in vivo reste notamment a définir.
Le poumon représentant un organe cible lors d’agressions
environnementales, il nous est apparu particulierement
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intéressant d’étudier la « réponse au choc thermique » vis-
a-vis de stress pulmonaires induits.

Etant donné la diversité des inducteurs de 1’expression de
Hsp70, cette réponse est généralement considérée comme
non-spécifique vis-a-vis des stress rencontrés. Cependant, la
comparaison de plusieurs études effectuées in vitro laissait
suspecter qu’elle pourrait dépendre du type de stress subi,
au moins au niveau des cellules pulmonaires (Wong et
Wispe, 1997b). Dans la premiére partie de ce travail, nous
avons testé cette hypothése in vivo, en utilisant des souris
transgéniques, dans lesquelles le géne rapporteur de la
luciférase est sous le contrdle du promoteur Asp70.1.

Etant donné que la « réponse au choc thermique » représente
également un systéme de défense vis-a-vis de divers stress,
pour la deuxiéme partie de ce travail, nous avons examiné
son efficacité vis-a-vis d’une agression pulmonaire par le
cadmium, lui-méme un inducteur de cette réponse. Le role
de HSF1 dans cet effet potenticl a été déterminé grace a
I’utilisation de souris knock-out Hsf1".

Enfin, pour la troisiéme partic du travail, nous avons
voulu mieux comprendre les mécanismes responsables
de l’effet protecteur de la « réponse au choc thermique ».
Plusieurs études antérieures avaient montré une corrélation
entre 1’induction de la « réponse au choc thermique » et
une inhibition de I’expression de cytokines ainsi que de
I’activation de leur principal facteur régulateur, NF-[/B
(Lappas et al., 1994 ; Klosterhalfen et al., 1997 ; Wong et
al., 1997a). Récemment, une expérience sur fibroblastes
embryonnaires HsfI” a remis en doute 1’implication de
HSF1 dans cette inhibition (Malhotra et al., 2002). Dés lors,
nous avons voulu vérifier si les mécanismes protecteurs
dépendant de HSF1 impliquent 1’inhibition des voies pro-
inflammatoires dans le modéle de I’intoxication respiratoire
au cadmium.

RESULTATS

Les souris transgéniques HSP70.1Luc ont été exposées a un
choc thermique, de 1’ozone, du paraquat, du parathion ou
du cadmium dans le but de vérifier I’hypothése de la non-
spécificité de la « réponse au choc thermique ». L’expression
du transgene, facilement évaluée par la mesure de I’activité
luciférase dans les poumons, a ¢été significativement
stimulée par 1’exposition a la chaleur (48 °C, 15 minutes) et
par ’administration de cadmium (5 mg/kg, ip). Par contre,
ni I’ozone (1 ou 2 ppm pendant 5 heures), ni le paraquat (20
ou 70 mg/kg, ip), ni le parathion (1 ou 5 mg/kg, ip) n’ont
pu activer cette réponse, mesurée entre 1 et 24 heures aprés
I’exposition. Des résultats identiques ont été enregistrés
pour I’expression du géne endogene Asp70.1. Ces résultats
indiquent premi¢rement que la mesure de 1’expression du
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transgéne HSP70.1Luc constitue un outil fiable pour I’étude
de I’induction de I’expression de Hsp70 par des stimuli
extérieurs au niveau pulmonaire in vivo. Deuxiémement, ils
remettent en doute le caractére non-spécifique de la « réponse
au choc thermique » vis-a-vis des agents responsables de
stress cellulaire puisque ’induction de /sp70.1 apparait
dépendante du type de stress subi. Etant donné que la réponse
de Hsp70 est généralement proportionnelle a 1’intensité du
stress subi, nous avons voulu examiner la relation entre
I’induction différentielle de I’expression de Hsp70 et la
toxicité pulmonaire de chaque agent testé. Il est apparu
que les deux agents inducteurs de I’expression de Hsp70, a
savoir le choc thermique et le cadmium administré par voie
intrapéritonéale, ont provoqué des manifestations cliniques
générales plutot que des altérations pulmonaires. Par contre,
I’ozone, le paraquat et le parathion ont été a 1’origine de
dysfonctionnements respiratoires et/ou d’une infiltration de
cellules inflammatoires au niveau des voies respiratoires. Ces
résultats suggérent que le critére déterminant la spécificité
de I’induction de /4sp70.1 ne semble pas lié a I’intensité des
Iésions provoquées.

