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Résumé

L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) est nouvellement caractérisée par une
¢lévation de la pression artérielle pulmonaire moyenne au-dessus de 20mmHg, une pression
capillaire pulmonaire inférieure a 15 mmHg et une résistance vasculaire pulmonaire
supérieure ou €gale a 3 unités Wood. Cette ¢lévation de la pression et de la résistance
vasculaire pulmonaire entraine une hypertrophie cardiaque droite et peut éventuellement
mener a la mort prématurée des patients. L’augmentation de la résistance vasculaire est
causée par une vasoconstriction et un remodelage important des artéres pulmonaires distales,
due en grande partie a une prolifération excessive et une résistance a I’apoptose des cellules
musculaires lisses d’artéres pulmonaires (PASMCs), mais également d’autres cellules
constituant la paroi des artéres pulmonaires distales telles que les cellules endothéliales et les
fibroblastes. Malheureusement, les traitements actuellement disponibles sont limités et ne
permettent pas une rémission compléte de la maladie. Dans le cancer, le facteur de
transcription FOXMI1 est fréquemment surexprimé et a ét¢ décrit comme un régulateur
important de plusieurs processus cellulaires tels que la prolifération, I’inflammation et la
réparation des dommages a I’ADN, favorisant le développement et la progression tumorale.
Considérant les similitudes entre les PASMCs HTAP et les cellules cancéreuses, nous avons
posé I’hypotheése qu’une surexpression de FOXM1 favorise le phénotype des PASMCs

HTAP et que son inhibition pourrait représenter une nouvelle cible thérapeutique potentielle.

Lors de cette étude, nous avons démontré que FOXMI1 est surexprimé dans les PASMCs
isolées et dans les poumons de patients HTAP comparativement aux individus témoins, de
méme que dans différents modeles précliniques. Nous démontrons que la diminution de
I’expression de miR-204 observée en HTAP est en partie responsable de la surexpression de
FOXMI1. L’inhibition moléculaire de FOXMI1 par ARN interférant et son inhibition
pharmacologique a 1’aide de la thiostrepton diminue in vitro la prolifération cellulaire et la
résistance a ’apoptose. In vivo, I’administration de la thiostrepton permet d’améliorer
I’HTAP établie dans deux modeles. L’amélioration des données hémodynamiques est
associée a une diminution du remodelage vasculaire. Nous avons montré que la réversion du
phénotype HTAP des PASMCs est attribuable a la diminution de 1’expression du facteur anti-

apoptotique Survivin et de NBSI, membre du complexe MRN impliqué dans la
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reconnaissance des dommages a I’ADN, entrainant une diminution de I’activation de voie de

réparation des dommages a I’ADN.
Nous avons par la présente étude démontré pour une premiere fois I’implication de FOXM1

dans 1’étiologie de ’HTAP et I’intérét de cibler cette protéine dans le développement de

futures thérapies.
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Abstract

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a progressive vascular disease newly characterized
by increased mean pulmonary artery pressure above 20 mmHg, capillary pressure under 15
mmHg and vascular resistance above or equal to 3 Wood units. This increase in pressure
leads to right heart hypertrophy, failure and, eventually, premature death. Increased vascular
resistance is caused by vasoconstriction and remodeling of the distal pulmonary arteries,
mainly due to excessive proliferation and resistance to apoptosis of pulmonary artery smooth
muscle cells (PASMCs), but also from other cells found in the vascular wall such as
endothelial cells and fibroblasts. Despite recent advances made in understanding the cellular
mechanisms involved in PAH etiology, available treatments remain limited and do not
provide a complete cure. In cancer, transcription factor FOXM1 is frequently overexpressed
and has been described as a master regulator of multiple cellular process such as proliferation,
inflammation and DNA damage repair signaling, thus promoting tumor development and
progression. Because of the similarities between PAH-PASMCs and cancer cells, we
hypothesized that overexpression of FOXM1 promotes cell proliferation and resistance to

apoptosis in PAH and that its inhibition could represent a new therapeutic target.

In this study, we demonstrated that FOXMI1 is overexpressed in isolated PASMCs and total
lung from PAH patients compared to controls as well as in two preclinical animal models.
Decreased expression of miR-204 in PAH-PASMCs accounts for FOXM1 overexpression.
Molecular (siRNA) and pharmacological inhibition of FOXM1 using thiostrepton decrease
cell proliferation and resistance to apoptosis. Daily administration of thiostrepton improves
established PAH in two animal models. Improved hemodynamic data are associated with
decreased vascular remodeling. We demonstrated that reversal of PAH phenotype is in part
due to the downregulation of anti-apoptotic factor Survivin and NBS1, member of the MRN
complex involved in DNA damage recognition, which impairs activation of DNA damage

repair signaling.

With this study, we demonstrated for the first time that FOXM1 is involved in PAH etiology
and the interest in targeting FOXM1 for the development of futures therapies.
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Avant-propos

Mon expérience dans le laboratoire de recherche en hypertension artérielle pulmonaire a
débuté par deux stages d’été effectués au cours de mon baccalauréat. Bien qu’a ce moment
je n’avais toujours pas entamé mes études de deuxieme cycle, j’ai eu la chance de contribuer
trés rapidement a plusieurs articles qui ont depuis ¢té¢ publiés dans de prestigieuses revues
scientifiques et qui ont permis d’améliorer grandement la compréhension des mécanismes
moléculaires impliqués dans le développement de la pathologie. Les travaux auxquels j’ai
contribué sont listés ci-dessous. Parmi ceux-ci, nous avons entre autres démontré
I’importance du facteur épigénétique BRD4 dans 1’étiologie de I’hypertension artérielle
pulmonaire (Meloche et al 2015). Cette étude nous a permis de pousser plus loin en réalisant
une premiere étude multicentrique préclinique pour évaluer le potentiel thérapeutique du
RVX-208, un inhibiteur de la famille des BET ayant une affinité¢ préférentielle pour BRD4,
en hypertension pulmonaire (Van Der Fen et al 2019). Les résultats prometteurs de ces études
ont permis de développer un partenariat avec la compagnie pharmaceutique Resverlogix pour
I’initiation d’une étude clinique servant a évaluer le potentiel thérapeutique de I’ Apabetalone
(RVX-208) en hypertension artérielle pulmonaire (étude APPRoAcH-p, NCT03655704).
Lors de mes études de deuxiéme cycle, j’ai contribué en tant qu’auteure principale a ’article
présenté au chapitre 2 de ce mémoire, publié dans la revue scientifique « Journal of Molecular
Medicine ». J’ai également participé en tant que premicre auteure a la rédaction d’une revue
portant sur les nouvelles découvertes physiopathologiques et avenues thérapeutiques en
hypertension artérielle pulmonaire, qui sera insérée en annexe. Totalisant toutes ces années,
j’aurai ainsi contribué a la production de 8 articles scientifiques et d’une revue de littérature,
en plus d’avoir contribué a plus d’une vingtaine de résumés soumis dans le cadre de congres
internationaux. Au cours de ces années, j’ai ¢également eu la chance de collaborer sur

plusieurs projets menés a I’international.
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Introduction



1. Le systéme cardiovasculaire

Au cours de I’évolution, les organismes multicellulaires les plus complexes ont développé
un systeme cardiovasculaire essentiel a leur vie. Ce systéme peut étre vu tel un véritable
réseau de distribution au sein de 1’organisme. Il permet d’alimenter les cellules du corps en
oxygene et nutriments nécessaires a leur fonctionnement, tout en favorisant I’évacuation de
composés toxiques issus du métabolisme cellulaire. Afin de maintenir 1’homéostasie du
systtme, de nombreux organes travaillent de concert afin d’en assurer son bon

fonctionnement.

1.1 Le cceur

Le cceur sert de pompe mécanique permettant de faire circuler le sang dans le réseau
vasculaire. Au cours de 1’évolution animale, ce systeme s’est grandement transformé pour
devenir celui que I’on connait aujourd’hui chez I’humain. Notre cceur est composé de quatre
cavités, soit I’oreillette droite (OD), le ventricule droit (VD), I’oreillette gauche (OG) et le
ventricule gauche (VG). Il est directement connecté au réseau vasculaire complexe que

forment arteres et veines (Figure 1.1).
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Figure 1.1 : Schéma anatomique du cceur humain en vue quatre chambres. Adapté de https://www.sante-sur-
le-net.com/maladies/cardiologie/generalites-coeur/



D’un point de vue physiologique, 1’OD regoit le sang pauvre en oxygene (O2) provenant des
veines caves (supérieure et inférieure). Celui-ci va ensuite tre dirigé vers le VD, passant par
la valve tricuspide qui sépare I’OD et le VD, puis sera ¢jecté dans ’artére pulmonaire. Au
niveau des poumons, les artéres se divisent de fagon a ne devenir que des petits capillaires.
En contact avec les alvéoles, le sang se recharge en oxygene et se débarrasse de métabolites
toxiques comme le dioxyde de carbone (CO»). Suite a son passage dans les capillaires
pulmonaires, le sang oxygéné est acheminé jusqu’a I’OG par la veine pulmonaire. Le sang
passe de I’OG au VG, et suite au remplissage de celui-ci, le sang est éjecté dans la circulation

systémique par 1’aorte au moment de la contraction.

Quatre valves sont présentes dans le cceur. Leur structure permet au sang de circuler de fagcon
unidirectionnelle, I’empéchant de refluer vers la cavité d’ou il provient. Deux valves se
trouvent a la jonction des oreillettes et ventricules ; on retrouve du coté droit la valve
tricuspide et du coté gauche la valve mitrale. Les deux autres valves, la valve pulmonaire et
la valve aortique, sont situées a la sortie des deux ventricules et empéchent le retour du sang

vers le ceeur suite a la systole.

1.2 Circulation sanguine

Le systéme cardiovasculaire humain a évolu¢ de facon a ce qu’il y ait une séparation
compléte entre la circulation pulmonaire et la circulation systémique. Cette distinction en est
cruciale considérant qu’il existe des différences fondamentales entre ces deux types de
circulations. La circulation systémique fait référence au systéme circulatoire permettant
d’alimenter en sang oxygéné I’ensemble des organes du corps humain. Suite a I’expulsion
du sang par le VG dans 1’aorte (Figure 1.2 #3), celui-ci va cheminer jusqu’aux plus petits
capillaires sanguins, ou les principaux échanges entre O,, CO; et nutriments se font (Figure
1.2 #4). Le sang pauvre en oxygene est ensuite réacheminé au cceur par le systéme veineux
(Figure 1.2 #1). La pression du systéme artériel est a son maximum au niveau de I’aorte, puis
diminue progressivement jusqu’aux capillaires sanguins. En moyenne, la pression est évaluée

a 120 mmHg lors de la systole et 80 mmHg lors de la diastole.



Dans de la circulation pulmonaire, le sang pauvre en oxygene est d’abord é&jecté par le
ventricule droit dans 1’artére pulmonaire, ou il sera acheminé jusqu'aux capillaires alvéolaires
pour y étre oxygéné (Figure 1.2 #1-2). La pression au sein du réseau vasculaire pulmonaire
est beaucoup plus faible que celle du réseau systémique. Au moment de la systole, on évalue

la pression comme étant de 25 mmHg et celle de la diastole 8 mmHg.

Circulation systémique
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Figure 1.2: Systéme circulatoire sanguin. Adaptée de The Circulatory System, Mescher AL. Junqueira’s
Basic Histology: Text and Atlas, 15e; 2018



1.3 Vaisseaux sanguins

La structure et la fonction des vaisseaux composant le systéme vasculaire sont variables. On
distingue deux catégories principales de vaisseaux sanguins : les artéres et les veines. Les
artéres regoivent le sang quittant le cceur, expulsé par les ventricules droit et gauche au
moment de la systole. D’un diameétre assez imposant au départ, elles vont rapidement se
diviser en petites artérioles de diametre plus petit, jusqu’a en devenir de minuscules
capillaires sanguins. Les veinules et les veines constituent quant a elles les vaisseaux qui

réacheminent le sang vers le cceur. Elles varient dans leur taille et leur composition.
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Figure 1.3: Structure des vaisseaux sanguins. Adaptée de Reisner HM. Pathology: A Modern Case Study,
2015.



I1 est possible de discerner trois tuniques distinctes composant la paroi des arteres. La tunique
interne (intima) est composée d’une premicre couche de cellules endothéliales (CE). Ces
cellules sont les seules a €tre en contact direct avec le sang circulant dans la lumiere du
vaisseau. Elles forment une barriére étanche, empéchant les cellules sanguines et
inflammatoires d’infiltrer la paroi artérielle. Cette tunique comprend également une fine
membrane basale, servant de support aux cellules endothéliales. La tunique moyenne (média)
est composée exclusivement de cellules musculaires lisses (PASMCs). Cette couche
cellulaire est également délimitée par deux couches d’élastine. La média joue un role
important dans le maintien du tonus vasculaire et de la régulation du flux sanguin. En effet,
les cellules musculaires lisses ont la capacité de se contracter ou de se relacher selon les
stimuli pergus, ce qui induit les phénomenes de vasoconstriction et vasodilatation. La tunique
externe des arteres, 1’adventice, est constituée principalement de matrice extracellulaire
(fibres de collagene et d’¢lastine) et de fibroblastes. D’autres types cellulaires sont également
retrouvés dans 1’adventice, notamment des cellules immunitaires et des adipocytes.! De plus,
au sein des artéres de grand diametre, on retrouve dans cette couche de petits vaisseaux
sanguins nommés vaso vasorum. Cette tunique joue un role essentiel dans la régulation de

fonction vasculaire et de la structure des arteres.

Les capillaires sont les plus petits vaisseaux sanguins retrouvés dans le corps. Ils servent de
sites d’échanges entre le systeme circulatoire et les cellules environnantes. Les petits
capillaires sanguins ne comportent pas de cellules musculaires. Ils sont constitués
uniquement d’une couche de cellules endothé¢liales et d’une membrane basale, ce qui les rend

perméables a de nombreux composés et médiateurs (Figure 1.3).

La structure de la paroi des veines est semblable a celle des artéres, excepté qu’elle est plus
mince. La plus grande différence se retrouve au niveau de la couche de cellules musculaires
lisses, beaucoup plus fine dans les veines que dans les artéres. Ainsi, la lumiére des veines
est de diametre plus important. La tunique interne des veines forme des projections a
I’intérieur de la lumiere qui agissent en tant que valvules veineuses. Comme la pression dans
ce type de vaisseau est moindre, les valvules empéchent les reflux et favorisent le retour du

sang vers le coeur.



2. Hypertension pulmonaire

2.1 Hypertension pulmonaire et classification

L’hypertension pulmonaire (HTP) est une condition pathologique caractérisée par une
¢lévation de la pression artérielle pulmonaire moyenne (PAPm) au-dessus de 20 mmHg au
repos (la moyenne chez un patient sain étant de 14 £ 3 mmHg).>? L’HTP est considérée
comme une maladie rare. En effet, bien qu’il existe peu d’études sur I’épidémiologie de
I’HTP en général, il a récemment ét¢ démontré que I’incidence et la prévalence de I’'HTP
tendent a augmenter au Canada. On estime que la prévalence dans la population canadienne

serait d’environ 127 cas par 100 000 habitants.*

Initialement, on distinguait seulement deux types d’hypertension, soit I’hypertension dite
primaire (qui survient en absence de cause connue) et I’hypertension secondaire (secondaire
a une autre cause).” Au fil des années, la recherche nous a permis d’avoir une meilleure
compréhension des différentes causes et mécanismes impliqués dans la physiopathologie, ce
qui a mené a une révision de la classification qui a plutot été divisée en cinq catégories. A ce
jour, cette classification demeure celle qui est préconisée, suivant quelques révisions

mineures effectuées au cours des derniéres années.°

Groupe 1. Hypertension artérielle pulmonaire

1.1 Idiopathique

1.2 Héritable

1.3 Induit par drogues ou toxines

1.4 HTAP associée

1.4.1 Maladies tissu conjonctif

1.4.2 Infection VIH

1.4.3 Hypertension portale

1.4.4 Maladie cardiaque congénitale

1.4.5 Schistosomiase

1.5 HTAP répondant aux bloqueurs des canaux calciques
1.6 HTAP avec atteintes veineuses et capillaires (PVOD/PCH)
1.7 HTAP persistante du nouveau-né

Groupe 2. HTP causée par maladie cardiaque gauche
2.1 HP due a insuffisance cardiaque avec FEVG préservée
2.2 HP due a insuffisance cardiaque avec FEVG non préservée




2.3 Cardiopathie valvulaire
2.4 Affections cardiovasculaires congénitales / acquises conduisant a un HP post-capillaire

Groupe 3. HTP causée par maladie pulmonaire et / ou hypoxie
3.1 Maladie pulmonaire obstructive

3.2 Maladie pulmonaire restrictive

3.3 Autres maladies pulmonaires de type restrictif / obstructif

3.4 Hypoxie sans maladies pulmonaires

3.5 Troubles pulmonaires du développement

Groupe 4. HTP causée par obstruction des arteres
4.1 HTP thromboembolique chronique
4.2 Autres types d’obstruction artérielle

Groupe 5. HTP causée par mécanismes non définis et / ou multifactoriels
5.1 Troubles hématologiques

5.2 Troubles systémiques et métaboliques
5.3 Autres

5.4 Cardiopathie congénitale complexe

Tableau 1.1 : Classification de 'hypertension pulmonaire. HTP : hypertension pulmonaire ; FEVG :
fraction d’éjection du ventricule gauche. Adapté de Simonneau et al <Haemodynamic definitions and
updated clinical classification of pulmonary hypertension», 2018

Groupe 1 - Hypertension artérielle pulmonaire

L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) représente la catégorie étudi¢e dans le travail
présenté au chapitre 1 (insertion d’article) de ce mémoire. Ce sera donc la seule a étre décrite

en détail et a laquelle il sera référé par la suite.

Depuis 1973, ’HTAP se caractérisait par une PAPm supérieure a 25 mmHg au repos, mais
¢galement par une pression capillaire pulmonaire inférieure a 15 mmHg et une résistance
vasculaire pulmonaire (RVP) supérieure ou égale a 3 unités Wood.? Ce n’est que vers la fin
de I’année 2018 que les experts ont suggéré de revoir la définition de ’'HTAP et d’abaisser
le seuil de pression a 20 mmHg, soutenant que ce seuil dépasse le percentile supérieur des
valeurs normalement observées dans la population générale.® De plus, une proportion
importante des patients a risque d’HTAP (ex. patients avec sclérodermie) présentant une
PAPm de 21-25 mmHg évolue ultimement vers une HTAP répondant a la définition initiale
(PAPm > 25 mmHg).” Finalement, une PAPm >20mmHg a également été associée a une
mortalité accrue dans la population générale.® Les implications cliniques et surtout

thérapeutiques de cette nouvelle définition seront cependant a confirmer dans les prochaines



années puisque les patients HTAP avec une PAPm de 21-25mmHg étaient initialement

exclus de I’ensemble des études pharmacologiques récentes.

Contrairement aux autres types d’HTP, les patients avec HTAP sont généralement plus
jeunes au moment du diagnostic et les femmes sont plus affectées que les hommes, selon un
ratio de 1,5: 1.# La prévalence varie de 15 a 50 cas par million selon les régistres.” Bien
qu’il y ait eu une amélioration considérable de la survie depuis la mise en marché des
thérapies ciblées, le taux de survie est loin d’étre optimal, approchant 65% cinq ans suivant

le diagnostic.'®

L’HTAP peut étre subdivisée en plusieurs sous-catégories (voir le tableau 1.1 pour la liste
complete). La premicre, ’HTAP idiopathique, ne comporte aucune cause connue pouvant
expliquer le développement de la pathologie. Elle est la plus fréquente du groupe 1,
représentant environ 50% des cas.!! Comme autre sous-catégorie, on retrouve également
I’HTAP héritable, qui est généralement attribuable a des mutations génétiques, la plus
fréquente étant celle du géne BMPR2 (bone morphogenetic receptor protein type II).!? Les
autres groupes comprennent I’HTAP associée a diverses conditions (maladie du tissu

conjonctif, infection par le VIH, etc), induite par la prise de drogues ou toxines et autres.

L’¢lévation de la PAPm caractéristique de I’HTAP est causée par une vasoconstriction
importante et une obstruction progressive des petites artéres pulmonaires distales (APD). De
multiples causes sont a I’origine de cette obstruction et elles seront discutées plus en détail
dans la section 3 de ce chapitre. Néanmoins, I’oblitération des APD a pour effet d’augmenter
la RVP. Afin de maintenir un débit cardiaque constant, le cceur n’a d’autres choix que de
s’adapter a I’¢élévation de la résistance, ce qu’on appelle phase d’hypertrophie adaptative ou
de compensation. Aprés un certain temps, le ceeur ne pourra plus compenser a I’augmentation
soutenue des pressions, va se dilater, menant ainsi vers la défaillance cardiaque droite et

éventuellement au déces prématuré du patient.



