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Les collagénes représentent environ 30 p. 100 des protéines de I’ organisme
humain. Ce sont des molécules structurales de la matrice extracellulaire qui com-
portent un ou plusieurs domaine(s) ayant une structure en triple hélice, ¢’ est-a-dire
formé(s) de trois chaines polypeptidiques enroul ées les unes autour des autres [1].
Pour que ceci soit possible, un amino-acide sur trois doit étre une glycine dans
chacune des trois chaines polypeptidiques (structure primaire de type Gly-X-Y) et
chaqgue polypeptide doit avoir une structure hélicoidale, de fagon a ce que les gly-
cines (qui sont les plus petits des amino-acides) soient toutes situées au centre de
latriple hélice (fig. 1A). Dans un tiers des cas environ, X est une proline et Y une
hydroxyproline, la présence d’ hydroxyproline étant essentielle pour stabiliser la
triple hélice et &ant tout & fait caractéristique des molécules de collagéne. A ce
jour, 27 collagenes différents ont été décrits, numérotés de | a XXVII. Ces colla-
genes ont pu étre groupés en plusieurs familles, en fonction avant tout de leur
structure et/ou de leur fonction. Le collagéne de type | appartient ala famille des
collagénes fibrillaires, qui comprend aussi les collagénes de type I, 111, V et XI.
Cette famille est caractérisée par le fait que chaque molécule forme une longue
triple hélice ininterrompue et que, dans I'espace extracellulaire, les molécules
homologues s organisent en fibrilles, qui sont formées de molécules paraléles les
unes aux autres et réguliérement espacées (fig. 1B). Une des propriétés essentielles
de ces fibrilles est leur résistance extrémement importante a la tension.

Chague molécule de collagéne de type | est constituée de deux chalnes al et
d'une chaine a2. Il y a donc deux genes codant pour le collagéne de type | :
COL1A1 (ou COL1al chez la souris), qui code pour la chaine al, et COL1A2 (ou
COL1a2 chez la souris), qui code pour la chaine a2. Ces deux genes sont situés
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Fic. 1. — Représentation schématique (A) de latriple hélice de collagene ; (B) desfibrilles
de collagene | et (C) des genes codant pour les chaines al et a2 du collagene de type
I. En (A), lesrésidus glycyl qui sont situés au centre de la triple hélice sont schématisés
en gris. En (B), chaque barre représente une molécule de collagene 1.

sur deux chromosomes différents, maisils ont une structure trés semblable, qui est
également trés proche de la structure des autres genes codant pour des collagenes
fibrillaires (fig. 1C) [2]. Unefois synthétisée, chaque chaine polypeptidique vasubir
des hydroxylations et des glycosylations, aors que les C-propeptides de deux
chaines a1 et d’'une chalne a2 s associent et que la triple hélice se forme comme
on fermerait une fermeture Eclair [3]. Lesmolécules de collagéne | s associent alors
a une molécule chaperone spécifique, Hsp47, au sein du réticulum endoplasmique,
ce qui stabilise les triples hélices. Les molécules de collagene | sont ensuite trans-
portées dans des vésicules de Golgi et secrétées dans I’ espace extracellulaire sous
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forme de procollagéne. Les propeptides N et C terminaux sont rapidement clivés
par des protéases spécifiques et les mol écules de collagene mature s' assembl ent pour
former des fibrilles. A ces fibrilles de collagéne | vont s associer des fibrilles de
collagéne V, qui participent alarégulation de lataille des fibrilles de collagéne de
typel, ains que des molécules de collagenes X11 et X1V. Lesfibrilles de collagéne
de type | peuvent ellessmémes s assembler pour former des fibres composées de
fibrilles paralléles les unes aux autres, comme dans les tendons, ou former des
réseaux complexes de fibrilles enchevétrées, comme dans la peau.

Si, au cours de la vie embryonnaire, le collagéne de type | est synthétisé arela-
tivement fort niveau, cette synthése se ralentit beaucoup aprésla naissance et, chez
I’adulte, il semble que le renouvellement des fibrilles de collagene | soit extréme-
ment lent. Il suffit donc probablement d’ un discret exces de synthése du collagene
de type | pour induire I’ apparition progressive d une maladie fibrosante, ce qui
implique que larégulation de la synthése du collagéne de type I, qui est avant tout
une régulation transcriptionnelle, doit étre extrémement précise.