Si le cadmium, administré par voie systémique, provoque
peu d’effets sur le systéme respiratoire, son inhalation est
connue pour &tre a 1’origine de graves 1ésions pulmonaires
(Lauwerys, 1999). Alors que ce métal est un inducteur
puissant de I’expression de Hsp70 dans les poumons, aucune
information n’était disponible sur ’efficacité de ce systéme
de défense cellulaire vis-a-vis de la toxicité du cadmium.
Nous avons donc examiné, dans un premier temps, si un
pré-conditionnement par le choc thermique atténue les
altérations pulmonaires provoquées par une instillation
intranasale de cadmium. Les résultats démontrent qu’en
effet, les modifications de la fonction respiratoire, la cytolyse
ainsi que le recrutement de cellules inflammatoires dans les
voies respiratoires, dus a des fortes doses de cadmium (50
et 100 pg), étaient diminués chez les souris pré-traitées a la
chaleur. Ensuite, I’utilisation des souris Hsf”" nous a permis
de démontrer le role essentiel joué par HSF1 dans cette
protection puisque, chez ces animaux, le choc thermique n’a
eu aucun effet. Etant donné que I’exposition au cadmium
induit elle-méme une « réponse au choc thermique », nous
pouvions suspecter que cette induction peut également
offrir une protection vis-a-vis des altérations, au cours de
I’agression pulmonaire. La comparaison des courbes dose-
effets chez les souris de génotype sauvage et les souris Hsf1-
~exposées au cadmium, offrait I’opportunité de vérifier cette
hypothéese. En I’absence de pré-conditionnement, les souris
Hsf1 ont présenté des altérations pulmonaires plus séveres
que les souris de génotype sauvage, aprés ’instillation de
cadmium (voir figure). La protection a été associé¢e d un point
de vue cinétique a une induction de 1’expression de Hsp70
dans les poumons des souris de souche sauvage, laquelle
était absente chez les souris HsfI1”, suggérant un role pour
ces protéines. Ainsi, cette deuxieme étude démontre que « la



réponse au choc thermique », activée préalablement ou au
cours de I’agression pulmonaire par le cadmium lui-méme,
est un systéme de protection efficace vis-a-vis de la toxicité
de ce métal, et que HSF1 est un médiateur majeur de cette
protection.

Finalement, le lien entre la réduction du recrutement
pulmonaire des cellules inflammatoires dd au cadmium,
par la « réponse au choc thermique » sous le controle de
HSF1, et une inhibition de la cascade pro-inflammatoire
a été examiné. La plus grande sensibilité au cadmium des
souris HsfI”- a été associée a une expression plus élevée
chez celles-ci de GM-CSF, mais pas de TNF-«k, indiquant
un effet répressif spécifique de HSF1. L’activité de liaison
a I’ADN de NF-kB, particulierement celle de ’homodimer
p50, a également été supérieure dans les poumons des
animaux HsfI”- exposés au cadmium, démontrant pour la
premicre fois que I’inhibition de NF-kB lors de I’induction
de la « réponse au choc thermique » in vivo est dirigée, au
moins en partie, par HSF1. Nos résultats indiquent que
plusieurs mécanismes semblent contribuer au role protecteur
de la « réponse au choc thermique » vis-a-vis des 1ésions
pulmonaires induites par des toxiques, incluant les fonctions
des Hsps, dont I’expression est régulée par HSF1, et une
interaction entre ce facteur et la cascade pro-inflammatoire.