2.2 Symptomes et diagnostic de PHTAP

2.2.1 Symptomes et présentation clinique

Un individu atteint ’HTAP se présente généralement en clinique avec des symptomes non
spécifiques a la pathologie. Dans les cas précoces, les symptomes vont surtout se faire
ressentir lors d’un effort physique, ou on percoit un essoufflement rapide et une difficulté a
respirer. Les individus peuvent également se présenter avec des nausées, une toux seéche ou
des douleurs thoraciques. Dans les cas les plus séveres, la dyspnée sera ressentie méme au
repos ou dans des activités quotidiennes ne demandant qu’un moindre effort. Les symptomes
d’insuffisance cardiaque droite (ex. ascite ou cedéme des membres inférieurs) et des syncopes

peuvent également survenir.13

2.2.2 Outils diagnostiques de ’HTP

2.2.2.1 Echocardiographie

L’échocardiographie est une méthode diagnostique non invasive permettant d’estimer les
pressions systoliques du VD et de I’artére pulmonaire (AP), en plus d’évaluer la fonction
cardiaque et d’identifier des signes associés a la décompensation cardiaque. Ainsi, des

patients pour lesquels une HTAP est suspectée vont avoir comme recommandation de se

soumettre a une échocardiographie.

L’estimation de la pression systolique du ventricule droit (RVSP) est possible a partir de
I’échocardiographie en mesurant la vitesse de régurgitation maximale de la valve tricuspide
(TRV), qui estime la différence de pression entre le VD et OD.14

AP = 4(TRV)?

ou : AP représente le gradient de pression entre le VD et 1’OD
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En y ajoutant la valeur de la pression de 1’oreillette droite (POD) estimée a partir du diametre

de la veine cave inférieure, on obtient la valeur estimée de la RVSP.15

RVSP = 4(TRV)? + POD

Lors de I’échocardiographie, il est également possible d’estimer la PAPm a partir de la RVSP

selon la formule suivantel® :

mPAP = 0.61RVSP + 2

Bien qu’il existe une corrélation entre les valeurs de RVSP et PAPm estimées lors de
I’échocardiographie et les valeurs réelles obtenues par cathétérisme cardiaque (seul outil
permettant de poser un diagnostic définitif), elles ne sont pas toujours équivalentes et
I’utilisation seule de I’échocardiographie peut conduire a un mauvais diagnostic. C’est
pourquoi les lignes directrices recommandent que 1’échocardiographie ne devrait servir qu’a

déterminer la probabilité qu’un patient souffre d’HTP et non poser un diagnostic.1?

2.2.2.2 Cathétérisme cardiaque droit

Le cathétérisme cardiaque droit est le seul outil diagnostique permettant de confirmer hors
de tout doute la présence d’une HTP. Lors de cet examen, un cathéter est inséré par une veine,
typiquement la veine fémorale, brachiale ou jugulaire, afin de se rendre jusqu’au cceur. Une
fois dans le cceur, la pression intravasculaire est transmise a rebours via I’extrémité du
cathéter vers un capteur de pression situé¢ a ’autre extrémité, ce qui permet de mesurer les

pressions dans ’OD, VD et dans I’AP.18
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Artere Artére pulmonaire
pulmonaire occluse

Oreillette droite Ventricule droit

Pression, mm Hg

POD PVD PAP PAPO

Figure 1.4 : Cathétérisme cardiaque droit — insertion de la sonde et tracé de pression correspondant. Adaptée de
Fishman's Pulmonary Diseases and Disorders, Se; 2015

11 est essentiel d’obtenir la mesure de la PAPm pour poser un diagnostic ’HTAP définitif.
Tel que mentionné précédemment, ’HTAP est d’abord caractérisée par une PAPm
supérieure ou ¢gale a 20 mmHg. Par la suite, la mesure de la pression artérielle pulmonaire
occluse (PAPO) permet d’estimer la pression au niveau de I’OG. Elle s’obtient par le
gonflement d’un ballonnet situé¢ a I’extrémité de la sonde, faisant ainsi obstruction au flux
sanguin. Une PAPO inférieure a 15 mmHg permet d’exclure une HTP secondaire due a une

maladie cardiaque gauche et de confirmer la présence d’une HTP précapillaire.1?

11 est également nécessaire d’établir la mesure de la RVP pour diagnostiquer une HTAP. En
effet, une RVP > 3 unités Wood constitue 1’un des trois critéres de la définition de ’'HTAP
suggérée par World Health Organisation (WHO).2 Pour obtenir ce paramétre, il est nécessaire
de mesurer le débit cardiaque (CO). Une fois ce parametre connu, il est possible de mesurer

la RVP selon la formule suivante?20 :

PAPm — PAPOm

RVP =
co
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Cet outil diagnostique est ¢galement utilis¢ dans les mod¢les animaux (décrits a la section 4
de I’introduction). I1 est important de noter que le modéle de cathéter utilisé chez nos animaux
ne permet pas de mesurer le CO. On en fait plutét une estimation en multipliant le volume

de sang ¢jecté lors de la systole par le nombre de battements par minute.

2.2.2.3 Autres

Une fois le diagnostic d’HTP établi, les causes secondaires incluant 1’insuffisance cardiaque
gauche (HTP groupe 2), les maladies respiratoires chroniques (HTP groupe 3) et les maladies
thromboemboliques chroniques (HTP groupe 4) devront étre exclues avant de confirmer une
HTAP véritable. Ainsi, I’investigation sera généralement complétée par des tests de fonction
respiratoire, une recherche de maladie du sommeil en présence de symptomes compatibles

et une imagerie thoracique a la recherche d’une maladie parenchymateuse ou embolique.

2.2.3 Evaluation fonctionnelle

2.2.3.1 Classe fonctionnelle
Les cliniciens peuvent utiliser le systéme de classification suggéré par la « New York Heart
Association » afin d’établir la classe fonctionnelle d’HTAP. Celle-ci permet d’orienter la

prise en charge du patient ainsi que la stratégie thérapeutique a utiliser.

Classe Description

Le patient ne présente aucune limitation pour [P’activité
I physique. Les efforts quotidiens ne causent pas de symptomes
tels qu’une dyspnée, fatigue ou douleur thoracique.

Le patient présente une faible limitation lors de D’activité
I physique, lors de laquelle il peut y avoir dyspnée, fatigue,
douleur thoracique et présyncope. Aucun inconfort n’est
ressenti au repos.

Le patient ne ressent pas de symptdmes au repos, mais il ressent
III une fatigue, douleur thoracique et difficulté a respirer lors d’un
moindre effort.

v Le patient n’est pas capable d’effectuer aucune activité
physique et la dyspnée et fatigue peuvent étre présentes méme
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au repos. Ces patients peuvent présenter des signes
d’insuffisance cardiaque.

Tableau 1.2 : Classes fonctionnelles de I’hypertension pulmonaire. Adapté de Barnett CF, Marco T.
Pulmonary Hypertension. In: Crawford MH. eds. CURRENT Diagnosis & Treatment: Cardiology, 5e New
York, NY: McGraw-Hill

2.2.3.2 Test de marche

Le test de marche six minutes est grandement utilisé afin d’évaluer la capacité fonctionnelle
des patients. Ce test est simple d’utilisation, généralement sécuritaire et non invasif, excepté
I’inconfort pouvant étre ressenti par le patient lors de 1’activité physique. Il consiste a mesurer
la distance parcourue a la marche sur une période de six minutes. Il est possible d’associer
les résultats de ce test a la classe fonctionnelle de ’HTAP ; les classes 3 et 4 ont généralement
des résultats significativement plus bas que les deux premicres.2! Il a été démontré que les
résultats obtenus lors du test corrélent avec le CO, la résistance pulmonaire totale et la
pression de 1’OD.22 De plus, la distance parcourue lors de ce test est associ¢ a la mortalité,
donc peut servir d’outil afin d’établir un pronostic. Il est grandement utilisé pour effectuer
un suivi chez les patients et valider la réponse aux traitements. Vu son caracteére non invasif
et sa simplicité d’utilisation, il sert beaucoup dans les études cliniques en tant que critére

d’évaluation principal.2!

2.3 Traitements actuels de PHTAP

Malgré les avancées faites dans les derniéres années, les traitements disponibles ne
permettent toujours pas de guérir complétement la pathologie. Les stratégies thérapeutiques
utilisées visent a améliorer la qualité de vie des patients en soulageant leurs symptomes et en
leur permettant de maintenir au maximum leur qualité de vie. Actuellement, I’intervention
thérapeutique chez les patients atteints d’HTAP est principalement établie en fonction du
stade de la maladie et des facteurs pronostiques du patient. En plus des traitements dits non
spécifiques (ex : diurétique, oxygene, anticoagulant) considérés comme des thérapies de

support favorisant le bien-étre du patient, une monothérapie sera généralement préconisée
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dans les cas moins séveres. Dans les stades plus avancés, une intervention beaucoup plus

agressive sera mise en place, incluant la combinaison de traitements pharmacologiques oraux

spécifiques a 'HTAP ou méme des thérapies parentérales.'* La stratégie thérapeutique

actuelle vise a mener ’individu a une classe fonctionnelle inférieure (se référer au tableau

1.2). 1I est intéressant de noter qu’il s’agit du seul groupe d’HTP pour lequel il existe des

thérapies spécifiques. Les traitements ciblés pour ’HTAP actuellement disponible sur le

marché ont pour but de favoriser la vasodilatation. Cependant, ils ne sont véritablement

efficaces que pour une faible proportion des patients, laissant la transplantation pulmonaire

comme étant I’unique issue possible dans les cas les plus sévéres.?

Voie de I'endothéline

Pro-endothelin 1
+
Endothelin 1

Endothelium

Dual ERA
(bosentan,
macitentan)

Selective ERA
(ambrisentan)
ET, ET,

Vasoconstriction

Smboth and proliferation

muscle cell

Voie de I'oxide nitrique

L-arginine
‘

Nitric oxide

PDES inhibitors
(sildenafil,
tadalafil)

6D @B-

GTP = cCMP - GMP

sGC stimulator
(riociguat)

Vasodilatation and
antiproliferation

Voie de la prostacycline

Arachidonic acid
+

Prostacyclin

Prostacyclin
analogues
{(epoprostenol, Non-prostanoid
treprostinil, IP receptor agonist
iloprost) (selexipag)
IP receptor
\J
- T -
Tcamp

Figure 1.5 : Voies thérapeutiques ciblées dans 1’hypertension artérielle pulmonaire.
Epidemiology and treatment of pulmonary arterial hypertension, 2017

2.3.1 Inhibiteur de la phosphodiestérase de type 5

Vasodilatation and
antiproliferation

Adaptée de Humbert et al

Les phosphodiestérases sont des enzymes catalysant 1’hydrolyse de liens phosphodiester.

Onze classes ont ét¢ identifiées et chacune de ces enzymes se lie a des substrats différents.

La phosphodiestérase de type 5 (PDE-5) se lie spécifiquement a la guanosine mono

phosphate cyclique (cGMP) et la dégrade en GMP. Le cGMP est I’'un des principaux

médiateur favorisant la relaxation des cellules musculaires lisses suivant une stimulation par

’oxyde nitrique (NO) et/ou par les peptides natriurétiques (ANP et BNP).>* L’administration

de NO s’est révélée €tre une stratégie efficace dans le traitement de 1’hypertension persistante
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du nouveau-né et est actuellement approuvée pour ce groupe.?>?%. Cependant, chez I’adulte,
la difficulté d’administration et la potentielle toxicité suivant une exposition a long terme ont
mené au développement de thérapies alternatives.?’ L’inhibition de la PDE-5 a été identifiée
comme solution alternative au traitement par le NO. En inhibant la PDE-5, on empéche la
dégradation du cGMP en GMP, ce qui résulte en une augmentation de sa concentration
intracellulaire et favorise la relaxation des cellules musculaires lisses.?® Deux de ces
inhibiteurs sont actuellement approuvés et utilisés pour le traitement de I’HTAP, le Sildenafil

(Viagra) et le Tadalafil (Cialis).?

Ciblant cette méme voie, il est intéressant de mentionner que le Riociguat fait partie des
thérapies récemment approuvées pour le traitement de ’'HTAP.? 1l cible également la voie
de signalisation du NO et agit en tant que stimulateur des guanylates cyclases, une catégorie
d’enzyme catalysant la formation de cGMP a partir de la guanosine triphosphate (GTP).
L’objectif de ce traitement est d’augmenter la concentration intracellulaire de cGMP, et ce
méme en absence du NO.3° Les études cliniques ont montré une importante amélioration lors

du test de marche et une baisse de la RVP suivant I’administration de ce traitement.3!

2.3.2 Analogues de la prostacycline

La prostacycline est produite principalement par les cellules endothéliales du systéme
vasculaire. Une fois excrétée, elle exerce son action au niveau des cellules musculaires lisses
vasculaires et des plaquettes.>” En se liant a son récepteur, elle augmente la concentration
intracellulaire en cAMP, ce qui entraine I’activation de la protéine kinase A et une réduction
de la concentration intracellulaire en calcium, favorisant ainsi la relaxation des cellules
musculaires lisses.*>* En plus de son effet vasodilatateur, la prostacycline est également un
anti thrombotique puisqu’elle empéche 1’agrégation des plaquettes sanguines. Il a été
démontré que la production de prostacycline est diminuée en HTAP.3* Les stratégies
thérapeutiques utilisant des analogues a la prostacycline visent a augmenter leur
concentration intracellulaire. Il existe actuellement deux analogues approuvés pour le

traitement de "HTAP au Canada, soit I’Epoprostenol et le treprostinil.*3
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Le selexipag, un agoniste des récepteurs a la prostacycline, a ét€¢ récemment approuvé comme
thérapie ciblée pour ’HTAP au Canada suite a la publication des résultats de 1’étude clinique
GRIPHON, menée sur 1156 patients.’® Le traitement au selexipag diminue significativement

le risque de morbidité et de complications associées a I’HTAP.

2.3.3 Antagonistes des récepteurs a l’endothéline

Contrairement aux précédentes classes de traitements présentées qui avaient pour but de
favoriser la vasodilatation, les antagonistes des récepteurs a I’endothéline servent plutot a
limiter I’effet vasoconstricteur de ce peptide. Il existe trois isoformes différentes des
endothélines : I’endothéline-1, 2 et 3. L’endothéline-1 (ET-1), la forme la plus fréquente, est
sécrétée en grande majorité par les cellules endothéliales du systéme cardiovasculaire.’” Sa
concentration est plus ¢levée dans les poumons que dans tout autre organe. Giaid et
collaborateurs ont montré une surexpression de ET-1 dans les poumons de patients atteints
d’HTAP comparativement aux individus sains, laissant suggérer qu’un débalancement de son
expression contribue a la vasoconstriction observée dans la maladie.®® Deux types de
récepteurs a ’ET-1 ont été identifiés, ETa et ETs. Au niveau des vaisseaux pulmonaires, ETa
est exclusivement exprimé dans les cellules musculaires lisses tandis que ETg se retrouve
autant dans les cellules musculaires lisses que dans les cellules endothéliales.?® Bien que ces
deux récepteurs aient pour ligand ’ET-1, les études suggerent que leur mécanisme de réponse
suivant la liaison du ligand différe. Lorsque ET-1 se lie aux récepteurs de type ETa, il favorise
la vasoconstriction des cellules musculaires lisses en permettant ultimement d’augmenter la
concentration de calcium intracellulaire.>® Cependant, il a été montré que la liaison de ET-1
sur les récepteurs de type ETg des cellules endothéliales favorise la production de NO, ce qui
engendre un stimulus plut6t vasodilatateur.*® Cela suggére qu’une balance est essentielle au

maintien du tonus vasculaire.

Plusieurs pistes ont été¢ explorées lors du développement d’inhibiteurs des récepteurs a
I’endothéline, ou une attention particuliére a été¢ portée quant a la spécificité du récepteur
ciblé par les antagonistes. Le Bosentan fut le premier de cette classe a €tre utilisé en clinique

pour traiter ’HTAP. Il cible autant les récepteurs de type ETa et ETg, et est encore largement
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utilisé a ce jour.*! Le Macitentan est également un inhibiteur ciblant les récepteurs ETx et
ETs ayant été approuvé dans les derniéres années.*> Contrairement au Bosentan, la dose
nécessaire pour atteindre les mémes effets est plus faible et peu d’effets hépatotoxiques ont
¢té observés suite a I’administration de ce médicament, qui permet en plus d’améliorer la
qualité de vie des patients.**** L’ Ambrisentan est quant a lui un inhibiteur spécifique des
ETa. En théorie, son utilisation permettrait de conserver les effets bénéfiques de la production
de NO par les cellules endothéliales. Cependant, aucun avantage particulier n’aurait été
observé a utiliser des inhibiteurs spécifiques ou non aux récepteurs a ’endothéline.’” La
présence de ces deux types d’antagonistes sur le marché suggere que les deux stratégies

offrent des effets bénéfiques.

2.3.4 Inhibiteurs des canaux calciques

Les inhibiteurs des canaux calciques sont moins utilisés puisque seulement une faible
proportion des patients (environ 5%) y répondent de fagon chronique.*’ Ces patients sont
généralement identifiés lors du cathétérisme cardiaque menant au diagnostic. Selon les plus
récentes lignes directrices, tous les patients pour lesquels une HTAP est confirmée devraient
se soumettre a un test de vasoréactivit¢ pulmonaire aigu au moment du cathétérisme
cardiaque droit afin de confirmer la réponse au traitement.*® L’identification des patients
répondeurs est nécessaire puisque ce traitement peux engendrer une détérioration de 1’état du

patient s’il est utilisé chez un individu pour qui I’utilisation n’en est pas recommandée.
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3. Physiopathologie cellulaire et moléculaire de PHTAP

Les dérégulations au niveau des cellules des parois vasculaires représentent une composante
importante de la pathologie. Il est de plus en plus accepté dans la communauté que la
progression de la pathologie se fait en deux phases. Une combinaison de différents facteurs
de stress environnementaux et d’altérations génétiques provoquerait dans un premier temps
une lésion au niveau de I’endothélium, induisant I’apoptose d’un certain nombre de cellules
endothéliales (CE).*” Un changement de perméabilité au niveau de la barriére endothéliale
favorise I’infiltration de médiateurs inflammatoires et de facteurs de croissance, affectant les
autres couches de la paroi artérielle comme la média et I’adventice. Dans la seconde phase
de la pathologie, les CE résidentes, les PASMCs et les fibroblastes pulmonaires acquiérent
différents mécanismes adaptatifs favorisant leur survie et leur prolifération, menant au
remodelage progressif et a I’oblitération des artéres pulmonaires distales (se référer a la revue

de littérature présentée dans I’annexe I).

Moderate PAH Severe PAH

Genetic predisposition
Oxidative stress
Inflammation

Adventitial
(Fibroblasts)

Media
.~ (Smooth muscle cells))

Intima (Endothelial cells)

Normal Compensation Failure )
Cardiac

l output
RV ‘
dilatation

e Right ventricular (RV) hypertrophy & F

Figure 1.6 : Représentation schématique de la progression pathologique de ’HTAP. Tirée de Bourgeois et al.
Pulmonary arterial hypertension: New pathophysiological insights and emerging therapeutic targets, Int. J.
Biochem. Cell Biol, 2018
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Dans les sections suivantes, je présenterai briévement les principales dérégulations
impliquées dans le développement de la pathologie associées au remodelage vasculaire.
L’emphase sera mise sur I’acquisition du phénotype pro-prolifératif et anti-apoptotique des
PASMC:s puisque mon étude présentée au chapitre 2 se concentre spécifiquement sur ce type
cellulaire. Bien entendu, les désordres présentés ne représentent pas une liste exhaustive et il
faut garder en téte que les relations entre les processus sont beaucoup plus complexes en
réalité. Il ne faut pas non plus négliger le fait que I’environnement vasculaire est dynamique
et qu’une communication constante se produit entre les différentes cellules et

I’environnement extracellulaire.