REGULAT}ON DE L’EXPRESSION TISSU-SPEQIFIQUE
DES GENES CODANT POUR LE COLLAGENE I

Lecollagéne detype, bien qu'il soit présent dans la quasi-totalité des organes,
N’ est synthétisé que par un nombre limité de cellules, avant tout les fibroblastes,
les ostéoblastes et les odontoblastes. L’ analyse de |’ expression tissu-spécifique des
genes correspondants, si elle n'a pas encore permis d'identifier les mécanismes
moléculaires responsables de la différenciation des cellules mésenchymateuses en
fibroblastes, a cependant permis de bien mettre en avant I’ hétérogénéité structurale
des fibroblastes. Nous envisagerons d'abord la régulation de I'expression des
genes codant pour le collagéne de type| dans les ostéoblastes puis la régulation
de I’ expression de ces genes dans les fibroblastes.

Régulation de I’ expression des genes codant pour le collagéne
de type | dans les ostéoblastes

Tres peu de choses sont connues quant a la régulation de I’ expression du géne
codant pour la chaine a2 du collagéne de type | dans les ostéoblastes. Nous nous
concentrerons donc sur la chaine al.

L’ analyse de souris transgéniques exprimant un géne rapporteur sous le controle
de différents segments du promoteur proximal du gene (humain, de souris ou derat)
codant pour lachaine a1 du collagene | amontré que 2,3 kb de ce promoteur proxi-
mal sont suffisants pour induire une expression a haut niveau du géne rapporteur
spécifiqguement dans les cellules ostéoblastiques [4-6]. Récemment, ces résultats ont
d'ailleurs été reproduits en croisant des souris ROSA 26 reporter (R26R) avec des
souris exprimant le géne Cre sous le contréle des 2,3 kb du promoteur proximal de
COL1al[7]. Deux élémentscis-régulateurs qui jouent un réle clef danslarégulation
de I’expression de COL1al dans les ostéoblastes ont été identifiés au sein de cette
séquence de 2,3 kb. Le premier est un segment de 117 pb, situé environ 1,6 kb en
amont du site d'initiation de la transcription [8]. |1 lie un facteur de transcription en
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doigts de zinc appel é osterix, qui joue un réle clef dansladifférenciation des cellules
mésenchymateuses en ostéoblastes [9], ains qu'un autre facteur de transcription
spécifique des ostéoblastes qui n’a pas encore été identifié [8]. Le second élément
cis est un segment court situé aenviron — 1,3 kb et qui lie le facteur de transcription
Runx2/Cbfal [10]. || est probable que ces deux ééments coopérent entre eux pour
induire I’ expression du gene codant pour de la chaine a1 du collagéne | spécifique-
ment dans les ostéoblastes. Cependant, en transgenése, la multimérisation de I'un
des deux éléments compense I’ absence de I’ autre et permet I’ expression du gene
rapporteur lacZ ou luciférase spécifiquement dans les ostéoblastes.

Régulation de I’ expression des genes codant pour le collagéene
detype | danslesfibroblastes

L' analyse des éléments cis-activateurs régulant |’ expression des génes codant
pour le collagéne de type | dans les fibroblastes a permis d'illustrer de fagon trés
démonstrative I’ hétérogénéité de cette population cellulaire.

Si I’on considére COL1al, I'analyse de souris transgéniques a montré que le
segment de promoteur compris entre — 2,3 kb et — 3,2 kb contient deux éléments
cis-activateurs, situés a environ 500 pb |’un de |’ autre, qui coopérent pour induire
I’ expression du gene rapporteur lacZ spécifiquement dans les fibroblastes tendi-
neux au cours du développement embryonnaire [11]. L’ identification des facteurs
trans qui se lient a chacun de ces deux éléments cis et qui sont présents sélective-
ment dans |es fibroblastes tendineux est en cours.

Si I'on considéere maintenant le géne codant pour la chaine a2 du collagene |,
I’ étude du promoteur de COL1a2 al’ aide d’ expériences de transgenese a permis de
renforcer de fagon treés importante la notion d’ hétérogénéité moléculaire des fibro-
blastes. Au sein de ce promoteur, un élément situé entre— 13,5 et — 19,5 kb et appelé
far-upstream enhancer contient trois siteshypersensiblesalaDNase | (appelésHS3,
HS4 et HS5) [12]. Lorsque ce segment de 6 kb est cloné en amont des 350 pb du
promoteur proximal de COL1a2, il induit, au cours du développement embryon-
naire, une expression a haut niveau des génes rapporteurs lacZ et luciférase dans la
quasi-totalité des cellules fibroblastiques de souris transgéniques (a I’ exception des
fibroblastes tendineux différenciés), mais pas dans|es ostéoblastes des oslongs[12].
Par contre, la délétion d’un segment de 400 pb situé en amont de HS4 inhibe plus
ou moins totalement I’ expression du géne rapporteur lacZ dans les cellules fibro-
blastiques présentes au sein des aponévroses, des muscles striés et de la plupart des
organes [13]. De méme, la délétion de HS3 inhibe I’ expression de lacZ dans les
cellules fibroblastiques, a |’ exception des fibroblastes situés au niveau des tendons,
des aponévroses et des muscles des membres [13]. En particulier, les cellules fibro-
blastiques situées au sein des organes ne sont pas colorées par X-gal. Enfin, ladé é-
tion de H4 inhibe I’ expression de lacZ dans toutes les cellules fibroblastiques, a
I’ exception des fibroblastes des tendons et des aponévroses de la queue [13].