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

La revue de la littérature et les études présentées dans ce
travail permettent de mieux cerner 1’utilisation potentielle
de biomarqueur de stress et le role de bio-protecteur de
la «réponse au choc thermique » au niveau pulmonaire.
Néanmoins, 1’intégration de [’ensemble des résultats
expérimentaux rassemblés dans ce domaine fait apparaitre
un paradoxe parfois difficilement interprétable. Du principe
que cette réponse, activée dans des circonstances multiples,
joue un réle protecteur contre de nombreuses agressions,
nait I’hypothése que les tissus les plus riches en Hsps
aprés une induction sont aussi les plus résistants au stress.
En effet, les travaux consacrés au role protecteur de la
«réponse au choc thermique » dans le poumon montrent
que I’expression de Hsp70 est corrélée avec la résistance
de I’organisme au stress imposé (Wong et Wispe, 1997b).
Néanmoins, les recherches, se focalisant sur ’utilisation de
Hsp70 comme marqueur de stress, montrent que I’expression
de cette protéine est proportionnelle aux lésions observées.
Ainsi, dans I’étude de certaines pathologies respiratoires, on
remarque que les individus les plus gravement atteints sont
ceux dont les cellules produisent la plus grande quantité
de Hsp70 (Vignola et al., 1995 ; Kindas-Mugge et al.,
1996). Des questions fondamentales se dégagent de ces
observations. L’expression de Hsp70 est-elle une adaptation
ou le reflet d’un état pathologique? Hsp70 est-elle exprimée
dans les cellules qui vont mourir ou survivre ? Le moment

et le niveau d’expression de Hsp70 ont-ils une influence sur
I’effet bénéfique qu’elle peut prodiguer ?

Ces questions sur la « réponse au choc thermique » révélent
les limites de la compréhension actuelle des mécanismes
d’adaptation et du maintien de I’homéostasie cellulaire. Les
expériences effectuées dans ce travail peuvent nous aider a
émettre une hypothése. Il est possible que le rapport observé
entre I'intensité de la « réponse au choc thermique » et
le niveau de sensibilité tissulaire aboutisse a différents
résultats, selon I’intensité et la nature du stress imposé¢. Pour
reprendre I’exemple des cinq types de stress que nous avons
utilisés, I’exposition de souris a 1’ozone, au paraquat ou au
parathion, n’a pas induit une surexpression de Hsp70 dans
les cellules pulmonaires de ces animaux. Nous avons suggéré
que cette absence d’activation était liée au mécanisme de
toxicité de ces polluants. En effet, ceux-ci sont connus pour
endommager principalement les lipides membranaires, alors
que le signal activateur de la « réponse au choc thermique »
est une accumulation de protéines dénaturées (Ananthan
et al., 1986). Lorsque les souris ont été exposées au choc
thermique et/ou au cadmium, dont les premiéres molécules
cibles sont les protéines (Ritchie er al, 1994 ; Quig,
1998), leurs cellules pulmonaires ont surexprimé Hsp70.
Cette induction était alors proportionnelle a 1’intensité
des dommages causés, comme cela a été démontré par les
courbes dose-réponses au cadmium. Cependant, certaines
souris instillées avec des concentrations de cadmium proches
des doses létales (200 pg/souris) ont présenté des 1ésions
pulmonaires extrémement séveres et 1’expression de Hsp70
dans ces poumons étaient trés faible voire nulle (ces données
ne sont pas présentées dans les articles), suggérant qu’un
stress trop intense méne a un blocage transcriptionnel dans
les cellules qui n’expriment alors plus Hsp70. Par ailleurs,
lorsque la « réponse au choc thermique » a été activée, elle
a conféré une protection vis-a-vis du stress subi puisque
les altérations pulmonaires dues au cadmium étaient plus
séveéres chez les animaux incapables de synthétiser HSF1,
et donc de surexprimer Hsp70. Plusieurs mécanismes
paraissent contribuer a cet effet protecteur, incluant la
fonction de chaperon moléculaire des Hsps et une inhibition
de la cascade pro-inflammatoire, toutes deux contr6lés au
moins en partie par HSF1. Néanmoins, selon ’intensité du
stress, une méme population cellulaire exprimant Hsp70,
a pu survivre ou mourir puisque la protection mesurée a
faibles doses de cadmium n’a plus été observée a fortes
doses. Nous avons montré que lorsque le stress est sévére,
les 1ésions qui en résultent sont trop intenses et rapides pour
que la « réponse au choc thermique » procure une protection
efficace. Une induction préalable est alors nécessaire pour
prévenir ce stress. Il semblerait donc que la protection
conférée par Hsp70, lorsqu’elle est induite, soit elle aussi
dépendante du degré de stress subi.