3.1 Susceptibilité génétique

Les mutations du géne BMPR2 (bone morphogenetic protein receptor type II, membre de la
superfamille des TGF-p) sont parmi les plus fréquemment retrouvées en HTAP. Elles sont
présentes dans environ 75 % des cas d’HTAP héréditaires et retrouvées de facon sporadique
dans environ 25% des cas d’HTAP idiopathique.** A ce jour, plus de 300 mutations
différentes ont été identifiées dans ce géne.* Elles sont de type autosomale dominante, mais
avec une pénétrance qui est plutdt faible (environ 20 %).>" Il n’en demeure pas moins qu’il
s’agit du facteur de risque le plus important pour le développement de ’HTAP. Il a été montré
que les porteurs de mutations sont plus jeunes au moment du diagnostic et présentent des
données hémodynamiques plus séveres, en plus de présenter un risque de mortalité plus
élevé.! Les mutations répertoriées résultent toutes en une altération ou une perte de fonction
de la protéine. Les études ont permis de démontrer qu’environ 20% des animaux portant la
mutations développement une HTAP, un ratio similaire a la pénétrance de la mutation
observée chez I’humains.”” De fagon intéressante, le rats hétérozygotes développent une
HTAP plus sévere comparativement aux animaux WT suivant une exposition a différents
facteurs de stress comme 1’hypoxie et I’inflammation, suggérant que la perte de BMPR2
serait un facteur de risque favorisant le développement de la pathologie.’?>* D’un point de
vue moléculaire, les études montrent que les mutations BMPR2 sensibilisent les CE a
I’apoptose, ce qui pourrait expliquer pourquoi les porteurs de mutations sont plus

susceptibles a développer la maladie.®* 1l a aussi été montré que la perte de BMPR2 est
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associée a divers processus impliqués dans la physiopathologie de ’HTAP. Une diminution
de I’expression de BMPR2 est associée a une augmentation de la transition endothéliale a
mésenchymateuse (processus décrit a la section 3.2.2) et une augmentation dans la
production de chimiokines et de cytokines pro-inflammatoires.>*> De facon intéressante,
d’autres mutations liées aux voies de signalisation de la superfamille des TGF-3 ont été
identifi¢ées en HTAP, notamment dans les génes ALK 1 (Activin A receptor type II-like kinase
1, récepteur TGF-B), ENG (endoglin), SMAD4 et SMAD9 (agissant en tant que transducteur
du signal), ce qui supporte I’hypothése qu’une altération des voies de signalisation TGF-f3

sont d’une importance cruciale dans le développement de la pathologie.6-7

D’autres mutations ont également ¢té identifiées en HTAP mais ont été nettement moins
¢tudiées que celles du gene BMPR2. Des mutations dans le géne KCNK3, codant pour un
canal potassium K*, ont été identifiées chez un certain pourcentage d’individus atteints
d’HTAP familiale et idiopathique. Il a ét¢ montré qu’une inhibition chronique de KCNK3
utilisant un bloqueur sélectif du canal chez le rat induit une prolifération exagérée des CE et
¢galement des PASMCs, suggérant que la perte de fonction de ce canal ionique favorise le

remodelage vasculaire.>®

3.2 Cellules endothéliales

Tel que mentionné précédemment, le consensus actuel suggere que la pathologie est initiée
par une apoptose précoce des CE induite par des facteurs de stress environnementaux,
pouvant €tre combinés ou non a une susceptibilité génétique. Suite a I’apoptose initiale des
CE, il y aurait une sélection des CE résistantes a I’apoptose. Les cellules résidentes des arteres
vont par la suite développer des mécanismes adaptatifs leur permettant d’assurer leur survie
et leur prolifération, contribuant ainsi a ’obstruction de la lumiére.’® Bien que dans ce
mémoire 1’accent est mis sur les PASMC:s, il est important de comprendre que la dysfonction
endothéliale contribue également de fagon importante au remodelage vasculaire. On observe
en HTAP un débalancement dans la sécrétion de facteurs vasoconstricteurs et une diminution
de production de vasodilatateurs. On observe une diminution du NO, un acteur majeur

impliqué dans la vasodilatation.®® De plus, ’ET-1 est un puissant vasoconstricteur produit
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entre autres par les CE et est exprimé de fagon importante en HTAP comparativement aux
contrdles, favorisant la constriction des artéres pulmonaires.’® Tel que mentionné
précédemment, la grande majorité des thérapies actuellement utilisées en HTAP vont cibler
ce débalancement afin de favoriser la vasodilatation (voir section 2.3). Les lésions dans
I’endothélium causées par I’apoptose initiale des CE exposent également les autres cellules
de la média et I’adventice (PASMC:s et fibroblastes) aux facteurs circulants, ce qui favorise
leur activation et les débalancements phénotypiques observés. D’autres altérations liées a la
dysfonction endothéliale sont observées dans la pathologie et seront décrites
subséquemment. De fagon intéressante, bien que les thérapies actuellement en
développement visent majoritairement a induire la mort cellulaire et diminuer la prolifération
des cellules, il a ét¢ montré que d’empécher 1’apoptose et favoriser la survie des CE dans les
stades précoces limite grandement le développement de I’HTAP.6'2 Ainsi, il serait
intéressant de considérer cette relation spatio-temporelle dans le développement
d’éventuelles thérapies pour ’'HTAP puisque la réponse a certains traitements pourrait

différer selon le stade de la pathologie.

3.2.1 Lésions plexiformes

La présence de Iésions plexiformes représente une caractéristique commune aux différents
types d’HTAP et est souvent associée a un mauvais pronostic. Elles se présentent sous forme
de structures vasculaires d’apparence gloméruloide prenant leur origine a partir de petites
artérioles sanguines (d’un diameétre de 50 a 300 uM).63 Ces lésions sont caractérisées par une
prolifération désordonnée des CE, qui auraient acquis un avantage de croissance par rapport
aux cellules « normales ».6% Les Iésions plexiformes sont hétérogénes. On y retrouve des CE,
des cellules mésenchymateuses exprimant ou non 1’alpha smooth muscle actin (adSMA) un
marqueur typique aux cellules musculaires lisses, des myofibroblastes et des cellules
inflammatoires.6566 [l est reconnu que les 1ésions plexiformes évoluent dans le temps et
peuvent devenir fibrotiques, avec une accumulation importante de matrice extracellulaire.6”
Bien que leur présence soit caractéristique de ’'HTAP, on ne comprend toujours pas
aujourd’hui quel est I’impact de ces 1ésions au niveau hémodynamique et sur la progression

de la maladie.
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3.2.2 Transition endothéliale — mésenchymateuse

Le remodelage des artéres pulmonaires est associ¢ a une hyper prolifération des CE et des
PASMC:s. Plus récemment, la transition « endothéliale a mésenchymateuse » (endoMT) a été
identifiée comme processus pouvant €galement contribuer a 1’épaississement de la paroi
vasculaire.®8 Lors de ce processus, les CE changent progressivement de phénotype, perdant
des marques typiques des CE (tels que VE-cadhérine, PECAM-1,), adoptent I’apparence
morphologique et expriment des marqueurs caractéristiques de cellules mésenchymateuses
tels que (aSMA).%? Lorsque les interactions cellules-cellules sont rompues, les CE en
transition phénotypique peuvent acquérir la capacité de migrer vers ’intérieur de la paroi
vasculaire. Dans le contexte de I’HTAP, une certaine proportion de cellules
mésenchymateuses présente dans la néointima des patients de méme que dans différents
modeles précliniques sont d’origine endothéliale.”? Les études ont associé ’endoMT a une
altération de la voie de signalisation BMPR2, géne fréquemment muté en HTAP.5570 Rétablir
la signalisation de cette voie améliore I’HTAP, mais I’impact direct sur I’endoMT reste a

démontrer.”1

3.3 Inflammation et immunité

La prévalence ¢élevée de ’'HTAP dans les cas de pathologies auto-immunes et infectieuses
comme les maladies des tissus conjonctifs (ex: sclérodermie systémique) et le VIH a été une
premicre indication qu’une composante inflammatoire et immunitaire pouvait avoir un role
a jouer dans la pathologie.”?2 Dans les derniéres années, les recherches ont démontré
I’importance de ces réponses dans la pathologie. Plusieurs types de cellules immunitaires
(macrophages, monocytes, lymphocytes T, lymphocytes B, cellules dendritiques) sont
retrouvées au sein des lésions vasculaires de méme qu’en périphérie des vaisseaux sanguins
remodelés.”>> De plus, on a retrouvé des auto-anticorps dirigés contre les cellules
endothéliales dans le sang de patients HTAP, suggérant un role de 1’auto-immunité.”®
Cependant, son implication exacte dans 1’étiologie de ’HTAP demeure incomprise a ce jour.
On retrouve un niveau €levé de plusieurs cytokines inflammatoires (IL-1p3, IL-6, TNFa, de

méme que les interleukines IL-2, IL-4, IL-8, IL-10) dans le sérum des patients HTAP.77
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L’¢étude menée par Soon et collaborateurs a mis en évidence une corrélation entre la quantité
de cytokines circulantes retrouvées dans le sang et la survie de patients atteints d’HTAP.77
Certaines cytokines inflammatoires telles que le TNFa et I’IL-1f contribuent a la dysfonction
endothéliale en induisant I’endoMT in vitro, suggérant un role de 1’inflammation dans la
progression du remodelage vasculaire.”87? La surexpression de IL-6 dans un modéle de
souris transgénique entraine une muscularisation des APDs et sensibilise les souris au
développement de ’HTAP suivant une mise en hypoxie.®° In vitro, cette cytokine induit la
prolifération des PASMCs. L’utilisation d’antagonistes des récepteurs a I’IL-6 prévient et
améliore ’HTAP dans deux mode¢les précliniques (MCT et Su/Hx, qui seront décrits a la

section 4 de I’introduction).?!

Beaucoup d’efforts ont ét¢ mis dans les dernieres années afin de développer de nouvelles
thérapies ciblées pour ’HTAP. Considérant I’importance de la réponse inflammatoire dans
la pathologie, plusieurs équipes ont tenté¢ de la cibler comme nouvelle thérapie. Plusieurs
¢tudes précliniques ont démontré que cibler la voie IL-6 semble étre une stratégie
prometteuse (revue par Pullamsetti et al).82 Cette voie a également fait I’objet d’une étude
clinique de phase 2 avec le Tocilizumab (NCT02676947), un anticorps dirigé contre
récepteur 1L-6.83 Une étude clinique de phase 2 est également en cours avec le Rituximab,
un anticorps anti-CD20 (antigéne présent sur les lymphocytes B), pour le traitement de
I’HTAP associée a la sclérodermie (NCT01086540). A ce jour, aucune thérapie ciblant
directement la réponse inflammatoire n’est cependant acceptée pour une utilisation chez les
patients, mais les avancées concernant cette stratégie thérapeutique seront a surveiller dans

les prochaines années.

3.4 Facteurs de croissance

Les facteurs de croissance sont des médiateurs circulants et grand nombre d’entre eux ont été
impliqués dans 1’étiologie de ’'HTAP. Ceux-ci affectent plusieurs types cellulaires. Suivant
la rupture de I’endothélium dans les phases initiales de la pathologie, I’exposition des
PASMCs a ces facteurs de croissance favorisent leur prolifération, leur migration et leur

survie, ce qui contribue grandement au remodelage vasculaire. Ils ont fait I’objet de
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nombreuses €tudes et plusieurs se sont intéressés a ceux-ci en tant que cible thérapeutique

potentielle. Certains parmi les plus étudiés seront décrits ci-dessous.

3.4.1 Facteur de croissance deriveé des plaquettes (PDGF)

Le PDGEF est un facteur de croissance jouant un role important dans la prolifération des
PASMCs en HTAP. Différents isoformes du PDGF de méme que ses récepteurs sont
surexprimeés dans les APDs et les poumons de patients HTAP comparativement aux individus
contrdles.84 Le PDGF stimule la prolifération des PASMCs en activant la voie STAT3, en
plus de favoriser I’effet Warburg via 1’activation de HIF-1a par la voie PI3K/AKT/mTOR
(décrits plus en détails subséquemment).8586 L’inhibition de la voie du PDGF avec
I’imatinib, un antagoniste du récepteur au PDGF, améliore les données hémodynamiques et
diminue le remodelage vasculaire dans deux modé¢les précliniques.8’ L’imatinib a été le
premier inhibiteur a étre utilisé dans 1’objectif de cibler le remodelage vasculaire, considérant
que ces effets sont principalement anti-prolifératifs et pro-apoptotiques. Ghofrani et
collaborateurs ont été les premiers a rapporter une amélioration significatives des données
hémodynamiques, de la distance de marche et de la classe fonctionnelle chez un patient
suivant I’utilisation de I’imatinib combiné a la trithérapie actuelle.®® Cette drogue a ensuite
fait ’objet d’études cliniques de phase 2 et 3. Son utilisation entraine une importante
amélioration du CO, de la RVP et de la capacité d’exercice chez une grande majorité¢ des
patients.??° Cependant, les effets secondaires néfastes observés chez une certaine proportion

des patients ont limité la poursuite des études.”1

3.4.2 Facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF)

Le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) est trouvé en quantité élevée dans le
plasma des patients HTAP de méme que dans les 1ésions plexiformes.?2 Il joue un role
important dans le tonus vasculaire puisqu’il favorise la synthése de NO et de prostacycline,
deux médiateurs impliqués dans la vasodilatation.®3 La production de VEGF est stimulée par
I’activation de HIF-1a et plusieurs autres facteurs de croissance tels que le PDGF et le TGF-

. Le VEGF serait un modulateur important dans I’hypertension induite par I’hypoxie et il
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aurait un rdle protecteur sur les cellules endothéliales. L’inhibition de cette voie de
signalisation dans les mod¢les animaux entraine une HTAP sévere tel qu’il sera décrit a la

section 4.2.

3.4.3 Superfamille des TGF-p (transforming growth factor beta)

Cette super famille comprend plus d’une trentaine de facteurs circulants dont certains
facteurs de croissance et différenciation, de méme que les « bone morphogenetic proteins »
(BMP).%* Les membres de cette super famille sont des ligands qui s’associent a des récepteurs
transmembranaires de type sérine/thréonine kinase. La cascade de signalisation est ensuite
transmise via I’action de protéines SMAD qui vont permettre la régulation de 1’expression
de genes spécifiques. Les BMPs font partie des facteurs les plus étudiés dans la pathologie
en raison des mutations fréquentes du gene BMPR2. De plus, méme si aucune mutation du
gene BMPR2 n’est identifiée, certains individus peuvent tout de méme présenter une
altération dans cette voie de signalisation, faisant d’elle un centre d’intérét majeur dans les
¢tudes sur la pathologie. Le ligand TGF-f3 a aussi fait 1’objet de plusieurs études. Il est
augmenté dans la média et I’intima d’artéres remodelées, en plus d’étre retrouvé en grande
quantité dans les 1ésions plexiformes.?> Il agirait en tant qu’inhibiteur de la voie BMP, en
plus de favoriser divers processus cellulaires tels que la prolifération cellulaire,

I’inflammation et la fibrose pulmonaire chez les patients HTAP.%5

3.6 Altérations métaboliques (effet Warburg) et mitochondries

En 1956, Otto Warburg a démontré que les cellules cancéreuses présentent un métabolisme
altéré.”¢ Elles utilisent de fagon accrue la glycolyse anaérobie aux dépens de la
phosphorylation oxydative, et ce méme si le taux d’oxygene est suffisant pour soutenir
normalement le processus de respiration cellulaire. Cette dérégulation est depuis connue sous
le nom d’effet Warburg. De fagon similaire aux cellules cancéreuses, ce méme changement

métabolique est observée dans les PASMCs et les CE HTAP.97.98
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Figure 1.7 : Schéma représentatif de I’effet Warburg. Adaptée de Neoplasia, Hammer GD, McPhee SJ.
Pathophysiology of Disease: An Introduction to Clinical Medicine, 8e; 2019

A la fin du processus de la glycolyse, le glucose est transformé en pyruvate puis est ensuite
converti en acétyl-CoA par la pyruvate déshydrogénase (PDH), pour ensuite E&tre
completement dégradé dans le cycle de Krebs. Lors du cycle de Krebs, il y aura production
de NADH, qui sert de source d’électrons pour la phosphorylation oxydative ayant lieu dans
la mitochondrie.?® Aprées la complétion du processus de la phosphorylation oxydative, 36 mol
d’adénosine triphosphate (ATP) sont produites. Il s’agit du principal processus de production
d’ATP pour les organismes aérobie (c’est a dire lorsqu’il y a présence d’O;). Contrairement
a cela, la glycolyse anaérobie (absence d’O,) est beaucoup moins efficace pour produire de
I’énergie, puisque seulement 2 mol d’ATP sont produites pour 1 mol de glucose. Cependant,
elle procure d’autres avantages aux cellules, notamment en favorisant la production de

biomasse nécessaire a la prolifération cellulaire.100
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En HTAP, I’effet Warburg a grandement ¢été associé a I’activation normoxique de HIF-1a.
Son activation contribue a 1’altération métabolique des PASMCs en augmentant entre autres
I’expression des transporteurs de glucose GLUT1 et GLUTS3, ce qui favorise I’incorporation
du glucose dans la cellule. L’expression normoxique de HIF-la favorise également la
surexpression de plusieurs autres enzymes impliquées dans la glycolyse comme 1’hexokinase
2 (HK-II), la pyruvate kinase de type M2 (PKM2) et LDHA (lactate déshydrogénase
A).101.102 De plus, HIF-1a régule 1’expression de PDK (pyruvate déshydrogénase kinase),
qui peut phosphoryler la PDH et en retour inhiber son activité, favorisant ainsi la conversion
du pyruvate en lactate plutot qu’en acétyl-CoA. Le métabolisme cellulaire a fait 1’objet de
cible thérapeutique avec le dichloroacetate (DCA), qui favorise la phosphorylation oxydative
en bloquant I’activité de la PDK. Le DCA améliore les mesures hémodynamiques et la survie
dans le modele MCT. L’inhibition de la PDK est associée a une diminution de la prolifération
cellulaire et une augmentation de 1’apoptose dépendante des mitochondries, dii a une
dépolarisation des membranes mitochondriales.193 Les traitements avec le DCA ont
¢galement fait I’objet d’une étude clinique de phase 1 (NCT01083524) pour évaluer son effet
chez les patients atteints d’HTAP idiopathique. Cette ¢tude a révélé que le DCA améliore la
PAPmM, la résistance vasculaire pulmonaire et le test de marche chez certains individus.194 De
facon intéressante, cette étude montre qu’une absence de réponse au traitement était associée
a la présence de polymorphismes (SNP — single nucleotide polymorphism) dans les geénes
SIRT3 et UCP2. Il s’agit d’une premiere évidence ouvrant la porte a I’instauration d’un
traitement par médecine de précision, ou les individus pourraient subir un dépistage préalable

au traitement afin d’évaluer leur réponse potentielle.

L’effet Warburg est souvent associé¢ a une dérégulation mitochondriale. Les PASMCs HTAP
des patients et de plusieurs modeles animaux sont déficientes pour le complexe 1 de la chaine
de transport d’électron, ce qui favorise la glycolyse aérobie.105106 [es cellules présentent
¢galement des mitochondries hyper polarisées en raison d’une accumulation d’ions H* dans
le cytoplasme.197 Cette hyperpolarisation de la membrane mitochondriale empéche le

relachement de facteurs pro apoptotiques et limite ainsi 1’apoptose dépendante des

28



108

mitochondries.”® Les études suggerent qu’une dérégulation mitochondriale agirait en tant

qu’événement précoce dans le développement de la maladie.105

L’oxydation des acides gras (FAO), processus au cours duquel il y a production d’acétyl-
CoA, favorise un changement métabolique vers la glycolyse en inhibant 1’oxydation du
glucose.!?” L’étude menée par Sutendra et collaborateurs a démontré que bloquer I’enzyme
malnoyl-CoA décarboxylase (MCD), responsable de la décarboxylation du malnoyl-CoA et
de la production d’acétyl-CoA dans les PASMCs, empéche la FAO et augmente 1’oxydation
du glucose, diminuant ainsi I’hyperpolarisation des membranes mitochondriales et favorisant
I’apoptose dépendante des mitochondries.!'? De plus, les modéles de souris KO pour la MCD
sont résistantes au développement de ’HTAP induite par une hypoxie chronique. Ces études
précliniques ont mené a I’initiation d’études cliniques testant actuellement deux inhibiteurs
de FAO comme thérapie pour ’'HTAP, le ranolazine (NTC02829034) et le trimetazidine
(NTC03273387). Ceux-ci sont principalement exploités dans 1’optique d’améliorer la
dysfonction du VD en HTAP.'!!

3.7 Facteurs de transcription, oncogénes et voies de signalisation

Au méme titre que les cellules cancéreuses, plusieurs oncogenes et facteurs de transcription
ont ¢été identifiés comme étant impliqués en HTAP. Leur expression contribue au phénotype

pro-prolifératif et anti-apoptotique des PASMCs.