Mode d’action des éléments tissu-spécifiques

L’analyse des sites hypersensibles a la DNase | au sein des promoteurs de
COL1A1, de COL1al et de COL1a2 et des expériences d’ empreinte in vivo ont
clairement mis en évidence des différences importantes dans la structure chroma-
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tinienne des genes codant pour le collagene de type | entre les cellules qui synthé-
tisent ou non du collagene de type |. Ainsi, des expériences d’ empreinte in vivo
ont montré qu’ un facteur de transcription ubiquitaire comme CBF/NF-Y ne peut
se fixer au promoteur proximal de COL1al ou COL1a2 que dans des cellules ou
les genes codant pour le collagéne de type | sont activement transcrits [14]. De
méme, les sites hypersensibles ala DNase | situés au sein du far-upstream enhan-
cer de COL1a2 (cf. supra) ne sont présents que dans les cellules ou les tissus qui
synthétisent du collagene detype | [12]. De plus, lacomparai son des résultats obte-
nus lors d’ expériences de transfection transitoire, de transfection stable et de trans-
genése ont montré que la modulation de la structure de la chromatine joue un réle
clef danslarégulation de I’ expression des genes codant pour le collagéne de type |
puisque seules les expériences de transfection stable reproduisent les résultats
obtenus en transgenése (Rossert et coll., observations non publiées). Il est donc
probable que la modification de la structure chromatinienne joue un role essentiel
dans larégulation de I’ expression des génes codant pour le collagéne de typel.

EXPRESSION BASALE DES GENES CODANT
POUR LE COLLAGENE DE TYPE I

Une des caractéristiques des genes codant pour le collagéne de type |, et en
particulier du géne codant pour la chaine al, est la trés forte activité de leurs pro-
moteurs proximaux, dans des expériences de transfection transitoire. Ces promo-
teurs contiennent plusieurs sites de fixation pour des facteurs de transcription de
lafamille Spl et des expériences de transfection effectuées avec des oligonucl éo-
tides antisens ou leurre ont montré que, effectivement, Spl joue un réle important
alafois dans I’ expression de constructions contenant le promoteur proximal de
COL1al ou COL1a2 cloné en amont d’'un gene rapporteur et dans I’ expression
«basale » de COL1a2 [15]. Ainsi, par exemple, la transfection de fibroblastes
NIH/3T3 avec un vecteur d expression antisens correspondant a Spl inhibe
I"expression de COL1a2 de plus de 70 p. 100. Les résultats d’ études génétiques
récentes suggerent qu’ un site Spl situé au sein du premier intron de COL1A1 inter-
vient également dans la régulation du niveau d’ expression de ce géne par les osté-
oblastes [16]. En effet, il existe un polymorphisme fréquent dans le premier intron
de COL1A1 (polymorphisme G/T en position + 1 242), au sein d’un site de liaison
pour Spl, et les femmes hétérozygotes G/T ou homozygotes T/T ont, d’ une part
une densité osseuse plus faible et d’ autre part, un risque accru de développer une
ostéoporose sévere quand on les compare a des femmes homozygotes G/G.