Quatre statuts cellulaires pourraient ainsi &tre définis, en
fonction de la nature et du degré de stress subi: (1) dans
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les cellules exposées a un stress dont les cibles moléculaires
primaires ne sont pas les protéines, la « réponse au choc
thermique » n’est pas activée malgré les dommages
significatifs observés. Pour ces cellules, Hsp70 ne peut
étre utilisée en tant que biomarqueur ; (2) dans les cellules
exposées a un stress modéré mais ayant pour cible les
protéines, la « réponse au choc thermique » est activée
et les protége envers ce stress et un stress ultérieur. Pour
celles-ci, Hsp70 représente un biomarqueur fiable et les
composants de cette réponse sont impliqués dans plusieurs
mécanismes efficaces de protection ; (3) dans les cellules
exposées a un stress sévere et protéotoxique, la « réponse
au choc thermique » est activée mais insuffisamment ou
trop tardivement pour les protéger envers ce stress. Hsp70
représente toujours un bon biomarqueur mais cette réponse
n’est plus un mécanisme de défense efficace ; (4) dans les
cellules exposées a un stress rapidement létal, la « réponse
au choc thermique » n’est forcément pas activée.

La «réponse au choc thermique » peut donc étre utilisée
comme un biomarqueur valable mais « stimulus-dépendent »
et représenter un moyen de protection utile. Son efficacité
dans le domaine de la toxicologie ou de la médecine
dépendra probablement de la sensibilit¢ de la population
cellulaire visée, ainsi que de la nature et de I’intensité du
stress en cause. Il est donc important de standardiser toute
situation impliquant cette réponse pour une exploitation
optimale des données. Les recherches ultérieures viseront,
entre autre, a mieux définir les signaux régissant son
induction. L’évaluation cinétique de [P’altération des
différentes molécules touchées par un grand nombre de
composés chimiques capables d’induire I’expression de
Hsps permettrait de confirmer notre hypothése selon laquelle
le pouvoir inducteur d’un toxique est li¢ a son effet direct sur
les protéines cellulaires, alors que si cet effet est secondaire
a I’altération d’autres molécules, il n’y a pas d’induction.
Le modéle transgénique HSP70.1Luc utilisé dans ce travail,
pourrait étre particuliérement intéressant dans cette optique.
La meilleure compréhension de la sélectivité de la « réponse
auchoc thermique », non seulement préciserait les conditions
de son utilisation adéquate en tant que biomarqueur, mais
permettrait également le développement de molécules
inductrices a finalité thérapeutique. La manipulation sélective

de ce mécanisme de défense cellulaire endogéne représente
une approche innovatrice pour le contrdle et la prévention de
maladies multifactorielles qui causent des 1ésions tissulaires.
Au vu de nos résultats, HSF1 représente une cible idéale
pour le traitement au sens large d’une grande variété de
pathologies. Des médicaments capables d’activer ce facteur
sans étre toxiques, pourraient étre bénéfiques en condition
clinique puisque son activation entraine une réduction des
dommages, liée non seulement a I’expression des Hsps
qu’il contréle mais aussi a son effet anti-inflammatoire.
La contribution de ce dernier effet dans le phénomeéne de
protection mériterait néanmoins d’étre confirmée. Bien que
nous ayons démontré que I’inhibition de la cascade pro-
inflammatoire est associée a une diminution des altérations
pulmonaires dues au cadmium, le lien causal entre ces
deux observations reste a identifier dans ce modéle, mais
aussi dans d’autres modeles pathologiques. Une expérience
intéressante serait d’injecter HSF1, ou d’utiliser des animaux
transgéniques le surexprimant de maniére constitutive, pour
examiner toutes les conséquences d’une telle situation sur
la réponse inflammatoire. L’administration d’anticorps
contre les cytokines ou d’inhibiteurs de NF-AB a des souris
knock-out pour Hsf1, qui lorsqu’elles sont soumises a une
stimulation inflammatoire expriment plus de cytokines
que les souris de génotype sauvage, permettrait de vérifier
I’effet réel de leur inhibition. De plus, les mécanismes
moléculaires responsables de I’inhibition de la cascade
pro-inflammatoire par HSF1 restent a définir. Par exemple,
I’effet de HSF1 sur la dégradation de I-AB ainsi que sur ses
kinases et phosphatases n’est pas connu. Néanmoins, de
belles perspectives thérapeutiques se dégagent dés a présent
des études sur la « réponse au choc thermique », laissant
entrevoir 1’utilisation combinatoire de traitements qui la
stimulent et d’autres plus conventionnels.
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