3.7.1 Facteur de transcription STAT3

STAT3 est un facteur de transcription impliqué dans la régulation de plusieurs processus
biologiques tels que la prolifération cellulaire, la réponse inflammatoire, la résistance a
I’apoptose, etc.112 11 est activé suite a sa phosphorylation par les protéines JAK (Janus
kinase), induites par différents facteurs dont I’'IL-6 et le PDGF.113 Paulin et collaborateurs
ont démontré une activation constitutive de STAT3 en HTAP, ce qui favorise 1’expression
de genes tels que NFAT (nuclear factor of activated T cell) et BCL-2 (B-cell lymphoma 2),

impliqués dans la survie et la résistance a I’apoptose des PASMCs.114 Considérant son large
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spectre de régulation, on y référe souvent comme un nceud de signalisation crucial en
HTAP.115 L’inhibition de STAT3 par le déhydroépiandrostérone (DHEA, une hormone
naturellement produite par le corps connue pour inhiber I’activation de STAT3) améliore
I’hypertension in vivo et fait actuellement I’objet d’une ¢étude clinique de phase 2

(NCT03648385).116

3.7.2 Facteur de transcription NFAT

Comme il a été vu précédemment, NFAT est un facteur de transcription pouvant étre activé
par STAT3. L’activation de ce facteur est également dépendante de la concentration
intracellulaire en ions calcium (Ca®"), qui est augmentée en HTAP.117 Le Ca®" active la
calcineurine qui va déphosphoryler NFAT et favoriser sa translocation nucléaire.
L’inhibition de son activation par le VIVIT renverse ’'HTAP expérimentale.117 Le FK506
(Tacrolimus), un inhibiteur de la calcineurine, a fait 1’objet d’une étude clinique pour le
traitement de PTHTAP (NCT01647945). Les résultats ont démontré que le médicament est
bien toléré chez les patients et permet d’améliorer la distance au test de marche 6 minutes de
méme qu’une amélioration des parametres d’échocardiographie, sans pour autant étre
significatifs.118 Le manque de puissance statistique pourrait étre di a une cohorte plutot

petite, mais les résultats sont encourageants et les investigations se poursuivent.

3.7.3 Facteur de transcription HIF

Les facteurs inductibles a 1’hypoxie HIFs (hypoxia inducible factors) sont des facteurs de
transcription constitués de deux sous-unités, o et [. Trois sous-unités alpha ont été
identifiées : HIF-1a, HIF-2a. et HIF-3a.. Ces sous-unités a sont instables en condition de
normoxie puisqu’elles sont hydroxylée par les prolyles hydroxylases (PHD) et sont ainsi
ciblées pour dégradation par le protéasome.''” En hypoxie, les PHD sont inactives ; les sous-
unités a deviennent donc stables et sont transloquées au noyau afin de se dimériser avec la
sous unité et former un complexe transcriptionnellement actif. Les études ayant mené a la
découverte des mécanismes moléculaires responsables de 1’adaptation cellulaire aux

variations des niveaux d’oxygenes ont été récompensées du prix Nobel de médecine en 2019.
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HIF-1a est la sous-unité la mieux caractérisée et de loin la plus étudiée dans la pathologie.
A ce jour, les études sur son role exact demeurent contradictoires. Cependant, la plupart des
¢tudes menées in vitro et dans les modeles animaux tendent a suggérer un role pathologique
de I’activation normoxique de HIF et de sa surexpression. L’expression de HIF-la est
augmentée dans les CE, les PASMCs et les poumons de patients HTAP. HIF-1a régule
I’expression de nombreux genes impliqués dans 1’altération métabolique, I’inflammation, la
survie cellulaire et la prolifération des PASMCs.!93:120:121 Une étude a cependant rapporté des
résultats contradictoires en montrant une sous expression de HIF-1a dans les PASMCs et
que cette sous expression favoriserait la constriction des cellules.!?? Plusieurs facteurs de
croissance tels que le PDGF et PEGF (facteur de croissance endothélial), des cytokines
inflammatoires et I’ET-1 favorisent 1’activation de HIF-1a en induisant sa transcription via
la voie de signalisation PI3K/AKT.'?3124 Les souris hétérozygotes pour HIF-1a. présentent
moins de vaisseaux muscularisés et un remodelage moins important suivant la mise en
hypoxie.!?® La délétion de HIF-la spécifique aux cellules musculaires lisses prévient
également le remodelage vasculaire induit par I’hypoxie chronique.'?® HIF-1o stimule I’effet
Warburg en régulant 1’activation de plusieurs génes impliqués dans la glycolyse comme la
PDK, GLUTI, HK-II et LDHA (voir section 3.6).8¢ Au vue de ces études, cibler HIF-1a
semble €tre une stratégie thérapeutique prometteuse. La digoxine est une drogue souvent
utilisée pour traiter les défaillances cardiaques. De plus, elle inhibe [activité
transcriptionnelle de HIF-1. Abud et collaborateurs ont démontré que cette drogue peut
prévenir et renverser le remodelage vasculaire et ’hypertrophie du VD dans mode¢le de souris

exposées a I’hypoxie chronique.'?’
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Figure 1.8 : Représentation schématique de la voie de signalisation HIF-1 et sa régulation en normoxie vs
hypoxie. Figure adaptée de West JB, NEJM 2017

Bien que moins étudi¢e que HIF-1a, la sous-unité HIF-2a a également été¢ impliquée dans la
pathologie. La suppression partielle de HIF-2a de fagon systémique réduit le développement
de ’hypertension dans modgle de souris exposée a I’hypoxie chronique.'?® Cette méme étude
a mis en évidence que HIF-2a est aussi requis dans cellules endothéliales pour
développement de I’hypertension induite par hypoxie et qu’elle contribue au phénotype
activé des cellules endothéliales. Cependant, une autre étude a montré que les souris KO pour
HIF-2a dans cellules endothéliales développent spontanément HTAP quelques mois apres la

naissance. Ces souris présentent une ¢lévation de la PAPm et un remodelage du ventricule
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droit.'?® Ces études contradictoires démontrent que beaucoup de travail reste a faire afin de
bien comprendre leur implication physiopathologique et de pouvoir les cibler comme
thérapie potentielle. Les données suggerent qu’il pourrait exister des différences spatio-

temporelles dans le role de HIF-1/2 en HTAP et demeurent a étre élucidées.

3.7.4 Facteurs FOX

Les FOX font partie d’une grande famille de facteurs de transcription qui comprend plus
d’une cinquantaine de membres identifiés. Certains d’entre eux ont ét¢ grandement étudiés
et ont ét¢ impliqués dans différentes pathologies, en particulier dans le cancer. De facon
intéressante, certaines études se sont également penchées sur I’'implication des FOX en

HTAP.

Les FOXOs sont souvent considérés comme des régulateurs négatifs de la prolifération et
sont associés a I’induction d’un arrét du cycle cellulaire et de ’apoptose.'*? Savai et
collaborateurs ont démontré que I’expression de FOXO1 est fortement diminuée en HTAP.
Ils ont démontré que différents facteurs de croissance et cytokines inflammatoires connus
pour étre impliqués dans I’HTAP (PDGF, IL-6, TNF-a) vont activer des voies de
signalisation comme PI3K/AKT et STAT3, ce qui va mener a la phosphorylation de FOXO1.
131 Une fois phosphorylé, FOXO1 est exclu du noyau et est ciblé pour dégradation par le
protéasome. Cette équipe a également montré que le paclitaxel, un agent anticancéreux qui
augmente I’expression et ’activité de FOXOI1, permet de renverser le phénotype des
PASMCs — HTAP. In vivo, le paclitaxel améliore les paramétres hémodynamiques dans les
modeles MCT et Su/Hx. Des résultats similaires ont également été obtenus par une autre
équipe dans le modéle MCT.!3? Certaines études ont également montré que FOXOT1 serait un
régulateur négatif de FOXM1, un facteur de transcription appartenant a la méme famille
ayant largement été ¢tudié dans le cas de cancer. Cet axe de régulation favorise la
prolifération cellulaire.!® En effet, la diminution de I’expression de FOXOI serait
responsable de la surexpression de FOXMI1 et favoriserait la prolifération cellulaire. Le role
de ce facteur sera décrit plus en détail a la section 5 de ’introduction puisqu’il est I’objet

principal de 1’étude présentée au chapitre 2.
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3.7.5 Facteur anti-apoptotique Survivin

Survivin fait partie de la famille des inhibiteurs de 1’apoptose. Son expression ¢élevée dans
les PASMCs HTAP en fait un important médiateur du phénotype des PASMCs et contribue
au développement de la pathologie.l34 Son inhibition par thérapie génique permet de
renverser I’HTAP in vitro de méme que dans les modeles animaux. Son expression dans le
sérum des patients correle généralement avec la sévérité¢ de la pathologie et pourrait étre

utilisée comme potentiel biomarqueur de la pathologie.13°

3.7.6 Autres voies de signalisation impliquées en HTAP

La prolifération et la survie des cellules constituant la paroi des AP (CE, PASMCs et
fibroblastes) impliquent de nombreux facteurs et I’activation persistante de nombreuses voies
de signalisation. Certaines parmi les plus importantes (telles que les voies BMPR2, STAT3
et HIF) ont été décrites dans les sections précédentes, mais d’autres méritent également d’étre

mentionnées.

Notch3 est un récepteur de la famille des Notch et a ét¢ impliqué dans la prolifération et la
différenciation des PASMC:s. Le récepteur Notch3 est surexprimé en HTAP et son expression
corréle avec la sévérité de la pathologie.!¢ Cette voie de signalisation est connue pour réguler
I’expression du récepteur au PDGF, mais également pour interagir avec les voies de
signalisation BMPR2 et HIF-1."3%137 ’inhibition de sa voie de signalisation a été investiguée
par plusieurs équipe et semble avoir un effet bénéfique pour le traitement de ’HTAP dans

les modeles in vivo (revu par Morris et al.).'?3

Plusieurs études montrent également une activation aberrante des voies MAPK (mitogen
activated protein kinases) en HTAP. Les voies des MAPK incluent trois principales voies de
signalisation : RAF/ERK1/2, JNK et p38. La voie p38 MAPK contribue a la dysfonction
endothéliale et a ’activation des fibroblastes.'*® In vitro, la prolifération des PASMCs est
notamment dépendante de I’activation de p38 MAPK.'® In vivo, son inhibition permet de
prévenir et renverser ’HTAP dans deux mod¢les précliniques d’HTAP.'#! Une autre étude

menée par Kojonazarov et collaborateurs a permis de montré que I’inhibition de p38 MAPK
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améliore les fonctions cardiaques et diminue la fibrose dans le VD.!'*? La voie RAF/ERK1/2
est activée principalement suivant la liaison de facteurs de croissance a leurs récepteurs de
type tyrosine/kinase tels que VEGFR et PDGFR. Plusieurs équipes ont tenté de cibler ces
récepteurs tyrosine kinase puisque ces voies de signalisation sont impliquées dans diverses
facettes de la pathologie. On peut penser a I’imatinib, dont I’exemple a ét¢ donné
précédemment (section 3.4.1), qui montrait initialement un grand potentiel thérapeutique
pour le traitement de ’HTAP. En contrepartie, d’autres inhibiteurs des tyrosine/kinase
favorisent plutot le développement de la pathologie. Par exemple, le Su5416 (inhibiteur du
VEGFR) est utilisé pour induire la pathologie in vivo (le modele sera décrit plus en détail
dans les sections suivantes). Des cas d’HTAP ont aussi été rapportés suivant I’utilisation du
Dasatinib, un inhibiteur tyrosine kinase utilisé dans le traitement pour la leucémie.'®? Ces
données suggerent que les effets de I’inhibition des récepteurs tyrosine/kinase sont

complexes et qu’il faut donc demeurer prudent dans 1’utilisation de tels inhibiteurs en HTAP.

3.8 Activation des fibroblastes

L’adventice a regu beaucoup moins d’attention dans I’historique de la recherche en HTAP
comparativement aux deux autres couches cellulaires constituant la paroi artérielle.
Cependant, les évidences suggérent que les fibroblastes et 1’adventice jouent un role

nettement sous-estimé dans la régulation et le maintien de I’homéostasie vasculaire en HTAP.

Une fois activés, les fibroblastes habituellement quiescents peuvent proliférer, migrer et se
différencier en myofibroblastes exprimant I’aSMA.1 Ils sont également un producteur
important de matrice extracellulaire. L’activation de ces cellules contribue donc au
remodelage et a la modulation du tonus vasculaire. Les analyses d’histopathologies chez
I’humain ont révélé une accumulation importante de ces myofibroblastes dans 1’adventice

des patients HTAP.144

Plusieurs facteurs tels que I’hypoxie, I’IL-6, et le TGF-B induisent la prolifération et la
différenciation des fibroblastes d’AP.1.145146 Ces cellules sont également impliquées dans la

régulation de la réponse inflammatoire. Une fois activés, les fibroblastes peuvent en retour
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produire et sécréter une variété de cytokines pro-inflammatoires, favorisant ainsi le
recrutement de cellules inflammatoires dans les régions périvasculaires.14” Bien que 1’on
comprenne mieux aujourd’hui I’importance de ces cellules, le manque d’outils spécifiques
pour les étudier (par exemple 1’absence de marqueurs cellulaires exclusivement spécifiques

aux fibroblastes) impose une sévere limitation dans I’étude de ce type cellulaire.

3.9 Facteurs épigénétiques

Un facteur épigénétique est un facteur pouvant réguler I’expression génique sans modifier
directement la séquence nucléotidique de I’ADN. Trois principaux types de modifications
sont considérées comme étant des modifications épigénétiques : les processus permettant la
méthylation de I’ ADN, les modifications des histones et la régulation de I’expression par des
ARN non codants.'*® Ces modifications peuvent étre héritées et transmises lors de la

réplication cellulaire ou bien acquises de novo.'¥

3.9.1 Méthylation de ’ADN

La méthylation de I’ADN consiste a ajouter un groupement méthyl sur nucléotide de I’ADN,
typiquement les cytosines.!*® La méthylation de ’ADN est généralement associée a une
répression de ’expression génique.'>' Plusieurs facteurs ont la possibilité d’ajouter des
groupements méthyl sur I’ADN, notamment les « DNA methyl transferase » (Dnmt). En
HTAP, on observe une surexpression de Dnmtl et Dnmt3 dans les poumons de rats FHR
(Fawn-hooded rat), un modéle qui développe spontanément la pathologie.!>? Ces facteurs
seraient responsables de I’hyper méthylation du géne SOD2, qui est réprimé dans ce modele
et dans les PASMCs de patients. Le promoteur du géne BMPR2 est souvent hyper méthylé
dans les patients atteints comparativement a des membres de leur famille non atteints,
suggérant un mécanisme potentiel pouvant expliquer la répression de 1I’expression de ce gene
en HTAP chez les individus ne portant pas de mutations.'>? De fagon intéressante, on a
récemment identifi¢ des mutations dans le géne TET2 (Tet-methylcytosine-dioxydenase-2),
codant pour une enzyme impliquée dans la déméthylation de I’ADN.'3* Les souris KO pour

TET2 développent de facon spontanée un HTAP. Ces études renforcent I’hypothése voulant
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que les processus €pigénétiques permettant la méthylation et la déméthylation de ’ADN

puissent avoir une incidence sur le développement de la pathologie.

3.9.2 Modification des histones

Les histones sont également susceptibles de subir des modifications épigénétiques. En
HTAP, la plus étudiée est 1’acétylation. Trois groupes d’enzymes vont veiller a 1’équilibre
entre les marques d’acétylation : les marqueurs (histones acétyle transférase — HATs), les
effaceurs (histones désacétylases — HDACs) et les lecteurs. Un équilibre entre 1’activité de

ces enzymes est essentiel a la régulation de la transcription.

Les lecteurs reconnaissent les marques acétylées sur les histones. Les domaines protéiques
permettant la reconnaissance des marques acétylées sont les bromodomaines (BRD) et on les
retrouve dans une grande diversité de protéines. Les lecteurs ont la capacit¢ de réguler
I’expression génique en favorisant le remodelage de la chromatine et la modification des
histones (acétylation/phosphorylation), mais aussi en favorisant le recrutement de facteurs de
transcription et de co-facteurs.'>> Parmi ces lecteurs, BRD4 (bromodomain containing
protein 4) est surexprimé chez les patients HTAP et contribue au phénotype hyper prolifératif
et anti-apoptotique des PASMCs en régulant positivement 1’expression de plusieurs
oncogénes, notamment NFAT, BCL-2 et Survivin.'3® Sa surexpression est en partie due a la
diminution du microARN miR-204 en HTAP, qui sera discutée plus en détail dans la section
suivante. BRD4 a largement été étudié en tant que cible thérapeutique en HTAP. Plusieurs
¢tudes précliniques ont démontré une réversion du phénotype HTAP des PASMCs et une
amélioration de la sévérité de la maladie dans plusieurs modeles animaux suivant 1’utilisation
d’inhibiteurs de BRD4.!56157 Parmi les inhibiteurs de BRD4, 1I’Apabetalone fait en ce
moment I’objet d’une étude clinique pour le traitement de ’HTAP (NCT03655704).

Les HAT sont des enzymes qui ajoutent un groupement acétyle sur les histones. L acétylation
des histones est généralement associée a une ouverture de la chromatine, ce qui facilite
I’acceés a I’ADN pour la machinerie de transcription. Cependant, elles ont peu été étudiées

dans le cadre de la maladie. Les HDACs ont en revanche été¢ beaucoup plus étudiées. De
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nombreuses études ont montré la surexpression de plusieurs protéines de cette famille en
HTAP, notamment HDAC1, HDAC4, HDAC5 et HDAC7."® Les modifications
épigénétiques dues a une activité plus importante des HDACs seraient aussi associées a
I’acquisition du phénotype activé constitutif des fibroblastes pulmonaires.159147 Leur
inhibition est généralement associée a une amélioration des données hémodynamiques, a une
diminution de la production de cytokines inflammatoires et de la migration de cellules
immunitaires vers les régions périvasculaires.159,13%160 Des effets contradictoires ont
cependant été rapportés quant a I’utilisation de ces inhibiteurs, montrant que les inhibiteurs
pan-HDAC n’améliorent pas nécessairement 'HTAP et peuvent méme détériorer les
fonctions cardiaques.'®"-'%2 IIs sont donc a utiliser avec prudence. De fagon intéressante,
HDACS6, qui est une HDAC exclusivement cytoplasmique dont sa fonction n’affecte pas
’acétylation des histones, est également surexprimée en HTAP.'®* La surpression de HDAC6
permet de maintenir Ku70 a un état non acétylé, ce qui empéche la translocation de BAX a
la mitochondrie et la cascade apoptotique résultante. /n vivo, I’inhibition de HDAC6 par la
Tubastatin A améliore ’HTAP dans deux modé¢les animaux, en plus de potentialiser I’effet

de thérapies actuellement approuvées. '

3.9.3 Les ARN non codants

Les microARNs (miR) sont des ARNs composés d’une vingtaine de nucléotides. Ils
modifient 1’expression génique en se liant & un ARN messager cible et empéchent sa
traduction en protéine. A ce jour, plus de 2000 miR ont été découverts.!** De fagon générale,
un seul miR a la capacit¢ de reconnaitre et de cibler plusieurs ARNm différents. Les
évidences suggérent que les miR peuvent réguler jusqu’a 30% du génome.'%*> De nombreuses
¢tudes ont montré leur implication dans 1’étiologie de la pathologie et le réle central qu’ils
occupent dans la dérégulation génique en HTAP.!® A titre d’exemple, ’expression de miR-
204 est diminuée en HTAP et elle corréle avec la sévérité de la pathologie.'®” Cette
diminution est causée par I’activation de STAT3 et serait responsable de 1’augmentation de
I’expression de plusieurs acteurs impliqués en HTAP notamment NFAT, HIF-1a et RUNX2,
favorisant le phénotype pro-prolifératif et anti-apoptotique des PASMCs. 167168169 En HTAP,

I’activation normoxique de HIF-1a est aussi responsable de la diminution de I’expression de
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miR-223, qui entraine [’augmentation subséquente de PARP-1 (Poly [ADP-ribose]
polymerase 1), enzyme impliquée dans la réparation des dommages a ’ADN.!'7° De fagon
intéressante, PARP-1 est connu pour favoriser la répression de miR-204, qui lui-méme
favorise I’activation normoxique de HIF-1a..!”! Cette relation entre les différents facteurs met
en évidence une possible boucle rétroactive qui favorise le maintien de 1’état activé de HIF-

la en HTAP. Outre ces exemples, de nombreux autres miRs ont ét¢ impliqués en HTAP. Ils

ont été décrits en détail et ont fait ’objet de plusieurs revues de littérature. 72 173 174
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Figure 1.9 : Schéma représentatif des microARNs impliqués dans le remodelage vasculaire en HTAP. Figure
adaptée de Boucherat et al. microRNA and pulmonary hypertension Springer 2015

Outre les miRs, les longs ARN non codants (IncRNA) sont également des modulateurs
épigénétiques et ont ¢t¢ impliqués dans de nombreux processus physiopathologiques.