Le contraste entre |’ activité transcriptionnelle forte des promoteurs proximaux
des génes codant pour le collagéne | et la faible synthése de collagéne | al’ état de
base chez |’ adulte suggére que des mécanismes inhibiteurs trés puissants régulent
I’ expression de ces genes, empéchant ainsi qu'il n'y ait en permanence une produc-
tion importante de collagéne de type |. Récemment, al’ aide d’ expériences de trans-
genese et de transfection, nous avons identifié un élément cis-répresseur de 123 pb,
localisé environ 14 kb en amont du site d'initiation de la transcription de COL1al
[17]. Cet élément, que nous avons appelé COIN-1 (pour COllagen INhibitor-1),
consiste en un motif de 41 pb répété trois fois, chacun des motifs contenant une
sequence CACCTG, connue sous le nom de boite E2. L’ effet répresseur de COIN-1
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est db alaliaison d'un facteur de transcription, nommé 0EF1, qui est exprimé dans
toutes les structures dérivées du mésoderme et qui est particulier par le fait qu'il
possede deux sites de liaison a I’ADN. Le réle de dEF1 dans la régulation de
I’ expression des genes codant pour le collagéne | est illustré par le fait que la sur-
expression de OEF1 dans des cellules ostéoblastiques induit une diminution tres
marquée de I’ expression de COL1al [17]. Ce facteur de transcription pourrait donc
jouer un réle important dans la régulation de I’ expression basale des genes codant
pour le collagéne .

REGULATION DU NIVEAU DE SYNTHESE
DU COLLAGENE DE TYPE I

Dans ce chapitre, nous nous focaliserons sur la régulation de la synthése de col-
lagéne de type | par les fibroblastes.

Transforming growth factor B8 (TGF-B)

Le TGF-B est sans aucun doute le plus connu des facteurs profibrosants. Chez
les mammiféres, la famille du TGF-3 comprend trois membres, le TGF-31, le
TGF-2 et le TGF-33, qui ont des patrons d’ expression différents et des roles dif-
férentsin vivo, mais des actions biologiques similairesin vitro. Ces protéines sont
sécrétées par de nombreuses cellules, y compris les macrophages, |eslymphocytes,
les fibroblastes, les cellules endothéliales, et certaines cellules rénales comme les
cellules mésangiales, les cellules tubulaires proximales et les cellules du canal col-
lecteur. Parmi les stimuli qui augmentent la synthése de TGF-(3 figurent le PDGF,
I’angiotensine I1, les produits de peroxydation lipidique et I" hypoxie et il est pro-
bable que tout ou partie de leurs effets profibrosants soient dus a une production
accrue de TGF-(3.

Le TGF-3 est sécrété sous forme de pro-TGF-3, inactif. Apreés clivage du pro-
peptide (encore appelé LAP, pour TGF-3 Latency Associated Peptide), celui-ci
s associe de maniére non covalente avec le TGF-3 mature, le rendant inactif. Un
autre peptide, appelé LTBP (pour Latent TGF-3 Binding Protein), s associe alors
au complexe précédent, I’ ensemble formant le TGF-[3 latent [18]. LTBP permet la
liaison du TGF-P latent aux protéines de la matrice extracellulaire, ce qui fait que
le TGF-B latent peut étre considéré comme une forme de stockage locae du TGF-(.
Les mécanismes permettant la dissociation du TGF-B actif de LTBP et LAP,
bien qu’ essentiels, sont encore assez mal connus. La thrombospondine 1 (TSP-1),
la plasmine, les MMP-2 et 9 et I'intégrine B, sont capables d’ activer le TGF-3
in vitro, mais TSP-1 est le seul activateur dont le réle ait été clairement montré
in vivo, gréce a I’analyse de souris invalidées [19]. Il s'agit d'une glycoprotéine
matricellulaire trimérique qui est présente en grande quantité dans les plaquettes
mais qui est aussi produite par d’ autres cellules comme les macrophages, les fibro-
blastes, les cellules mésangiales et certaines cellules tubulaires [20]. La TSP-1
activele TGF-[3 latent en se liant au LAP, ce qui modifie sa conformation et induit
lalibération du TGF-3 actif [21]. Par ailleurs, laTSP-1 a des propriétés anti-angio-
géniques, probablement médiées par des interactions avec le FGF basique, le
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VEGF ou avec des molécules de surface comme CD36 ou certaines intégrines
[20]. Il est & noter que I'angiotensine |1 induit la production de TSP-1 alors qu'a
I"inverse I’ oxyde nitrique I"inhibe.