Typiquement, les IncRNA sont définis comme étant des ARNs de plus de 200 nucléotides
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qui ne sont pas traduits en protéines.!”> Ce n’est que tout récemment que leur implication a
¢té mise en évidence en HTAP, le nombre d’articles portant sur les IncRNA sont en constante
augmentation depuis les derniéres années.!’® L implication des IncRNA a été décrite dans de
nombreux processus impliqués dans la pathologie tels que la prolifération, la migration
cellulaire, 1’apoptose, I’endoMT, etc. A titre d’exemple, MALAT1 (metastasis-associated
lung adenocarcinoma transcript 1) est surexprimé en HTAP et a été impliqué dans la
prolifération et la migration des CE et PASMC:s. Il agit en tant «qu’éponge» pour miR-124,
ce qui empéche son activité et favorise 1’expression de protéines comme KLF5, un facteur
de transcription qui favorise la prolifération des PASMCs en régulant 1’expression de cyclin
Bl et ’expression de survivin.'”'’”® MALATI1 a aussi été impliqué dans la transition
endoMT induite par le TGF-B via la diminution de I’expression de miR-145.1° 11 a aussi été
démontré que le IncRNA H19 est augmenté dans le VD compensé des patients HTAP
comparativement aux controles, résultat répliqué dans le modéle monocrotaline.'®® Les
niveaux circulants de H19 permet de discriminer les patients HTAP des contrdles, ce qui en

fait un nouveau biomarqueur potentiel.

3.10 Dommages a ’ADN

Au cours de la vie d’une cellule, celle-ci peut étre exposée a différents stress endogenes et
exogenes induisant des dommages au niveau de I’ADN. Afin de préserver I’intégrité du code
génétique, la cellule est dotée de plusieurs mécanismes lui permettant de réparer un ADN
compromis. Les 1ésions de I’ADN peuvent étre de différente nature. Plusieurs vont induire
des modifications de bases nucléotidiques, ce qui peut mener a un mésappariement de base.
D’autres sources de stress vont plutot induire des cassures au niveau de I’ADN, qui peuvent
étre simples brins (qui sont les formes les plus fréquentes) ou doubles brins (beaucoup plus
dommageables pour la cellule). Bien que les cellules soient dotées de mécanismes pour
réparer les dommages, ils peuvent parfois induire des mutations somatiques. Ces mutations
peuvent étre silencieuses, mais dans certains cas, elles peuvent accorder un avantage de
croissance considérable aux cellules tel qu’observé dans le cas des cellules cancéreuses.
Inversement, si les Iésions s’accumulent et les mécanismes de réparation sont insuffisants, il

va y avoir induction de la mort cellulaire par apoptose.
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Selon la nature des dommages, il existe plusieurs mécanismes de réparation impliquant

différents processus et acteurs moléculaires, mais la séquence des événements est

sensiblement la méme pour toutes les voies de réparation. Lorsqu’il y a présence de

dommages dans la cellule, les mécanismes de réparation sont mis en marche de facon

séquentielle : les premicres protéines impliquées ont pour réle de détecter les dommages.

Elles vont ensuite transmettre le signal a des protéines effectrices qui vont induire I’activation

de différents processus associés a la réparation de I’ADN, la réponse transcriptionnelle, a

I’activation des points de contréle aux dommages a I’ADN et a I’apoptose.
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Figure 1.10 : Représentation schématique de la réparation des dommages a I’ADN par A) recombinaison non
homologue (NHEJ) et B) recombinaison homologue (HR). Adaptée de Velic et al DNA Damage Signalling
and Repair Inhibitors: The Long-Sought-After Achilles’ Heel of Cancer, Biomolecules 2015
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3.10.1 Recombinaison non homologue (NHE.J)

La NHEJ est probablement le plus simple des mécanismes de réparation de dommages
doubles brins. Deux voies différentes ont ét¢ identifiées ; la voie classique (c(NHEJ) et la voie
alternative (aNHEJ). En absence d’un brin modg¢le, les protéines impliquées dans cette voie
réparation vont simplement joindre les extrémités en y synthétisant des nucléotides
aléatoires, sans gabarit modele. Le ¢cNHEJ nécessite 1’association de Ku70 (protéine
impliquée dans la régulation des dommages a I’ADN) aux extrémités libres de I’ADN, ce qui
va ensuite permettre le recrutement des protéines kinase dépendantes de I’ADN (DNA-PKs).
Les DNA-PKcs vont ensuite permettre le recrutement et 1’activation de différents substrats

nécessaires a 1’appariement des extrémités libres.!8%183

Le aNHEJ constitue un autre mécanisme de réparation de cassures doubles brins. Ce
mécanisme est normalement réprimé par le cNHEJ, mais peut étre activé lorsque ce premier
n’est pas fonctionnel.'®* Contrairement au cNHEJ, le aNHEJ est considéré comme une source
d’instabilité génomique puisqu’elle est susceptible d’induire des mutations.'® Cette voie
implique I’action de la Poly (ADP-ribose) polymérase 1 (PARP-1) et du complexe MRN
(composé de trois protéines : Mrel1, Rad50 et NBS1), qui sont mieux connus pour participer
respectivement a la réparation de Iésions simples brins et doubles brins par recombinaison

homologue.

3.10.2 Recombinaison homologue (HR)

La recombinaison homologue consiste en un autre mécanisme de réparation qui survient suite
a des cassure doubles brins. Cette voie implique une réparation utilisant un mode¢le, par
recherche de régions homologues sur la chromatide sceur de ’ADN Iésé. Cette voie de
réparation est moins sujette a induire des mutations puisqu’elle se base sur un modele d’ADN

et ne synthétise pas de nouvelles sections de fagon aléatoire.

Le complexe MRN est crucial au processus de recombinaison homologue. Lorsqu’il y a

présence de dommages doubles brins, le complexe est recruté aux extrémités libres de I’ADN
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et va permettre ’activation de la kinase ATM, qui va ensuite activer la cascade de
signalisation impliquée dans la réparation.'®® Des études ont démontré que la présence des
trois composantes du complexe est essentielle a sa stabilité. La délétion d’une seule d’entre

elles compromet. la stabilit¢ du complexe et la capacité de la cellule a réparer correctement

I’ADN.'%7

3.10.3 Dommages a I’ADN en HTAP

De plus en plus d’évidences suggérent que les dommages a I’ADN et I’activation des voies
de réparation sont impliqués dans la physiopathologie de ’'HTAP. In vitro, les CE de patients
HTAP idiopathique et celles portant une mutation BMPR2 sont plus susceptibles a
I’induction de dommages a ’ADN suivant une exposition a I’irradiation.'® La mutation
BMPR?2 est associée a une diminution de BRCA1, protéine impliquée dans les processus de
recombinaison homologue et du NHEJ. Ces cellules sont également plus susceptibles a
I’apoptose.'#:18% Une étude menée par de Jesus Perez et collaborateurs a également permis
d’identifier TOPBP1 (topoisomerase DNA binding 2-binding protein 1) comme geéne de
susceptibilité pour 'HTAP.'® Ce géne code pour la protéine TopBP1, connue pour étre
impliquée dans les mécanismes de réparations des dommages a I’ADN. Ils ont démontré que
I’expression de TopBP1 est diminuée dans les CE des patients HTAP comparativement aux
controles et que cette diminution augmente la susceptibilit¢ aux dommages a ’ADN et a
I’apoptose. Ces données suggerent qu’une diminution des mécanismes de réparation des
dommages pourrait contribuer a la dysfonction endothéliale et a I’apoptose précoce des CE

observée en HTAP.

Meloche et collaborateurs ont mis en évidence que les PASMCs HTAP présentent plus de
dommages a ’ADN que les cellules saines lorsque mis en culture tel que vu par une
accumulation de yYH2AX (phospho histone H2A.X).!”! Les PASMCs HTAP conservent tout
de méme une prolifération beaucoup plus ¢élevée que les cellules saines, ce qui suggere
qu’elles auraient développé des mécanismes leur permettant de faire face a ces dommages et
d’échapper au processus apoptotique. Cette augmentation des dommages est également

observée in vivo au sein des PASMCs tant chez les humains que dans les différents modéles

43



animaux d’HTAP (modele MCT et Su/Hx). La présence ¢élevée de dommages est associée a
une surexpression de PARP-1, une enzyme connue pour étre impliquée dans la réparation de
I’ADN. L’inhibition de PARP-1 dans les PASMC meéne a une accumulation de YH2AX,
vraisemblablement due a I’incapacité des cellules a réparer I’ADN 1ésé, ce qui induit une
diminution de la prolifération cellulaire et une augmentation de I’apoptose. Les inhibiteurs
de PARP-1 ont largement été étudiés en tant que stratégie thérapeutique dans le cancer.
Actuellement, 1’Olaparib est utilisé pour les traitements de cancers déficients en BRCAT ou
BRCA2. Au vu des résultats prometteurs obtenus par Meloche et al, une étude clinique de
phase 1 a été entamée afin d’évaluer I’efficacité de I’Olaparib en HTAP (NCT03251872),
montrant 1’intérét potentiel de cibler le processus de réparation de I’ADN en HTAP. Bien
qu’aux stades précoces de la pathologie, une diminution des mécanismes de réparation des
dommages a I’ADN semble a la dysfonction endothéliale et a leur apoptose précoce, il a été
suggéré qu’aux stades plutdt tardifs, 1’activation des mécanismes de réparation contribue
grandement a la survie cellulaire et a leur prolifération. Cibler ces voies dans les stades tardifs

de la pathologie s’avére étre une stratégie thérapeutique intéressante.

4. Modeles animaux de PHTAP

Au cours des années, plusieurs modeles animaux ont été développés pour étudier ’HTAP.
On y a reproduit différentes composantes physiopathologiques similaires a celles retrouvées
chez I’humain. Bien qu’aucun de ces mode¢les ne soit parfait, leur utilisation n’en demeure
pas moins essentielle dans [’optique de mieux comprendre les mécanismes
physiopathologiques impliqués dans le développement de la maladie et dans le but de
développer de nouvelles thérapies. Les rongeurs sont les mode¢les les plus utilisés dans les
¢tudes précliniques d’HTAP. Dans ces modeles, ’HTAP peut étre induite (exemple : modele
de rat monocrotaline, mode¢le de souris hypoxie, rat et souris sugen-hypoxie) ou développée
spontanément suite a des mutations génétiques héréditaires ou induites (Fawn-hooded rat, rat
muté pour le géne BMPR2, souris transgéniques, etc.). Vu leur grande diversité, je vous
décrirai en détail les deux modeles les plus fréquemment utilisés, qui correspondent a ceux

ayant servi a I’étude présentée au chapitre 2 de ce mémoire. Pour ce qui est des autres
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modeles, ils ne seront qu’évoqués brievement. Ils ont fait 1’objet de plusieurs revues de

littérature.!?1-193

4.1 Le modéle monocrotaline (MCT)

La crotaline est une substance alcaloide provenant de la plante Crotaloria spectabilis. Une
fois métabolisée au niveau du foie par I’enzyme cytochrome P-450, elle est convertie en
monocrotaline pyrolle, un composé induisant une toxicité pulmonaire et hépatique.1°4 En
1967, J. Kay et collaborateurs ont montré chez les rats Wistar que cette toxicité était associée
au développement d’une hypertension pulmonaire.1> Le modéle utilisé de nos jours a
beaucoup évolué depuis. Typiquement, ’HTAP est induite par une unique injection sous-
cutanée de monocrotaline, a une dose de 60mg/kg.192 Dans les premiers jours suivant
I’injection, la forme activée de la monocrotaline induit une toxicité au niveau des cellules
endothéliales vasculaires pulmonaire et hépatique. Une hypertrophie de la média au niveau
des arteéres pulmonaires distales peut €tre observée environ 8 jours suivant I’injection de
monocrotaline et survient plus tardivement dans les artéres de plus grand diamétre.196
L’¢épaississement de la média entraine une €¢lévation de pression au niveau de I’AP et du VD,
ce qui va résulter en une hypertrophie du VD. Dans ce mode¢le, la progression de 'HTAP
est assez fulgurante et si aucune intervention n’est faite, ces rats meurent généralement d’une
insuffisance cardiaque droite a partir de la cinquiéme semaine. On retrouve une composante
inflammatoire importante dans ce mode¢le, marquée par une accumulation de macrophages
péri vasculaire et une augmentation de cytokines inflammatoires comme 1’IL-6.197:198
Cependant, ces animaux ne développent pas de Iésions vasculaires complexes telles que les
Iésions plexiformes, présentes chez 1I’humain. Le développement de la pathologie est
¢galement tres rapide, contrairement a une progression plutdt lente observée chez I’humain.
De plus, ce modele est souvent critiqué puisqu’une proportion anormalement ¢levée de
molécules testées permettent d’améliorer les pressions et renverser la progression de la
maladie, mais il n’en demeure pas moins 1’'un des plus utilisés a ce jour grace a sa

reproductibilité, son accessibilité et son faible cofit.19?
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Ce modcle peut aussi étre utilisé en combinaison avec une seconde source de stress. Par
exemple, il est possible de combiner I’injection de monocrotaline a une pneumonectomie ou
a une chirurgie permettant une dérivation du flux sanguin, ce qui induit une augmentation du
débit sanguin dans les poumons.?’%2%! La combinaison de ces deux insultes résulte en une
hypertension plus sévere telle que vu par I’apparition de Iésions néointimales et une

hypertrophie du ventricule droit plus importante que le modele MCT seul.

4.2 Le modéle Sugen — Hypoxie (Su/Hx)

Le Sugen 5416 est un inhibiteur du récepteur au facteur de croissance endothélial vasculaire
(VEGFR). Pour ce mod¢le, ’HTAP est induite par une unique injection sous-cutanée de Su-
5416 a4 20 mg/kg combinée a trois semaines d’hypoxie (10% O-) et suivie d’une stabilisation
en condition de normoxie pour deux semaines.1?1 Suivant cinq semaines, une HTAP séveére
et non réversible est développée. La chronologie du développement pathologique est
similaire a ce qui se produit chez I’humain. On observe une premiére phase ou il y a mort des
cellules endothéliales, puis une seconde phase ou la pathologie progresse et se stabilise avec
une acquisition de CE qui proliférent et résistent a 1’apoptose, menant d’abord a un
épaississement important de ’intima et puis de la média des petites artérioles.®! De facon
intéressante, lorsque ces rats sont maintenus pour une période de temps prolongée (plus de
13 semaines), ils vont développer des 1ésions vasculaires similaires aux Iésions plexiformes
observées chez les humains atteints d’HTAP sévere.202 [Is développent également une RVSP
et pression de I’ AP plus élevée que le modele MCT, mais étonnamment son taux de mortalité
est plus faible. Les mécanismes responsables ne sont toujours pas bien compris a ce jour.191
En contrepartie, on n’observe pas dans ce modele une infiltration importante de cellules
inflammatoires.!°” Malgré cela, il est souvent considéré comme étant I’'un des meilleurs

modeles disponibles puisqu’il récapitule plusieurs composantes de ’HTAP humaine.

4.3 Autres modéles animaux de PHTAP

4.3.1 Hypoxie chronique
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L’hypoxie chronique est I'un des modeles qui a été le plus utilisé pour induire une HTAP
légere a modérée, autant chez les rats que les souris. Typiquement, les animaux sont placés
dans une chambre hypoxique a 10% d’O2 pour une durée de trois semaines. On observe suite
a D’exposition a I’hypoxie une néomuscularisation des petites artéres pulmonaires, une
vasoconstriction importante et un remodelage modéré des artéres pulmonaires distales (tres
léger dans les souris et plus sévére dans les rats).?%2% Les animaux présentent également
une hypertrophie du VD, mais rarement des signes de défaillance cardiaque droite.'®” Une
importante limite a ce modele est qu’il est partiellement réversible lorsque les animaux sont

remis en normoxie.2%

4.3.2 Modele «fawn hooded raty (FHR)

Le FHR est un mod¢le de rat qui développe spontanément une HTAP, modérée ou sévere.
Le développement de ’HTAP est exacerbé et plus précoce chez les rats élevés en condition
hypoxique comparativement a ceux élevés en normoxie,.”’%?7 Dans ce modéle, le
développement de 'HTAP a été associé a un locus particulier situé sur le chromosome 1.2%8
Ce locus serait associ¢ a plusieurs dysfonctions associées au développement de ’"HTAP, dont
une dysfonction mitochondriale (répression de I’expression de HIF-3a et SOD2 et de
plusieurs composantes de la chaine de transport d’¢lectrons, particuliecrement complexe 1,
hyperpolarisation mitochondriale), une production ¢élevée de ’ET-1 et une prolifération
excessive des PASMCs et résistance a I’apoptose, récapitulant ainsi plusieurs composantes

de ’HTAP humaine.!05:152

4.3.3 Modeéles transgéniques

Plusieurs modeles murins ont été utilisés afin d’étudier 1’effet de modifications génétiques
dans le développement de I’HTAP. Grace a ces modeles, il est possible d’évaluer I’effet
d’une perte ou gain de fonction d’un geéne ou d’une protéine cible. L’utilisation de ces
modeles est de plus en plus courante de nos jours. Grace a ’avancement des techniques, il
est maintenant possible de créer des lignées murines ou I’on étudie les effets d’une perte ou
gain de fonction de facon systémique ou spécifique a certains types cellulaires. Comme la

manipulation génétique peut en théorie s’appliquer dans I’étude de tous les geénes impliqués
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dans la pathologie, seulement quelques modéles seront présentés ci-dessous. Les modeles les

plus utilisés ont fait I’objet de plusieurs revues. 32

Les mutations du géne BMPR2 représentent le facteur de risque génétique le plus important
dans le développement de la pathologie. Les souris transgéniques ont grandement été utilisées
dans les études in vivo afin d’évaluer I’effet des mutations de BMPR2 dans le développement
de la pathologie. L’avénement de nouvelles technologies facilite maintenant les
manipulations génétiques dans les rats. Ranchoux et collaborateurs ont été les premiers a
induire une délétion dans le premier exon du géne BMPR2. Les rats hétérozygotes présentent
un remodelage vasculaire et des évidences de transition EndoMT trois mois suivant la
naissance comparativement aux individus non mutés (WT).”% Une étude subséquente a
montré que les rats portant une mutation dans le méme exon développent spontanément une
HTAP dans 16 a 27% des cas, ce qui est semblable a la pénétrance observée chez I’humain.>?
Ces rats sont plus susceptibles au développement de HTAP induite par hypoxie que les WT.
De fagon intéressante, les rats qui présentent une HTAP ont des niveaux plus élevés d’IL-6.
Le développement de ce nouveau modele offre de nouveaux outils pour étudier le

développement de ’HTAP associée a une mutation BMPR2.

Outre les modeles pour BMPR?2, il a ét¢ montré que les souris surexprimant un transgéne
d’IL-6 développent spontanément une HTAP, accentuée par une mise en hypoxie.?” Celles-
ci présentent une augmentation du remodelage vasculaire, de la RVSP et une hypertrophie

cardiaque droite comparativement aux souris controles.

4.3.4 Constriction de [’artére pulmonaire

La constriction de I’artére pulmonaire est une chirurgie pouvant étre effectuée autant chez le
rat que la souris. Elle permet d’induire une résistance au flux sanguin et une surcharge de
pression au niveau du VD. Cela résulte en une hypertrophie cardiaque droite et selon le degré
de constriction, on peut observer ou non une défaillance cardiaque.?”2!" Bien qu’il ne
s’agissent pas d’un modele d’HTAP a proprement dit puisqu’il ne présente aucune atteinte

physiopathologique au niveau des poumons, c’est un modéle qui permet d’étudier

48



spécifiquement les processus impliqués dans la réponse a une surcharge de pression et la

fonction du VD.