Le TGF-3 est susceptible d’augmenter la production de la plupart des compo-
sants de la matrice extracellulaire, et notamment de collagéne de typel, par les
fibroblastes. Il agit avant tout en augmentant la transcription des génes correspon-
dants, mais également en augmentant |a stabilité des ARN messagers. Par ailleurs,
le TGF-3 est chimiotactique pour les fibroblastes, il stimule leur prolifération, il
inhibe la synthése de collagénases et augmente la synthése des inhibiteurs des
métall oprotéases que sont les TIMPs (pour Tissue Inhibitors of MétalloProtéases)
et le PAI-1 (pour Plasminogen Activator Inhibitor 1). Ses effets sur la production
de matrice extracellulaire par les cellules fibroblastiques ont pu étre confirmésin
vivo dans plusieurs modéles. Ainsi, par exemple, I'injection sous-cutanée de TGF-3
a des souriceaux nouveau-nés augmente la synthese de collagéne de type | par les
fibroblastes cutanés et induit la formation d'un tissu fibreux [22]. Ainsi encore,
des souris transgéniques surexprimant le TGF-31 actif sous le contr6le du promo-
teur de I’ albumine dével oppent une fibrose hépatique et, pour celles qui expriment
le transgene au plus fort niveau, une fibrose interstitielle rénale et des |ésions de
glomérulosclérose [23]. A Iinverse, on peut, en inhibant les effets du TGF-B, inhi-
ber I’ accumulation de matrice extracellulaire dans différents modéles de maladies
fibrosantes.

Les mécanismes intracellulaires qui sont responsables des effets du TGF-[3 sont
beaucoup mieux compris depuis I identification des protéines Smad, qui relaient
tout ou partie des effetsintracellulaires du TGF-(3 (fig. 2) [24]. De plus, un élément
de réponse au TGF-3 (appelé CyRC ou ThRE) a été clairement identifié au sein
du promoteur proximal de COL1A2 et étudié en détail [3]. Aprés clivage du LAP
et du LTBP, le TGF-[3 actif se fixe sur le récepteur de type |1, qui est un récepteur
consgtitutivement actif de type sérine-thréonine kinase. Le récepteur de type Il cou-
plé au TGF-B s hétérodimérise alors avec un autre récepteur de type sérine-thréo-
nine kinase, le récepteur de type I, et I'active en phosphorylant son domaine
juxtamembranaire. Le récepteur de type | actif se lie alors aux R-Smads que sont
Smad2 et Smad3. Aprées phosphorylation, Smad2/3 s associe avec une protéine
appartenant au groupe des Co-Smads, Smad4, pour former un complexe qui est
ensuite importé dans le noyau, ce qui permet la liaison de Smad 2/3 a I’ élément
de réponse au TGF-3 de COL1A2. Latransactivation de COL1A2 par les protéines
Smad nécessite leur interaction avec le facteur de transcription en doigt de zinc
Spl, qui se lie également a I’élément de réponse au TGF-f3, et avec les co-
activateurs CBP/p300. Le role d’ AP1 a également été évoqué, mais il reste tres
controversé. CBP/p300 nelient pas directement I’ ADN mais selient ade multiples
facteurs de transcription et activent la transcription a la fois en interagissant avec
des composants de la machinerie transcriptionnelle de base et en induisant la phos-
phorylation d’ histones, ce qui favorise I’ ouverture de la chromatine [25].

Au cours de ces derniéres années, une protéine extracellulaire appelée CTGF/
CCN2 (pour Connective Tissue Growth Factor et pour Connective tissue growth
factor, Cysteine-rich 61, Nephroblastmoa overexpressed 2) aété |’ objet d’ unintérét
croissant, car elle semble relayer une partie des effets profibrosants du TGF-(3. 1l
s agit d'une protéine de 38 kDa, riche en cystéine, dont la production est augmen-
tée par le TGF-[3, alors qu' elle est inhibée par le TNF-a ou |’ oxyde nitrique [26].
Invitro, le CTGF a un effet prolifératif et chimiotactique sur les fibroblastes et il
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Fic. 2. — Représentation schématique (A) des mécanismes d’ activation du TGF-f3 ; et (B)
des mécanismes d’ activation de la transcription de COL1A2 sous I’ influence du TGF-p.
Voir texte pour détails.

stimule la synthése des principaux composants de la matrice extracellulaire, dont
le collagene de type | [27]. In vivo, la présence d’ une quantité accrue d ARN mes-
sager codant pour le CTGF a été mise en évidence dans divers modéles expéri-
mentaux caractérisés par une accumulation de matrice extracellulaire et chez



GENES DU COLLAGENE DE TYPE | 55

I"homme au cours de I’ évolution de maladies fibrosantes notamment rénales [28].
Le mode d action du CTGF reste mystérieux puisque le récepteur du CTGF n'a
jusqu’aors pas été identifié, méme s I’on sait qu’une partie de ses effets sont
médiés par saliaison al’intégrine 3,, et que les voies de signalisation du CTGF sont
encoretrésmal connues. Larégulation delasynthése du CTGF par le TGF-3 semble
étre transcriptionnelle et un élément de réponse au TGF-3 appelé TGF-BRE, a été
identifié au sein du promoteur de CTGF [29]. Cette séquence est capable de lier
spécifiquement les complexes Smad3-Smad4 et |’ étude de la régulation de CTGF
dans un modéle de sclérodermie montre que la voie des Smads est effectivement
nécessaire a l’induction du CTGF par le TGF-3 [29]. Il faut cependant remarquer
gue I’ expression constitutive de CTGF observée chez les patients atteints de sclé-
rodermie est indépendante de la voie des Smads, méme si elle dépend de facteurs
capables de se lier au TGF-BRE [30].