4.4 Limitations associées aux études précliniques dans les modéles animaux

Dans les derniéres années, le nombre de publications montrant des effets bénéfiques sur
I’HTAP suite a I’utilisation de nouvelles molécules ne cesse d’augmenter. Cependant,
seulement une faible proportion de ces drogues se rendent jusqu’au processus d’étude
clinique et elles sont encore moins nombreuses a avoir été¢ approuvées pour utilisation chez
I’humain. On se rend compte qu’il existe une discordance importante entre les résultats
obtenus dans les mod¢les animaux et ce qui est observé chez les humains, ce qui suggére
qu’il reste beaucoup de travail a faire afin de pallier a ces lacunes. Il est certain que les
mod¢les animaux ne sont pas toujours représentatifs de la pathologie humaine, mais de fagcon
générale, le manque de reproductibilité est plutét associé a un manque de rigueur, de
puissance statistiques et a des lacunes lors de la planification des expériences.?!! De nouvelles
lignes directrices ont été établies et permettent de guider les scientifique dans 1’élaboration
des protocoles expérimentaux.?!'?!2 Elles sont généralement utilisées dans la planification
d’¢études cliniques, mais ont souvent ¢été négligées dans la planification des études
précliniques par le passé. Il est suggéré pour les futures investigations de s’y référer puisqu’ils
aideraient a limiter les biais et a améliorer la reproductibilité et la transparence des études.
Ces récentes recommandations proposent entre autres d’effectuer les tests sur plus d’un
mode¢le animal en plus de mentionner les choix motivant 1’utilisation d’un mod¢le plutot
qu’un autre. Il est suggéré d’inclure dans les ¢tudes autant des males et que des femelles
(considérant que la grande majorité des études actuelles sont effectuées sur des males
uniquement). Dans la mesure du possible, les expériences et les analyses devraient étre
effectuées a ’aveugle et de fagon randomisé.?'? La confirmation des résultats par des équipes
indépendantes est également un bon moyen de s’assurer de la validité des résultats obtenus

dans le but de développer de nouvelles approches thérapeutiques.

5. Le facteur de transcription FOXM1
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5.1 FOXM1 et la grande famille des FOX

FOXM1, aussi connu sous le nom de TRIDENT, est un facteur de transcription appartenant
a la grande famille des FOX (Forkhead box protein). Chez I’humain, cette famille comprend
une cinquantaine de membres caractérisés par la structure bien conservée de leur domaine de
liaison a ’ADN «winged helix». La séquence conservée du motif de liaison a I’ADN laisse
penser que les différents facteurs ont le potentiel de reconnaitre des séquences similaires,
suggérant une redondance de fonction dans la régulation génique de cette famille de facteur
de transcription. Plusieurs groupes se sont attardés a mieux comprendre la fonctionnalité de

chacune des protéines et leur role potentiellement conservé au sein des différentes espéces.

Initialement, trois isoformes différentes de FOXMI1 ont été identifiés.?!3 Celles-ci sont
formées suite a I’épissage alternatif des exons Va et VIla. La forme FOXM1a contient ces
deux exons. La présence de I’exon VIla au sein de son domaine de transactivation en fait une
protéine transcriptionnellement inactive. L’isoforme B ne comprend aucun des deux exons
tandis que 1’isoforme C contient uniquement 1’exon Va au sein de son domaine de liaison a

I’ADN et sont toutes les deux transcriptionnellement actives (Figure 1.11).
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Figure 1.11 : Structure du géne et des domaines fonctionnels de FOXM1. Adaptée de Liao et al. Regulation of
the master regulator FOXM1 in cancer

Ces trois isoformes ont été grandement étudiées dans divers processus cellulaires et maladies.

Ce n’est que tout récemment qu’une nouvelle isoforme a été identifiée dans le cancer du
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colon.21% Zang et collaborateurs ont montré I’importance de cette nouvelle isoforme,
FOXM1d, dans le processus de transition €pithélio-mésenchymateuse spécifiquement a ce

type de cancer.

5.2 FOXM1 dans le cycle cellulaire

Le role central de FOXMI1 au sein de divers processus cellulaires en a fait de lui une cible
d’intérét dans la recherche sur le cancer, une pathologie a prolifération cellulaire rapide.
Normalement éteinte dans les cellules quiescentes et différenciées, 1I’expression de FOXM1
est régulée de fagon trés synchronisée selon les différentes phases du cycle cellulaire.
L’expression de I’ARNm est d’abord induite au début de la phase G1, pour atteindre son
maximum en fin G1/début S. Cependant, son activité est induite seulement plus tard dans le
cycle. En effet, lorsque FOXMI1 est d’abord exprimé, il est inactif en raison d’une interaction
auto-inhibitrice entre son domaine N-terminal et son domaine de transactivation
(TAD).215216 Durant la phase G2, la protéine est phosphorylée a plusieurs sites (T600 et
T611) par le complexe CyclinA/Cdk, ce qui va rompre I’interaction auto-inhibitrice entre le
TAD et le domaine N-terminal.217 L’activation compléte de FOXMI1 nécessaire a la
régulation de génes impliqués dans le processus mitotique nécessite une deuxieéme vague de
phosphorylation. La phosphorylation a la sérine 251 est critique pour I’hyper phosphorylation
de FOXMI1 par la Cyclin B1/CDK1.218 Cette phosphorylation va permettre de recruter PLK 1
(reconnait FOXM1 pré-phosphoryl€), ce qui va résulter en une hyper-phosphorylation du
domaine C-terminal (aux positions S715 et S724), permettant la transcription de genes
nécessaire a la progression mitotique.21°

A son tour, FOXM1 régule de fagon critique la transcription de plusieurs génes impliqués
dans la progression du cycle cellulaire.220 On retrouve parmi ceux-ci PLK1, CyclinBl1,
Survivin et ¢dc25b.221 Une délétion de FOXMI1 entraine des défauts dans la progression
mitotique, induisant un arrét de la prolifération. La majorité des cellules vont entrer en mitose
mais seront incapables de la compléter, entrainant mort cellulaire par catastrophe
mitotique.222 Ainsi, en controlant I’expression de génes critiques pour la progression du cycle

cellulaire, FOXM1 joue un role important dans la prolifération cellulaire.
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5.3 FOXM1 dans le développement pulmonaire

L’importance du facteur de transcription FOXMI1 lors du développement embryonnaire a été
mise en évidence suite a plusieurs études de modulation génique effectuées chez la souris.
Lors du développement embryonnaire, FOXMI1 est fortement exprimé dans une multitude
d’organes et types cellulaires différents (par exemple dans les cellules du foie, intestin,
pancréas, thymocytes, précurseurs neuronaux, cardiomyocytes). Il est également exprimé
dans plusieurs types cellulaires du poumon dont les cellules épithéliales, musculaires lisses
et endothéliales.223 La délétion systémique de FOXMI chez les souris est Iétale, provoquant
la mort des embryons entre les stades de développement E13.5 et E16. Dans ce mod¢le, la
délétion de FOXMI1 est associée a une accumulation de cellules polyploides (évidence que
ces cellules sont incapables de compléter le processus de division mitotique) majoritairement
au niveau du foie, des cardiomyocytes et des cellules musculaires lisses vasculaires
pulmonaires.224 La délétion de FOXM1 est associée a une réduction du nombre de capillaires
sanguins, causé¢ par un défaut dans la prolifération des cellules musculaires lisses, mais ne
semble cependant pas affecter les cellules épithéliales. Une autre équipe a développé un
modele de souris knock-out (KO) pour FOXM!1 spécifique aux PASMCs.225 Dans ce modéle,
environ 87% des souris meurent dans les 24h suivant la naissance. La mortalité ¢élevée est
causée par d’importantes hémorragies pulmonaires survenant suite a des 1ésions au niveau
du systéme vasculaire et de 1’cesophage, encore une fois due a une prolifération altérée des
cellules musculaires lisses. Cette observation met en évidence I’importance de FOXM1 dans
les cellules musculaires lisses pour le développement du systéme vasculaire pulmonaire et

de I’cesophage.

5.4 FOXM1 dans Pinflammation

Le facteur de transcription FOXMI a été associé a la réponse inflammatoire. Dans le contexte
du cancer du poumon, I’ablation de FOXM1 dans les macrophages résulte en une diminution
de la prolifération des cellules cancéreuses, de I’infiltration des macrophages dans le
microenvironnement tumoral ainsi qu’une diminution de I’expression de cytokines pro-

inflammatoires telles que IL-6 et IL-1[.226 L expression de FOXM1 dans les CE vasculaires
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est essentielle a la reconstitution de la barriere endothéliale suivant I’induction de 1ésions
pulmonaires par lipopolysaccharide (LPS) ou hyperoxie.??’2?° Son expression est induite
suite a I’induction des Iésions et contribue a la réparation de la barriere endothéliale en
favorisant la prolifération des CE. Dans les mode¢les de souris KO pour FOXM1, on observe
une augmentation de la perméabilité vasculaire de méme qu’un échec de la résolution de

I’inflammation.230

5.5 FOXM1 dans la régulation de la réponse aux dommages a ’ADN

Le role de FOXMI1 dans la régulation du cycle cellulaire est connu depuis longtemps, mais
ce n’est que plus récemment qu’il a é¢galement été impliqué dans la régulation de la réparation
des dommages a I’ADN. En condition de culture cellulaire normale, les cellules déficientes
en FOXM1 présentent plus de 1ésions dans I’ADN comparativement aux cellules normales,
une premiere ¢vidence montrant que FOXM1 pourrait étre impliqué dans la régulation des
processus de réparation de I’ADN.231 D’un point de vue moléculaire, 1’inhibition de FOXM1
est aussi associ¢e a une diminution de 1’expression de nombreux génes impliqués dans les
différentes voies de réparation des dommages a I’ADN, tel que BRCA2, RADS51, NBS1 et
plusieurs autres.?3!23* De fagon intéressante, en régulant I’expression de NBS1, FOXM1 est
essentiel & la stabilit¢ du complexe MRN, nécessaire a la réparation des liaisons doubles

brins.234

Dans le cancer, FOXM1 a ét¢ impliqué dans la résistance aux agents chimio thérapeutiques.
La surexpression de FOXMI1 protege les cellules de I’apoptose suivant une exposition a des
agents génotoxiques.?20 [’accumulation de dommages a I’ADN est nettement diminuée,
suggérant que la surexpression de FOXM1 favorise la réparation des dommages. Plusieurs
¢tudes ont montré que 1’inhibition de FOXM1 permet de sensibiliser les cellules cancéreuses
aux différents agents chimio thérapeutiques et d’en potentialiser les effets in vitro et in
vivo.23> ]l semble donc que la surexpression de FOXMI1 soit une stratégie adoptée par les
cellules cancéreuses leur permettant de résister aux agents génotoxiques et serait une cible

thérapeutique de choix pour contrer ce processus.
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5.6 FOXM1 et métabolisme cellulaire

Dans le cancer, FOXMI1 a été reconnu pour contribuer a I’effet Warburg. Dans le cancer
épithélial ovarien, FOXMI régule I’expression de GLUT1 et de HK-II en se liant directement
a leur promoteur, favorisant ainsi la reprogrammation métabolique.23¢ Dans ce modéle, la
glycolyse aérobie est supprimée suivant I’inhibition de FOXM1 par ARN interférant. De
plus, il a été montré dans cancer du pancréas que FOXM1 régule I’expression de LDHA,
autre enzyme impliquée dans la glycolyse. Une inhibition de FOXM1 diminue la production

de lactate et 1’utilisation du glucose.23”

5.7 Inhibiteurs connus de FOXM1

Certains produits naturels ont ét¢ identifiés comme étant de potentiels inhibiteurs de FOXM1.
La Thiostrepton est un antibiotique thiazole isolée de Streptomyces azureus, S. hawaiiensis
and S. laurentii.?38 Il est actuellement utilisée en médecine vétérinaire, mais aucune
utilisation clinique chez I’humain n’a été approuvée a ce jour.23% Hedge et collaborateurs ont
montré que ce composé peut se lier directement a FOXMI et inhiber son activité
transcriptionnelle, diminuant la prolifération de cellules cancéreuses.?38 Un autre composé
similaire, la Siomycin A, a également ¢été identifiée comme inhibiteur de FOXMI1. Ce
composé induit des effets semblables a la thiostrepton.240 [l a été montré que ces composés
sont spécifiques a FOXM1 et qu’ils n’affectent aucun autre membre de la famille des FOX.
En plus d’inhiber I’activité transcriptionnelle de FOXMI, ces composés ont également la
capacité de diminuer I’expression de la protéine. Ceci est dii a une boucle de rétroaction
positive découlant du principe que FOXM1 posséde la capacit¢ de réguler sa propre

expression.?4!

Ces deux antibiotiques agissent ¢également en tant qu’inhibiteurs du
protéasome, un complexe multiprotéique ayant pour fonction de dégrader les protéines liées
a I’ubiquitine. Actuellement, les données disponibles ne permettent pas d’exclure que la
diminution de la prolifération cellulaire pourrait étre causée par une inhibition du protéasome.
Cependant, les études ont montré que lorsqu’on surexprime FOXM]1 suivant une exposition
a la thiostrepton, on limite son effet sur la prolifération, suggérant I’importance de 1’inhibition

de FOXM1 dans ces processus.??’
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5.8 FOXM1 en hypertension artérielle pulmonaire

Le role du facteur de transcription FOXM1 a d’abord été exploré en HTAP dans une étude
publiée en 2012 par Raghavan et collaborateurs.242 Ils ont étudié le role de FOXM1 dans les
PASMC:s suivant une exposition a I’hypoxie, un stimulus impliqué dans le développement
de ’HTAP puisqu’il avait préalablement été rapporté que le promoteur de FOXM1 contenait
des éléments de liaison pour HIF.243 [’exposition a I’hypoxie induit une augmentation de
I’activité du promoteur de FOXMI1 et de la transcription de son ARNm. L’inhibition de
FOXMI1 par ARN interférent prévient la prolifération cellulaire induite par 1’hypoxie,
suggérant que cette protéine a un réle important a jouer dans cette réponse et donc

potentiellement dans le développement de ’HTAP.
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6. Hypotheses et objectifs de recherche

Bien que plusieurs thérapies aient ét¢ développées au cours des dernieéres années pour le
traitement de I’HTAP, aucune d’entre elles ne permet a ce jour de guérir de fagcon définitive
la maladie. Elles affectent principalement les voies de vasoconstriction et de dilatation, mais
aucune ne permet de cibler réellement le remodelage vasculaire toujours présent au niveau
des arteéres pulmonaires distales des patients. Ainsi, il est impératif de mieux comprendre les
mécanismes moléculaires impliqués dans le phénotype hyper-prolifératif et anti-apoptotique
des PASMC:s, dans le but d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques et de développer de
nouveaux traitements. Tel que vu dans la section précédente, le facteur de transcription
FOXMI1 est un acteur clé¢ dans les processus favorisant la prolifération des cellules
cancéreuses (progression du cycle, la réparation des dommages a I’ADN, le métabolisme
cellulaire et développement pulmonaire), connues pour partager de nombreuses similitudes
avec les PASMCs HTAP. En raison de ces similitudes, nous avons posé 1’hypothése que
FOXMI1 est essentiel au développement de ’'HTAP et que son expression induit une
prolifération accrue des PASMCs, favorisant le processus de remodelage vasculaire. Plus
précisément, mes travaux présentés au chapitre 1 ont pour objectifs de d’abord déterminer si
FOXMI est surexprimé dans différents tissus de la cohorte de patients HTAP du groupe de
recherche en hypertension pulmonaire de Québec de méme que dans les différents modeles
animaux fréquemment utilisés. On s’est ensuite intéressé a déterminer les mécanismes
moléculaires responsables de la surexpression de FOXMI1 et a comprendre comment ce
facteur contribue au phénotype pro-prolifératif et anti-apoptotique des PASMCs. Finalement,
on a tenté de déterminer si FOXM1 pouvait étre une nouvelle cible thérapeutique potentielle
en HTAP, d’abord au niveau cellulaire en évaluant si son inhibition par approche moléculaire
(ARN interférant) et pharmacologique (thiostrepton) induit un changement dans la
prolifération et 1’apoptose des PASMCs. Ensuite, nous avons évalu¢ le potentiel
thérapeutique de la thiostrepton in vivo dans deux mode¢les précliniques d’HTAP afin de
déterminer si I’inhibition de FOXM1 diminue la sévérité de la pathologie. Cibler un facteur
de transcription impliqué dans autant de processus cellulaires présente un réel intérét dans le
cadre de cette maladie complexe et multifactorielle puisqu’il serait possible de toucher de

facon simultanée plusieurs voies de signalisation.
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Chapitre 1

Résultats - Insertion d’article
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Résumé

L’HTAP est caractérisée par une obstruction progressive des artéres pulmonaires distales
(APDs), causé par une prolifération aberrante et une résistance a 1’apoptose des cellules
musculaires lisses constituant la paroi des APDs. Lors du développement pulmonaire, le
facteur de transcription FOXM1 est nécessaire a la prolifération cellulaire. Dans le cancer,
pathologie partageant des caractéristiques communes avec I’HTAP, la surexpression de
FOXMI favorise la prolifération cellulaire et la résistance a 1’apoptose. Par cette étude, nous
avons montré que FOXMI1 est surexprimé chez les patients atteints d’HTAP
comparativement aux sujets sains de méme que dans les différents modeles animaux de la
pathologie. L’inhibition de FOXMI1 in vitro permet de renverser le phénotype HTAP. In vivo,
I’utilisation d’un inhibiteur pharmacologique de FOXM1 améliore la maladie. Par cette
¢tude, nous avons mis en évidence I’implication de FOXMI1 dans le développement de

I’HTAP et confirmé que ce facteur représente une nouvelle cible thérapeutique prometteuse.
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Abstract

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a progressive vascular remodeling disease
characterized by a persistent elevation of pulmonary artery pressure, leading to right heart
failure and premature death. Exaggerated proliferation and resistance to apoptosis of
pulmonary artery smooth muscle cells (PASMCs) is a key component of vascular
remodeling. Despite major advances in the field, current therapies for PAH remain poorly
effective in reversing the disease or significantly improving long-term survival. Because the
transcription factor FOXMI1 is necessary for PASMC proliferation during lung
morphogenesis and its overexpression stimulates proliferation and evasion of apoptosis in
cancer cells, we thus hypothesized that up-regulation of FOXM1 in PAH-PASMCs promotes
cell expansion and vascular remodeling. Our results showed that FOXM1 was markedly
increased in distal pulmonary arteries and isolated PASMCs from PAH patients compared to
controls as well as in two preclinical models. /n vitro, we showed that miR-204 expression
regulates FOXM1 levels and that inhibition of FOXMI reduced cell proliferation and
resistance to apoptosis through diminished DNA repair mechanisms and decreased
expression of the pro-remodeling factor Survivin. Accordingly, inhibition of FOXM1 with
Thiostrepton significantly improved established PAH in two rat models. Thus, we show for
the first time that FOXM1 is implicated in PAH development and represents a new promising

target.

Keywords: Vascular remodeling, Proliferation, Apoptosis, Vascular smooth muscle,

Pulmonary artery.
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Introduction

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a complex disease characterized by a
progressive narrowing of the distal pulmonary arteries (PAs) due to vasoconstriction and
vascular remodeling. These structural abnormalities are accompanied by a marked and
sustained elevation of pulmonary vascular resistance leading to right heart failure and
death[1]. Although significant progress has been made in the understanding of PAH, current
therapies that mainly focus on vasoconstriction fail to reverse the disease and only offer a
modest benefit in both mortality and morbidity[2]. Therefore, the identification and
characterization of new therapeutic targets is a pressing need. Accumulated evidence shows
that the hyper-proliferative and apoptosis-resistant phenotype of pulmonary artery smooth
muscle cells (PASMCs) is a key component of the aberrant vascular remodeling in PAH[3].
Although PAH is not a cancer, the similarities between these two disorders suggest that
lessons learned from cancer may provide important insights into PAH pathogenesis and thus
open new therapeutic avenues[3].

Forkhead box M1 (FOXM1) is a transcription factor known to positively regulate the
expression of genes essential for DNA repair, cell cycle progression and cell survival, all of
which being important features of PAH[3-5]. In mice, conditional deletion of Foxm I targeted
to smooth muscle cells caused postnatal lethality due to severe pulmonary hemorrhage in the
absence of structural heart abnormalities[6]. Histological examinations revealed that FOXM1
promotes pulmonary vascular development by directly stimulating proliferation of
developing smooth muscle cells[6], suggesting that this pathway driving proliferation during
normal development could be reawakened in adult vascular diseases characterized by
aberrant proliferation such as PAH. Moreover, FOXM1 was repeatedly found to be
overexpressed in many types of human cancer[7]; its expression correlating with tumor
progression and patient survival[8]. Although transcription factors are usually considered as
difficult to target, the druggability of FOXM 1 was illustrated by several studies showing that
the natural product Thiostrepton physically interacts with FOXMI1[9] and potently affects
FOXMI1 transcriptional activity[9-11]. Consistently, expression of a constitutive active
FOXM1 was documented to circumvent the anti-proliferative effects of Thiostrepton in

cancer cells[12]. More importantly, inhibition of FOXM1 resulted in a significant reduction
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in tumorigenic potential in cancer pre-clinical models[13, 14], further highlighting the critical
importance of FOXMI1 in promoting cell proliferation.

Given that PAH cells and cancer cells display phenotypic similarities[3], we therefore
hypothesized that FOXM1 is overexpressed in PAH contributing to the augmented
proliferation and resistance to apoptosis of PASMCs and that FOXMI1 inhibition using

Thiostrepton may offer a new therapeutic approach for reversing PAH.

Materials and methods

Detailed experimental procedures for quantitative RT-PCR, immunofluorescence studies and

protein are provided in the supplemental materials.

Human tissue samples

Experimental procedures using human tissues or cells conformed to the principles outlined
in the Declaration of Helsinki. Written informed consent was obtained from all subjects and
the study was approved by the IUCPQ-UL ethics committee (CER #20773). Healthy lung
tissues (controls) were obtained during lung resection for tumors. Lung samples were taken
at distance from the tumor and demonstrated normal lung parenchyma. All the PAH tissues
were obtained from lung explants following transplant or early (““warm”) autopsy (Table S1).
PAH and control tissues were obtained from Respiratory Health Network tissue bank. PAH
diagnosis was previously confirmed by right heart catheterization, according to current

guidelines|[15].

Animal studies

All animal protocols were approved by the [IUCPQ-UL Biosafety and Ethics Committees.
All experiments were in accordance with recent recommendations on optimal preclinical
studies in PAH[16], including animal randomization, sequence allocation concealment and
blinded assessments. Two clinically relevant animal models were used. 250-350g male
Sprague-Dawley rats (Charles River Laboratories) were injected subcutaneously with
60mg/kg of monocrotaline (MCT) (Sigma) or single subcutaneous injection (20mg/kg) of
Sugen (Sigma) and then exposed to 3 weeks of normobaric hypoxia (10% O2) (Su/Hx
model). Once PAH was established 2 weeks and 5 weeks post MCT and Sugen injections
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respectively, rats were randomly allocated to receive the FOXMI1 inhibitor Thiostrepton
(10mg/kg) or its vehicle intra-peritoneally administered every day for 2 weeks. Thiostrepton
is an FDA-approved macrocyclic thiopeptide antibiotic known to reduce the transcriptional

activity and expression of FOXM1[9-11]. A control (no PAH group) was also monitored.

In vivo assessment of pulmonary hypertension, RV hypertrophy and pulmonary
vascular remodeling.
Before sacrifice, rats were initially anesthetized with 3%—4% isoflurane and maintained with

2% during procedures. Hemodynamic parameters, including right ventricular systolic
pressure (RVSP) and mean PA pressure (mPAP) were measured blindly by closed chest right
heart catheterization (SciSence catheters), as previously described[17]. Hearts were excised
and dissected to determine the RV/(left ventricle + septum) ratio as a parameter of RV
hypertrophy. Rat lung tissues were harvested, fixed, embedded, sectioned, and stained with
Hematoxylin and Eosin (H&E) or Elastica-van Gieson (EVG) for morphometric analysis to
quantify PA wall thickness. Al least 20 intra-acinar PAs (diameter inferior to 50um) per rat
were examined. The mean of these measurements was used as the representative value for

each animal.

Cell culture and treatments
PAH-PAECS (n=3 cell lines) and PAH-PASMCs (n=11 cell lines) were isolated from small

PAs (<1000pum diameter) from PAH patients. Controls PAECs (n=3 cell lines) and PASMCs
(n=9 cell lines) were either purchased from Cell Application or isolated from non-PAH
patients. Cells were used at passages 5 to 9 for experiments. As previously published[18],
purchased and isolated control PASMCs exhibited the same behavior. PASMCs were grown
in high-glucose DMEM supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS, Thermo Fisher
Scientific) and 1% antibiotic/antimytotic (Thermo Fisher Scientific). The purity of PASMCs
and PAECs was determined by immunostaining with smooth muscle specific actin and CD31
antibodies, respectively. Thiostrepton (Santa Cruz Biotechnology) and Mirin (Focus
Biomolecules) were dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO) at a stock solution of 10mM
and 100mM, respectively, and then added to the culture medium immediately before use.
The implication of miR-204 in FOXMI1 regulation was assessed using miRIDAN miR-204
mimic (200nM for 48h) (Thermo Fisher Scientific) and antagomiR-204 (hairpin inhibitor,
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200nM for 48h) (Thermo Fisher Scientific). For each experiment, a proper control (mimics
or hairpin inhibitor negative control from Thermo Fisher Scientific) was used. siFOXMI
(#L-009762-00) and scrambled control siRNA (Dharmacon) were transfected at a final
concentration of 50nM with Lipofectamine RNAIMAX (Thermo Fisher Scientific).

In vitro viability, proliferation and apoptosis measurements
Cell viability was analyzed by quantification of mitochondrial reduction of MTT (3-(4,5-

dimethyl-2;thiazolyl)-2-5-diphnyltetrazloium bromide) to formazan. Cell proliferation
activity was determined by Ki67 labeling. Apoptosis was evaluated by Annexin V assay in
well-fed condition of growth with 10% FBS and complemented using a starved condition of
0.1% FBS to assess resistance to apoptosis. The proliferative and apoptosis indices were
calculated as the ratio of immunoreactive cells to the total number of DAPI-stained cells per
field. For each cell line, experiments were performed in triplicate and at least 750 cells per

condition were counted.

Statistical analysis
One-way ANOVA, and t-tests were performed using GraphPad Prism 6.0 (GraphPad) when

applicable. Values are expressed as fold change or mean+standard error of the mean, as they
followed a normal distribution. A significance level inferior to 5% (P<0.05) was considered

statistically significant.

Results
FOXM1 expression is upregulated in human PAH and experimental models.

We first performed double immunofluorescence for FOXM1 and alpha smooth muscle actin
(aSMA, a marker of smooth muscle cells) on lung tissue sections from control and PAH
patients. /n situ analyses revealed a strong FOXMI nuclear staining in the media of
remodeled distal PAs from PAH patients compared to control subjects (Fig. 1a). To validate
this result, we measured its expression level by Western blot in PASMCs isolated from PAH
patients and control subjects. In agreement with our in situ result, we found that FOXMI is
significantly overexpressed in PAH-PASMCs (>2-fold, Fig. 1b) compared to controls. No
significant difference was detected between control and PAH-PAECs (Fig. 1c). We next
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determined the relative expression of the four FOXMI1 isoforms in control and PAH-
PASMCs. Only the FOXMa, b and ¢ were detectable by real-time qPCR. We found that the
three FOXM1 isoforms were up-regulated in PAH-PASMCs compared to control cells and
that the FOXM|1 transcript that was predominantly expressed in PAH-PASMCs was the
transcriptionally active isoform FOXMc (Fig. S1). As described in Human tissues and cells,
the up-regulation of FOXM1 expression was also observed by immunofluorescence (Fig. 1d)
and Western blot (Fig. le) in distal PAs from MCT and SuHx-induced PAH rat models
compared to their respective controls. Altogether, our results indicate that FOXMI

overexpression is a common denominator of human and experimental PAH.

miR-204 regulates FOXM1 expression in PAH-PASMC:s.

It was recently demonstrated by bioinformatics-based target prediction analysis and
luciferase reporter assay that miR-204 down-regulation accounts for a direct up-regulation
of FOXMI in cancer cells[19]. Given that miR-204 down-regulation contributes to
exaggerated proliferation and resistance to apoptosis of PAH-PASMCs[20], we examined
the relationship between miR-204 and FOXM1 in PAH using a bidirectional approach. We
first measured FOXM1 expression in PAH-PASMC:s treated with either a miR-204 mimic or
its proper mimic negative control for 48h. Consistent with findings in cancer cells,
transfection of synthetic miR-204 markedly lowered FOXMI1 expression (Fig. If).
Conversely, control PASMCs treated with a miR-204 inhibitor “antagomiR” exhibited
increased FOXM1 expression as compared to untreated cells or cells transfected with a
control antagomiR (Fig. 1g), supporting our hypothesis that down-regulation of miR-204 in
PAH-PASMC:s contributes to enhanced FOXM 1 expression.

Pharmacological and molecular inhibition of FOXM1 reduces PAH-PASMCs
proliferation and survival.

Because FOXMI1 is considered as a proto-oncogene promoting cell proliferation and
protecting cells from apoptosis, we investigated whether FOXM1 inhibition can rescue the
abnormal phenotype of PAH-PASMC:s in vitro. To this end, PAH-PASMCs were exposed to
escalading doses of Thiostrepton. Consistent with the fact that FOXM1 positively auto-

regulates its own expression[21], treatment with Thiostrepton in PAH-PASMCs caused a
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marked down-regulation of FOXM1 expression and resulted in a significant decrease of cell
viability (Fig. S2a, b) and cell proliferation (Fig. 2A and S2d) with a concomitant increase in
the cell cycle inhibitor p21 (Fig. S2a). In addition to inducing growth arrest, Thiostrepton
inhibited PAH-PASMC resistance to serum-starvation-induced apoptosis (Fig. 2b) and
induced PAH-PASMC apoptosis, as assessed by Annexin V labeling, TUNEL assay as well
as Western blot analysis of the proteolytic cleavage of Caspase-3 protein (Fig. S3). As
observed with Thiostrepton, FOXM1 knockdown using siRNA in PAH-PASMCs
significantly reduced cell proliferation and resistance to apoptosis (Fig. 2 and S2c, e), further

strengthening the implication of FOXM1 in PAH.

FOXM1 inhibition reduces DNA repair pathways and Survivin expression

During disease progression, sustained activation of the DNA repair machinery was identified
as an adaptive response used by PAH-PASMC:s to face stress, allowing them to survive and
hyper-proliferate[4]. Interestingly, accumulated evidence indicates that enhanced FOXM 1
expression confers resistance to DNA damage by stimulating the transcriptional network of
genes involved in DNA repair[5]. Among them, FOXM1 was demonstrated to positively
regulate expression of Nijmegen breakage syndrome 1 (NBSI7)[22], a member of the tri-
protein complex called MRN (MRE11-RADS50-NBS1) sensing DNA lesions and initiating
the DNA damage response networks by supporting activation of Ataxia-telangectasis
mutated[23, 24]. We thus investigated whether FOXM1 contributes to the enhanced DNA
repair capacity of PAH-PASMCs by stimulating NBS1 expression. As previously
observed[4], we confirmed that PAH-PASMCs manifest a more pronounced activated DNA
damage signaling as revealed by elevated endogenous YH2AX expression (Fig. 3a) and
demonstrated that NBS1 is overexpressed in these cells compared to their normal
counterparts (Fig. 3a). A significant positive correlation was found between the expression
of FOXM1 and NBS1 in PAH-PASMCs (Fig. 3b). Interestingly, NBS1 up-regulation in
isolated PAH-PASMCs was accompanied by an increase in MRE11, whereas no change was
observed for RADS50 (Fig. S4a). High levels of NBS1 were also detected in distal PAs of
MCT- and Su/Hx-challenged animals. Consistent with the above results in human PAH-
PASMCs, a significant positive correlation was found between FOXMI1 and NBSI1

expression in both models (Fig. S4). More importantly, pharmacological or molecular
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inhibition of FOXM1 in PAH-PASMCs caused a marked down-regulation in NBSI
expression (Fig. 3¢, d), supporting the direct relationship between these two factors. As a
consequence, Thiostrepton-treated PAH-PASMCs exhibited reduced activation of DNA
damage signaling (Fig. 3e). Accordingly, the effects of FOXM1 inhibition on DNA damage
signaling, cell proliferation and resistance to apoptosis were recapitulated by treatment with
Mirin, a small molecular inhibitor of the MRN complex[24] (Fig. 3f, S5). Taken together,
our results extend prior research showing that an enhanced DNA damage signaling
contributes to exaggerated PAH-PASMC survival and proliferation and identify FOXMI1 as
a key player in DNA repair capacity.

As a transcription factor, FOXMI1 coordinately regulates the expression of a large set of
gene[25]. In addition to promoting DNA repair, FOXM1 has been documented in cancer
cells to stimulate expression of several factors, such as Survivin[26, 27]. Because the latter
was previously documented to promote vascular remodeling in PAH[ 18, 28], we thus tested
whether inhibition of FOXMI1 also impacts its expression levels in PAH-PASMCs. As
expected, molecular and pharmacological inhibition of FOXM1 reduced Survivin expression
in PAH-PASMC:s (Fig. 4). Thus, FOXMI1 regulates many factors implicated in the cancer-
like phenotype of PAH-PASMC:s.

Thiostrepton reverses pulmonary hypertension in the monocrotaline rat model.

Because FOXMI1 inhibition corrects the abnormal phenotype of PAH-PASMC:s in vitro, we
tested whether Thiotrespton can reverse established PAH in the MCT rat model. Treatment
with Thiostrepton in MCT rats markedly reduced expression levels of FOXMI target genes
NBS1 and Survivin, indicating effective inhibition of FOXM1 by Thiostrepton (Fig. S6a).
While vehicle-treated rats showed severe PAH, treatment with Thiostrepton for two weeks
significantly improved RVSP and mean mPAP in MCT rats (Fig. 5a, b), as assessed by right
heart catheterization, whereas cardiac output was slightly but not significantly improved.
Heart rate did not significantly change between groups (Fig. S6). As a result, Thiostrepton
significantly diminished total pulmonary resistance (TPR) as compared to vehicle-treated
rats (Fig. 5c, S6). RV hypertrophy calculated by Fulton index showed a trend towards a
decrease in the Thiostrepton group (Fig. S6). As expected, vehicle-treated MCT animals

exhibited marked increase in the wall thickness of distal PAs, which was significantly
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diminished by Thiostrepton (Fig. 5d), suggesting that the improvement of the hemodynamic
parameters was due to reduced vascular remodeling of distal PAs. Consistent with this
finding, the proportion of Ki67-positive proliferating vascular cells was reduced by
Thiostrepton (Fig. Se), whereas a significant increase in apoptotic cell death was observed in

distal PAs (Fig. 5e).

Thiostrepton improves pulmonary hypertension in the Sugen/Hypoxia rat model.

To further demonstrate the therapeutic benefit of Thiostrepton, we investigated whether the
corrective effects observed in the MCT model can be replicated in a second model of PAH.
As observed in the MCT model, we found that treatment with Thiostrepton reduced RVSP,
mPAP, and TPR (Fig. 6a, b, c), whereas cardiac output slightly rose with Thiostrepton.
Conversely, RV hypertrophy remained unaffected (Fig. S6) and no change in heart rate was
noted between groups (Fig. S6). Compared with the control group, vehicle-treated Su/Hx rats
displayed an obvious increase in thickening in the walls of small PAs, which was
significantly attenuated following Thiostrepton administration (Fig. 6d). Cell proliferation in

distal PAs was markedly decreased in animals exposed to Thiostrepton (Fig. 6¢).

Discussion
In the present study, we showed that FOXMI is overexpressed in PASMCs from PAH

patients as well as in two animal models of PAH and established FOXM1 as a molecular
driver of PASMC proliferation and resistance to apoptosis. Importantly, we demonstrated
that pharmacological inhibition of FOXMI transcriptional activity using Thiostrepton
significantly improved established PAH in two experimental models (Fig. 7).

There is mounting evidence that epigenetic alterations are involved in PAH[29]. We
demonstrated here that FOXM1 abundance in PAH-PASMC:s is regulated, at least in part,
through miR-204 down-regulation, previously shown to be etiologically implicated in PAH
and accounting for the cancer-like phenotype of PAH-PASMCs[20]. In addition to miR-204,
the regulation of FOXM1 expression in cancer cells has been attributed to a myriad of factors.
Among them, two other members of the forkhead box family, namely FOXO1 and FOXO3
have been shown to antagonize FOXM]1-dependent transcription by repressing FOXM1
transcription[30, 31]. Indeed, in response to growth factors like PDGF or IGF1, which are
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elevated in PAH patients[32], Akt was found to be activated, leading to the phosphorylation
and nuclear exclusion of FOXOs and thus upregulation of FOXM1[30]. Because FOXO1
and FOXO3 are downregulated in PAH-PASMCs contributing to vascular remodeling[32],
it can be speculated that the reversal of vascular remodeling observed in preclinical animal
models of PAH secondary to FOXO1 reconstitution could be due to the inhibition of FOXM 1
activity. In addition to FOXOs, FOXM1 was identified as a direct target of Hypoxia-
inducible factors[33, 34] that play a pivotal role in PAH[35, 36]. Notably, it was reported
that under hypoxic conditions FOXM]1 promoter activity and mRNA expression are induced
in control human PASMCs and that FOXMI1 is necessary for hypoxia-induced PASMC
proliferation[34]. Interestingly, several pro-hypertensive factors including hypoxia have been
shown to reduce miR-204 expression in PASMCs[20]. Published data combined to our
finding suggest that FOXM1 is a downstream target of multiple signaling pathways and that
its overexpression in PAH-PASMCs results from a coordinated transcriptional and post-
transcriptional regulation. In light of these results, further studies are warranted to fully
dissect the mechanisms involved in FOXM1 up-regulation in PAH cells.

Previous studies have revealed that FOXM]1 is an important molecular driver of cancer[7]; a
condition frequently characterized by a reawakening of developmental signaling
pathways[37]. Consistently with the notion that cancer and PAH have important pathological
features in common[3, 38], we found that FOXM1 is strongly increased in PAH-PASMCs
and intrinsically related to the cancer-like phenotype of these cells. Interestingly, FOXMI
was documented to be required for proper embryonic development of blood vessels.
Likewise, inactivation of Foxml targeted to SMCs is accompanied with decreased PASMC
proliferation and survival, leading to pulmonary hemorrhage, vascular defects and massive
neonatal lethality[6]. Our findings showing that increased FOXM1 expression promotes
PAH-PASMCs expansion support the notion that vascular remodeling in PAH is driven by
the aberrant activation of genetic pathways used during normal development.

Importantly, we provide evidence that inhibition of DNA damage repair mechanisms through
down-regulation of the DNA damage sensor protein NBS1 combined to repression of the
anti-apoptotic and pro-proliferative factor Survivin contribute to the beneficial effects of
FOXMI inhibition on PAH-PASMCs. We previously demonstrated that PASMCs from PAH

patients display increased expression of the DNA repair enzyme PARP-1 in comparison with
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control subjects allowing cells to survive[4]. We show here that FOXM1 plays a pivotal role
in promoting the DNA repair processes by stimulating expression of NBS1, one of the three
proteins of the MRN complex involved in the initial processing of DNA damage. Consistent
with this, we found that expression levels of NBSI1 along with MREI1 are strongly
overexpressed in PAH-PASMCs and that pharmacological inhibition of the MRN complex
mimics FOXMI1 inhibition leading to reduced activation of the DNA repair factor H2AX
required for the assembly of DNA repair proteins[39]. This suggests that inhibition of
FOXMI1 disrupts the integrity of the MRN complex precluding efficient DNA repair required
to sustain proliferation and survival of PAH-PASMCs. Interestingly, FOXM1 has been
documented to directly enhance the expression of multiple genes involved in metabolic
reprogramming towards glycolysis and cell cycle progression, such as GLUT1[40],
HK2[40], Cyclin D1[41] and STAT3[42], also implicated in PAH progression[28, 35, 43].
Moreover, studies revealed that FOXMI1 interacts and promotes activity of NF-kB[44] and
[-catenin[45], two transcription factors affecting numerous mechanisms involved in PAH
progression including stress response, cell proliferation and survival as well as immune
response[46, 47]. Therefore, considering the large number of genes influenced by FOXM 1
overexpression and described as being implicated in the multi-faceted disease process in
PAH, it can be assumed that the beneficial effects of FOXMI1 inhibition observed both in
vitro and in vivo are likely the result of a cumulative effect on numerous target pathways.

Limitations: Transcription factors are traditionally considered as difficult to target. Although
Thiostrepton was identified as a chemical inhibitor of FOXMI transcriptional activity, some
studies demonstrated that the compound interfere with the proteasome. Therefore, we cannot
formally rule out the possibility that some of ours in vitro and in vivo effects may be due to
an off-target mechanism. Nevertheless, our findings showing that molecular inhibition of
FOXMI recapitulates those obtained after treatment of Thiostrepton support the notion that
the primary consequence of Thiostrepton is due to its effects on FOXMI1. It must be
underlined that, although the current study was designed to examine the role of FOXMI1 in
PAH-PASMC:s, its possible implication in other cell types (including adventitial fibroblasts
and inflammatory cells) also involved in the pathological remodeling of distal PAs remains
to be addressed. For instance, deletion of FOXM 1 in macrophages was documented to reduce

their proliferation in injured lungs and to down-regulate the expression levels of multiple
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inflammatory mediators such as IL-6 and CX3CL1[48]. Because IL-6 and CXCL3 are key
drivers of PAH pathogenesis[49], it can be speculated that the beneficial effects of
Thiostrepton in our animal models also result from attenuated perivascular inflammation.
Further studies are required to clarify this issue. Moreover, despite the fact that Thiostrepton
significantly improved established PAH in MCT- and Su/Hx-challenged rats by reducing
hemodynamic parameters (RVSP and mPAP), RV hypertrophy was unchanged. The lack of
significant cardiac improvement may be due to insufficient treatment duration, or
alternatively, to adverse effects of FOXMI1 inhibition in the heart. However, this prospect
seems unlikely because postnatal ablation of Foxml/ in cardiomyocytes does neither alter
cardiac morphology or function in injured mice, nor exacerbate cardiac hypertrophy of
fibrosis following chronic pressure overload[50].