Interféron y (IFN-y)

L’ IFN-y est une cytokine produite a la fois par les lymphocytes T auxiliaires
de type Thl et par les cellules NK. Elle joue un role essentiel dans les réponses
immunes innées ou acquises et elle inhibe également la production de matrice
extracellulaire. En effet, in vitro, I'lFN-y diminue a la fois la prolifération des
fibroblastes et la synthése de collagéne de type | par ces cellules €, in vivo, il
diminue la synthése des composants de la matrice extracellulaire, et notamment
du collagéne de type |, dans plusieurs modéles [3]. Ainsi, par exemple, I'lFN-y
diminue la fibrose cutanée induite par une blessure ou par I'insertion d’un corps
étranger et il protége de la fibrose hépatique induite par un toxique ou par Schis-
tosoma mansoni ou de la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine. Il faut
cependant noter que I’ effet protecteur de I'IFN-y pourrait étre en partie indirect,
lié a une diminution de la production de TGF-( et, pour la fibrose hépatique, a
une inhibition de la transdifférenciation des cellules étoilées en myofibroblastes.

L’ effet de I'IlFN-y sur la production de collagéne | est di & une diminution de
la stabilité des ARN messagers correspondants, mais également et surtout a une
inhibition de la transcription des genes codant pour le collagene de typel [31].
Les mécanismes médiant cette inhibition de la transcription ont été récemment
élucidés (fig. 3). La plupart des effets transcriptionnels activateurs de I’ [FN-y sont
médiés par la voie Jak1/Statl ; la phosphorylation de Stat1 sur un résidu tyrosine
induisant la formation d’homodimeéres qui sont transloqués dans le noyau et acti-
vent latranscription en se fixant a des éléments de réponse al’ IFN-y appelés GAS
(pour y-activated sites) et en liant les protéines coactivatrices que sont CBP/p300.
Parmi les genes régulés par I'[FN-y figure celui codant pour CIITA (pour major
histocompatibility Class Il Trans-Activator). CIITA est un coactivateur qui inter-
agit avec les facteurs de transcription RFX, CREB et CBF/NF-Y et avec CBP/
p300 et joue un role clef dans I’ activation des genes codant pour le complexe
majeur d’histocompatibilité de classe Il [32]. Il semble que les effets inhibiteurs
de I'lFN-y sur la transcription d’'un certain nombre de génes, dont ceux codant
pour le collagéne |, passent par une déplétion relative en CBP/p300 [33]. Dans ce
modele, la liaison de CBP/p300 a Statly et/ou a CIITA diminue la quantité de
protéines disponibles pour activer d autres genes dépendant de CBP/p300, et
notamment les genes codant pour le collagéne de type |I. Cette titration de CBP/
p300, qui constitue un mécanisme original de répression, rendrait compte aussi
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Fic. 3. — Représentation schématique des mécanismes par lesquels I’ [FN-y inhibe la trans-
cription des genes codant pour le collagéne |. Voir texte pour détails.

bien de I'inhibition de la transcription « constitutive » des génes codant pour le
collagéne de type | que de I'inhibition des effets du TGF-B. Par ailleurs, I'|FN-y,
par I'intermédiaire delavoie Jak1/Stat1, augmente |’ expression de laprotéineinhi-
bitrice Smad7 qui se lie au récepteur de type | du TGF-3 et inhibe la phosphoryla-
tion de Smad3 (figure 3) [34].

Tumor necrosis factor o (TNF-o)

Le TNF-a est une cytokine pro-inflammatoire sécrétée avant tout par les macro-
phages activés. || stimulelaprolifération des fibroblastes maisinhibe la production
de collagenedetypel, comme celaaété montréin vitro et in vivo dans des modeles
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de fibrose cutanée ou hépatique [3]. De plus, il augmente la production de colla-
génases intertitielles (MMP-1 et MMP-13), et donc la dégradation des mol écules
de collagéne de type I.

Des expériencesin vitro ont montré que le TNF-a inhibait I’ expression « consti-
tutive » des génes codant pour le collagene detype | et qu'il s opposait également
aux effets activateurs du TGF-3 sur la transcription de ces génes (fig. 4) [3]. Par
ailleurs, I’analyse du promoteur proximal de COL1A2 a montré que le TNF-a et
le TGF-B agissaient sur une méme séquence cis appelée CyRC (pour CYtokine
Responsive Complex), située entre — 330 et — 235 pb [35]. Récemment, |’ étude de

TGF-B
<:> TNF-a

— T |
>

/ \ Smad7

Inactivation

e de Smad3
Dépletion
en CBP/p300
\ CyRC COL1A2 /

Fic. 4. — Représentation schématique des mécanismes par lesquels le TNF-a inhibe la
transcription des genes codant pour le collagéne . Voir texte pour détails.
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CyRC a montré que le TNF-a induisait la liaison de facteurs de transcription
appartenant a la famille C/EBP (pour CCAAT/Enhancer-Binding Proteins) et du
facteur de transcription NF-KB et que ceux-ci étaient responsables de I’inhibition
de la transcription de COL1A2 [36, 37]. La liaison de ces protéines inhiberait la
transcription en empéchant laliaison de Spl, et peut-étre d’ autres facteurs de trans-
cription, & CyRC. Une partie des effets inhibiteurs du TNF-a sur la transcription
de COL1A1 semble également médiée par C/EBP, mais des expériencesfaites avec
des souris transgéniques ont montré que différents éléments cis sont responsables
des effets inhibiteurs du TNF-a en fonction des tissus [38-40]. Les effets opposés
du TNF-a et du TGF-3 sur la transcription des génes codant pour le collagéne |
sont également liés ades interactions entre des protéines du complexe AP-1 comme
c-jun, phosphorylées par JINK (pour c-jun N-terminal associated kinase) sous
I'action du TNF-a, et Smad3 [41]. Il en résulte la formation de complexes pro-
téiques Jun-Smad3 qui empéchent laliaison de Smad3 al’ ADN et qui lient CBP/
p300, entrainent une déplétion relative en protéines CBP/p300. De plus, NF-kB
peut également induire la synthése de Smad7 et S opposer ains aux effets du TGF-3
[42] Enfin, en plus de ses effets directs sur la transcription, le TNF-a augmente
la production de prostaglandine E2 (PGE2) par les fibroblastes, ce qui pourrait
participer également al’inhibition de la production des composants de la matrice
extracellulaire.

Interleukine 1 (IL-1)

L'IL-1 est une cytokine pro-inflammatoire qui, comme le TNF-a, est sécrétée
principalement par |es macrophages activés, mais aussi par certaines cellules épithé-
lides. In vitro, comme le TNF-a, I'lL-1 stimule la prolifération des fibroblastes,
inhibe la production de matrice extracellulaire et augmente la production de col-
lagénases interstitielles (MMP-1 et MMP-13). |l est probable que I’ action inhibi-
trice de I'lL-1 sur la production de collagéne de type | est due avant tout a une
stimulation de la production de PGE2. En effet, alors que in vitro I'lL-1 diminue
constamment la production de collagéne | par lesfibroblastes, |” addition d’ un inhi-
biteur de la cyclo-oxygénase au milieu de culture abolit partiellement ou totale-
ment cet effet inhibiteur [43]. Dans certains cas, on observe méme une
augmentation de la production de collagene de type |. Les mécanismes rendant
compte de I'effet direct de I'lL-1 sur la transcription des génes codant pour le
collagéne de type | restent trés mal compris, mais on peut cependant noter que,
comme pour le TNF-a, une partie des effetstranscriptionnelsde |’ I L-1 sont médiés
par NF-kB et par C/EBP (3 et .

Prostaglandine E2 (PGE?2)

La PGE2 est synthétisée par de nombreuses cellules et notamment par les cel-
lules endothéliales, les macrophages et les fibroblastes ; sa production par lesfibro-
blastes étant augmentée par I'IL-1 et par le TNF-a. La PGE2 diminue la synthése
de collagéne de type | par les fibroblastes en inhibant la transcription des genes
correspondants. De plus, la PGE2 inhibe la prolifération des fibroblastes et aug-
mente la production de métalloprotéases. La plupart des effets de la PGE2 sont dus
a une augmentation des taux d’ AMPc intracellulaire, et c'est le cas par exemple
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del’inhibition de laprolifération desfibroblastes. Néanmoins, les effets de la PGE2
sur la transcription des génes codant pour le collagene | semblent dépendants de
la protéine kinase C [44].

Autres facteurs modulant la synthése de collagene |
par les fibroblastes

L'interleukine 4 (IL-4) est une cytokine sécrétée par les lymphocytes T
auxiliaires de type Th2. In vitro, I'lL-4 augmente la production de collagene de
type | par les fibroblastes et cet effet est di a la fois a une augmentation de la
transcription des genes correspondants et a une augmentation de la stabilité des
ARN messagers [3].

L’interleukine 10 (IL-10) est une cytokine sécrétée avant tout par les mono-
cytessmacrophages et par les lymphocytes T auxiliaires de type Th2. In vitro, elle
inhibe la production de collagene de type | par les fibroblastes cutanés en inhibant
la transcription [3].

L’oncostatine M, qui est produite avant tout par les lymphocytes T activés et
par les macrophages, est mitogéne pour les fibroblastes et augmente la production
de collagéne |. L' effet de I’ oncostatine M sur la synthése du collagéne | est trans-
criptionnel et un élément de réponse a été identifié au sein du promoteur de
COL1A2 [3].

Les effets délétéres des corticoides sur la trophicité cutanée ou la résistance
des tendons sont bien connus et illustrent I’inhibition de la production de matrice
extracellulaire que peuvent induire les corticoides. In vitro, les corticoides inhi-
bent la synthése de collagene de type | et |11 par les fibroblastes en inhibant la
transcription des génes correspondants, en diminuant la stabilité des ARN mes-
sagers et en inhibant I’ activité d’ enzymes impliqués dans les modifications post-
traductionnelles des molécules de collagéne | comme les prolyl-hydroxylases [3].
Une partie des effets des corticoides pourrait également étre médiée par une dimi-
nution de la sécrétion de TGF-B. |l faut noter que, contrairement a ce qui est
observé avec les fibroblastes, les corticoides sont capables, in vitro mais aussi in
vivo, d’augmenter la production de collagéne par les cellules musculaires lisses
des parois vasculaires.

In vivo, les effets de I’ acide rétinoique sur la production de collagene de type
| sont complexes. L’acide rétinoique peut antagoniser certains effets des corti-
coides sur la production de matrice extracellulaire et, par exemple, il prévient
I’ atrophie cutanée induite par les corticoides. A I’ inverse |’ acide rétinoique diminue
lataille des cicatrices chéloides, ce qui suggére une inhibition de la production de
matrice extracellulaire. Invitro, I’ acide trans-rétinoique inhibe lasynthése de colla-
genedetype | par les fibroblastes. Cet effet est d a une inhibition de la transcrip-
tion des génes correspondants et, en transfection transitoire, |’acide rétinoique
inhibe I’ expression de constructions contenant le promoteur proximal de COL1A1
et de COL1A2.

In vitro, les produits de peroxidation lipidique stimulent la synthese de colla-
genedetypel. Cet effet est médié par une augmentation de la transcription et peut-
étre aussi par une augmentation de la stabilité des ARN messagers. IIs agiraient a
lafois en modulant la fixation des facteurs de transcription Spl et Sp3 aux pro-
moteurs proximaux des genes codant pour le collagéne de type | et en augmentant
la synthese de TGF-[3 [45].
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L’ effet essentiel des facteurs de croissance sur les fibroblastes est d'induire une
prolifération de ces cellules. Néanmoins certains d’entre eux peuvent également
moduler la synthése de collagéne [3]. L’insulin growth factor 1 (IGF1) stimule
la prolifération des fibroblastes et augmente la production de collagéne de type |
par cescellules. A I'inverse, I’ epidermal growth factor (EGF) inhibelaproduction
de collagéne et augmente la production de collagénases. Cet effet est secondaire,
au moins en partie, a une modulation de la transcription des génes correspondants.
De méme, le fibroblast groth factor basique (bFGF) inhibe la transcription des
genes codant pour le collagéne de typel.

CONCLUSION

En conclusion, I'analyse de la régulation des genes codant pour le collagéne de
type | a permis de montrer que, al’ échelon moléculaire, il existe une grande hété-
rogénéité des cellules qui synthétisent la matrice extracellulaire. I est donc possi-
ble d’ envisager, dans I’ avenir, I’ utilisation de thérapeutiques ciblées modulant la
production de collagéne spécifiquement dans certaines populations cellulaires. De
plus, la meilleure connaissance des mécanismes moléculaires responsables de la
régulation de la production de collagéne par les cytokines pro- ou anti-inflamma-
toires permet aussi d’ envisager le développement de nouvelles molécules permet-
tant de moduler la production de matrice extracellulaire en réponse aune agression.
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