In summary, our data support the view that overexpression of the transcription factor FOXM1
contributes to PASMC expansion in PAH patients. Notwithstanding the challenges of
specifically targeting a transcription factor, FOXMI1 inhibition may provide a new
therapeutic approach to treat PAH by impacting numerous genes with pro-remodeling

functions.
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Figure legends

Figure 1. FOXM1 is overexpressed in pulmonary artery smooth muscle cells (PASMCs)
from PAH patients and animal models. (A) Double immunofluorescence staining for
aSMA (green) and FOXMI (red) in lungs from control donors (n=5) and PAH patients (n=5).
Nuclear staining with DAPI is shown in blue. Increased expression of FOXMI1 (nuclear
staining, arrows) is detected in PASMCs from remodeled distal PAs. (B) Representative
Western blot and corresponding densitometric analyses demonstrating up-regulation of
FOXM1 in PAH-PASMCs (n=10) compared to control cells (n=8). (C) Western blot showing
that FOXMI protein levels are unchanged between control (n=3) and isolated PAH-PAECs
(n=3). (D) Double immunofluorescence staining for aSMA (green) and FOXM1 (red)
showing increased expression of FOXMI1 in remodeled distal PAs after monocrotaline
(MCT) injury or Sugen-hypoxia (Su/Hx) exposure compared to non-treated rats (n=5 per
group). Nuclear staining with DAPI is shown in blue. (E) Western blots and corresponding
densitometric analyses of FOXM]1 expression in distal PAs of control rats (n = 5 for each
model) and rats exposed to either MCT (n=5) or Su/Hx (n=6). (F) Representative Western
blot and corresponding densitometric analysis demonstrating reduced expression of FOXM1
in PAH-PASMCs (n=4 different cell lines) transfected with miR-204 mimics for 48h. (G)
Representative Western blot and corresponding densitometric analysis demonstrating
increased FOXM 1 expression in control PASMCs (n=4 different cell lines) transfected with
an antagomiR directed against miR-204 for 48 hours. Protein expression was normalized by

Amido black (AB). *P<0.05 and **P<0.01.

Figure 2. Pharmacological and molecular inhibition of FOXM1 reduces PAH-PASMC
proliferation and resistance to apoptosis. (A) Proliferation (Ki67) was measured in control
and PAH-PASMCs grown in 10% FBS after treatment or not with Thiostrepton or vehicle
(DMSO), as well as siFOXM1 or siSCRM (50nM) for 48h. (B) Apoptosis was similarly
assessed in serum-starved control and PAH-PASMCs following FOXMI inhibition.
*P <0.05 and **P <0.01. Experiments were performed in triplicate in at least 3 control and

3 PAH-PASMC cell lines.
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Figure 3. Inhibition of FOXMI1 impairs DNA repair in PAH-PASMCs. (A)
Representative Western blots and corresponding densitometric analysis showing activation
of the DNA damage signaling (YH2AX) as well as increased expression of NBS1 in isolated
PAH-PASMCs (n=6-10) compared to control cells (n=9). (B) Analysis based on the
Pearson’s correlation coefficient indicates the positive correlation between FOXMI1 and
NBSI1 protein expression in isolated PAH-PASMCs. (C) Representative Western blot and
corresponding densitometric analysis demonstrating that Thiostrepton reduces NBSI
expression in PAH-PASMCs. (D) Representative Western blot and corresponding
densitometric analysis demonstrating that knockdown of FOXM1 using siFOXM1 reduces
NBS1 expression in PAH-PASMCs. (E) Representative Western blot and corresponding
densitometric analysis showing that Thiostrepton reduces activation of DNA repair signaling
in PAH-PASMC:s. (F) Representative Western blot and corresponding densitometric analysis
showing that pharmacological inhibition of the MRN complex using Mirin reduces activation
of DNA repair signaling in PAH-PASMCs. Protein expression was normalized by Amido
black (AB). *P < 0.05 and **P < 0.01. Experiments were performed in at least 4 different
PAH-PASMC cell lines.

Figure 4. Inhibition of FOXM1 in PAH-PASMCs reduces Survivin expression. (A)
Representative Western blot and corresponding densitometric analysis showing decreased
expression of Survivin in PAH-PASMCs (n=4 different cell lines) treated with siFOXMI
(50nM) for 48h. (B) Representative Western blot and corresponding densitometric analysis
showing reduced Survivin expression levels in PAH-PASMCs (n=4 different cell lines)
exposed to Thiotrepton for 48 hours. Protein expression was normalized by Amido black

(AB). *P<0.05, ***P<0.001 and ****P<0.0001 (compared to siSCRM or Veh).

Figure 5. Thiostrepton improves established PAH in the monocrotaline (MCT) rat
model. (A-C) RVSP (A), mPAP (B), and TPR (C) were measured in control, MCT + Veh,
and MCT + Thiostrepton (10mg/kg/d). Thiostrepton significantly reduces hemodynamic
parameters. (D) Representative images of perfused, formalin-fixed lung tissues stained with
Hematoxylin/eosin (H&E) or Elastica van Gieson (EVG). The morphometric analysis of

vascular remodeling as determined by the measure of the medial wall thickness using EVG
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stain is shown. Thiostrepton significantly reduces vascular remodeling of distal PAs. (E)
Representative images of distal pulmonary vessels labeled with Ki67 (top) and cleaved
Caspase-3 (bottom) in red. Vascular smooth muscle cells were labeled using aSMA (green).
Graphs represent the percentage of cells positive for of Ki67 or cleaved Caspase-3 in distal

pulmonary vessels; n=5 to 13 rats/group (mean of 20 vessels/rat). Arrows mark positive

PASMCs. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001.

Figure 6. Thiostrepton improves established PAH in the Sugen/hypoxia (Su/Hx) rat
model. (A-C) RVSP (A), mPAP (B), and TPR (C) were measured in control, Su/Hx + Veh,
and Su/Hx + Thiostrepton (10mg/kg/d). Thiostrepton significantly reduces RVSP and mPAP.
(D) Representative images of perfused, formalin-fixed lung tissues stained with
Hematoxylin/eosin (H&E) or Elastica van Gieson (EVG). The morphometric analysis of
vascular remodeling as determined by the measure of the medial wall thickness using EVG
stain is shown. Thiostrepton significantly reduces vascular remodeling of distal PAs. (E)
Representative images of distal pulmonary vessels labeled with Ki67 (top) and cleaved
Caspase-3 (bottom) in red. Vascular smooth muscle cells were labeled using aSMA (green).
Graphs represent the percentage of cells positive for of Ki67 or cleaved Caspase-3 in distal
pulmonary vessels; n=4 to 8 rats/group (mean of 20 vessels/rat). Arrows mark positive

PASMCs. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001.

Figure 7. Proposed model depicting the molecular mechanisms by which FOXM1
promotes PASMC expansion and vascular remodeling in PAH. Pro-PAH factors reduces
miR-204 expression in PAH-PASMCS leading to FOXM 1 up-regulation. Increased FOXM 1
expression in PASMCs stimulates the expression of several factors, including NBS1 and
Survivin, enhancing cell proliferation and resistance to apoptosis and thus vascular
remodeling in PAH. Inhibition of FOXMI1 transcriptional activity using Thiostrepton
improved established PAH. ET1, Endothelin 1; NBS1, Nijmegen breakage syndrome 1;
PDGF-BB, Platelet derived growth factor-BB.
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Supplementary Methods

Quantitative RT-PCR

Total RNA extraction from cultured control and PAH-PASMCs was performed using TRIzol
reagent (Invitrogen). cDNA was synthesized with the Superscript II Reverse Transcriptase
(Invitrogen) using 200ng of total RNA and random primers. Real time qPCR using primers
specific for FOXMI1 isoforms a, b, c[1] and d[2] was performed with Power SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems) and run in triplicate on a CFX384 Touch Real-Time

PCR Detection System (Bio-Rad). 18S was used as an internal control.

Immunofluorescence studies

Paraffin-embedded lungs were serially sectioned at Sum. For immunofluorescence staining,
the deparaffinized lung sections were immerged in 10mM sodium citrate buffer (pH 6.0) and
heated in a microwave for 15min. Following antigen retrieval, the sections were blocked with
normal goat serum (2%) in PBS for 2h at room temperature. Then, sections were incubated
with primary antibodies at 4°C overnight. Mouse monoclonal anti-FOXM1 (1:100, Santa
Cruz Biotechnology, sc-376471), rabbit polyclonal anti-Ki67 (1:400, Millipore, ab9260),
rabbit polyclonal anti-cleaved Caspase 3 (1:100, Cell Signaling, #9661), mouse monoclonal
anti-alpha smooth muscle actin (aSMA, 1:200, Sigma, A2547), and rabbit polyclonal anti-
aSMA (1:200, Abcam, ab5694) were used as primary antibodies. Proteins were detected
using appropriate fluorescent-dye conjugated secondary antibodies (Thermo Fisher
Scientific). Nuclei were visualized by DAPI staining. Slides were analyzed under Zeiss

AxioObserver Z1 inverted microscope equipped with an Apotome.

Protein expression

Proteins were extracted from cell pellets or dissected PAs using a 2% Chaps protein
extraction buffer supplemented with a protease-inhibitor cocktail (Roche) and quantified as
previously described[3]. Equal amount of proteins was resolved on SDS-polyacrylamide gels
and transferred to PVDF membranes. Membranes were subsequently blocked with either 5%
non-fat dry milk or 10% goat serum in TBS-T buffer, and incubated with primary antibodies
in 3% BSA overnight at 4°C. Rinsed 3 times with TBS-T buffer, membranes were incubated

with appropriate horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibody for 1 hour at
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RT in 5% non-fat milk or in 3% BSA. Antibodies were revealed using ECL reagents (Perkin—
Elmer) and labeled proteins were detected with the imaging Chemidoc MP system (Bio-Rad
Laboratories). Protein expression was quantified using the Image lab software (Bio-Rad
Laboratories) and normalized to Amido black as previously described[3]. The following
antibodies directed against FOXM1 (1:200, Santa Cruz Biotechnology, sc-376471), NBSI
(1:1000, Novus Biological, NB100-143SS), Survivin (1:1000, Cell Signaling, #2808), p21
(1:1000, Abcam, ab18206), YH2AX (1:1000, Abcam, ab26350) and cleaved Caspase-3
(1:1000, Cell Signaling, #9661) were used.
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Supplementary Table

Ctrl PAH

(n=9) (n=11)
Age (years) 40+14 4316
Gender (male (%)) 5(55,6) 6 (54.5)
PAH group
- Heritable PAH - 2 (18,2)
- Idiopathic PAH - 8(72,7)
- SSc-PAH - 1(9.1)
Autopsy (n (%)) - 1(9,1)
Transplantation (n (%)) - 10 (90,9)
Fonctionnal class (n (%)
-1 - 0
-1I - 0
- 1II - 3(27,3)
-1V - 7 (63,6)
- Unknown - 1(9.1)
Pulmonary hemodynamics
- mPAP (mmHg) - 63,6£16,36
- CO (L.min™") - 4,7+1,1
- PVR (dyne.sec™'.cm™) - 1013,25+353,24
Medication
- Endothelin receptor antagonist - 6
- PDES inhibitor - 6
- Prostacyclin analog - 3
- Unknown - 3

Supplemental Table I. Origin and characteristics of control and PAH-PASMC:s.

Values are means = SD. SSc-PAH : Systemic-Sclerosis-associated PAH ; mPAP: mean
pulmonary arterial pressure; CO: cardiac output; PVR: pulmonary vascular resistance; PDES:
phosphodiesterase-5. Please note than some patients take more than one type of medication.
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Supplementary Figures
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Supplemental Figure 1. Relative expression of FOXMla, FOXMI1b, FOXMIc and
FOXMI1d transcripts isoforms in control and PAH-PASMCs, as determined using
qPCR with isoform-specific primers. Only the FOXMa, b and ¢ were detectable by real-
time qPCR. FOXM1a, b and c isoforms are upregulated in PAH-PASMCs (n=6 different cell
lines) compared to control cells (n=5 different cell lines). FOXMIc is the major isoform
expressed in human PASMCs.
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Supplemental Figure 2. Pharmacological and molecular inhibition of FOXMI1 reduces
PAH-PASMC viability, proliferation and resistance to apoptosis. (A) Representative
Western blots and corresponding densitometric analyses demonstrating diminution of
FOXMI1 expression and upregulation of p21 following Thiostrepton exposure for 48h. (B)
PAH-PASMC viability was examined by MTT assay. (C) Representative Western blot and
corresponding densitometric analysis showing decreased FOXMI1 expression in PAH-
PASMC:s after treatment with siFOXM1 (50nM) for 48 hours. (D) Representative images of
control and PAH-PASMCs labeled with Ki67 (proliferation, top panel) and Annexin-V
(apoptosis, bottom panel) after treatments with Thiostrepton, siFOXM]1 or their respective
controls for 48h. Protein expression was normalized by Amido black (AB). *P<0.05,
*#P<0.01 and ***P<0.001. Experiments were performed in triplicate in at least 3 control and
3 PAH-PASMC cell lines.
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Supplemental Figure 3. Thiostrepton induces PAH-PASMC apoptosis. (A) Apoptosis
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Supplemental Figure 4. Expression of NBS1 in animal models of PAH. (A)
Representative Western blots and corresponding densitometric analysis showing increased
expression of MREI11 in isolated PAH-PASMCs (n=9-11) compared to control cells (n=8-
9). No change was observed for RADS50. (B) Western blot and corresponding densitometric
analysis showing increased expression of NBS1 in distal PAs from MCT-challenged rats. (B)
Analysis based on the Pearson’s correlation coefficient indicates the positive correlation
between FOXM 1 and NBS1 protein expression in distal PAs from control and MCT rats. (C)
Western blot and corresponding densitometric analysis showing increased expression of
NBS1 in distal PAs from Su/Hx-challenged rats. (D) Analysis based on the Pearson’s
correlation coefficient indicates the positive correlation between FOXM1 and NBS1 protein
expression in distal PAs from control and Su/Hx rats. Protein expression was normalized by
Amido black (AB). *P<0.05 and **P<0.01.
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50uM) or its vehicle (DMSO) for 48h. Inhibition of the MRN complex decreases PAH-
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3 different PAH-PASMC cell lines.
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Discussion

Mes travaux de maitrise ont permis de montrer que FOXM1 est fortement exprimé dans les
PASMCs isolées de patients HTAP comparativement aux individus sains. Cette
surexpression est également observée dans les PASMCs de deux modéles précliniques, soit
le modéle MCT et Su/Hx. L’inhibition de FOXM1 par le produit naturel thiostrepton ou par
inhibition moléculaire a I’aide d’un ARN interférant diminue la prolifération et la résistance
a I’apoptose des PASMC:s in vitro. In vivo, I’administration quotidienne de la thiostrepton
permet d’améliorer la pathologie dans les modeles MCT et Su/Hx. Nous avons montré que
I’amélioration du phénotype est en partie due a la diminution de I’expression de NBSI,
membre du complexe MRN impliqué dans la réparation des dommages a I’ADN, et de
I’oncogene Survivin. De ce fait, mes travaux supportent 1I’importance des mécanismes de

réparation des dommages a I’ADN dans 1’étiologie de 'HTAP.

FOXMI a grandement été étudié dans le cas du cancer, une pathologie a prolifération rapide
qui partage plusieurs similitudes avec ’HTAP. Il est intéressant de noter que FOXMI1 est
considéré comme étant I’'un des genes les plus fréquemment surexprimés dans les différents

cancers.2*

Par contre, ce n’est que plus récemment que FOXMI1 a suscité I’intérét des
chercheurs dans le domaine de ’HTAP. Kalinichenko et collaborateur ont d’abord démontré
le role essentiel de FOXM1 dans la régénération du poumon suivant I’induction de 1ésions
pulmonaires.?* La surexpression d’un transgéne de FOXM 1 permet d’induire la prolifération
de différents types cellulaires dans les poumons dont les CE et les PASMCs. Ces données
suggerent qu’une expression aberrante de FOXMI1 favorise la prolifération cellulaire. Peu
apres la publication de cette étude, Zhao et collaborateurs ont montré que le LPS induit
I’expression de FOXMI1 dans les poumons et que la déplétion de FOXM1 au niveau des
cellules endothéliales vasculaires empéche la régénération de la barriére endothéliale due a

une incapacité des CE a proliférer.??®

Bien que I’HTAP comporte une composante
inflammatoire importante affectant les cellules endothéliales, nous n’avons pas observé une
augmentation de 1’expression de FOXM1 dans ce type cellulaire. Ceci pourrait étre di au
petit échantillonnage qui était a notre disposition. Suite a notre étude, Dai et collaborateurs

ont confirmé dans une étude subséquente que FOXM1 est surexprimé dans les PASMCs des
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patients HTAP idiopathique.?*® De plus, ils montrent que la délétion inductible de FOXM1
spécifique aux cellules musculaires lisses protége les souris d’une HTAP induite par
exposition au Su/Hx. Cependant, une délétion de FOXMI1 dans les CE n’a aucun effet,
suggérant que I’expression de FOXMI1 dans ce type cellulaire ne serait pas directement
associée au développement de ’HTAP. Ils ont par-contre montré qu’une variété de facteurs
sécrétés par les cellules endothéliales (tels que ET-1, PDGF, CXCL12) favorise la
prolifération des PASMCs médiée par FOXMI. Bien que son réle dans les PASMCs semble
bien établi, il pourrait cependant étre intéressant de regarder I’expression et le rdle de
FOXMI1 dans d’autres types cellulaires tels que les fibroblastes ou encore dans les cellules
inflammatoires en HTAP. Effectivement, FOXM1 joue un rdle essentiel dans 1’activation des
fibroblastes pulmonaires en favorisant la différenciation des myofibroblastes, un processus

connu pour contribuer au remodelage vasculaire.?*’

FOXMI1 est également essentiel a la
migration et au recrutement des macrophages pulmonaires dans le cas du cancer du
poumon.??® Comme les macrophages favorisent 1’établissement d’un micro environnement
pro-inflammatoire en HTAP, on ne peut exclure la possibilité que I’expression de FOXM1

dans ces cellules contribue également a soutenir I’état d’inflammation chronique.”

Nos ¢études précliniques ont permis de valider que 1’inhibition de FOXM1 dans les mode¢les
de rats MCT et Su/Hx améliore la RVSP, la PAPm ainsi que la RVP. Dans les deux mod¢les,
I’amélioration des pressions est associée a une diminution importante du remodelage
vasculaire. Il est cependant important de noter qu’on n’observe aucune amélioration
significative du débit cardiaque ni de I’hypertrophie du VD (index fulton) (Figure
supplémentaire 6). L’absence d’effets sur le VD pourrait étre expliqué par une durée de
traitement insuffisante. On peut aussi penser que 1’absence d’amélioration pourrait étre
causée par des effets cardio toxiques de la thiostrepton. Cependant, aucune étude n’a rapporté
a ce jour un effet potentiecllement néfaste de la thiostrepton ni méme de I’inhibition de
FOXMI par toute autre méthode. Comme 1’expression de FOXMI1 est généralement éteinte
dans les cellules différenciées telles que les cardiomyocytes, il serait étonnant que ce type
cellulaire soit affecté par la thiostrepton dans nos mod¢les animaux. De plus, bien que
FOXMI soit essentiel au développement cardiaque, son ablation post-natale n’a aucun effet

sur I’hypertrophie cardiaque induite par une surcharge de pression suivant une constriction
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de ’aorte.?*324 Par-contre, il ne faut pas oublier que la thiostrepton est également connue

250

pour inhiber le protéasome.>" Plusieurs études ont rapporté des effets cardio toxiques des

inhibiteurs spécifiques au protéasome, suggérant qu’il faut demeurer prudent dans

linterprétation des résultats.?>1-233

Dans une ¢étude subséquente a la notre, Dai et
collaborateurs se sont intéressés au potentiel thérapeutique de la thiostrepton dans les
modeéles MCT et Su/Hx.?* Les résultats qu’ils ont obtenus sont trés similaires aux notres en
ce qui concerne I’amélioration de la RVSP, de la PAPm et du remodelage vasculaire.
Cependant, ils obtiennent contrairement a nous une amélioration significative du débit
cardiaque et une diminution de I’hypertrophie du VD, laissant suggérer que la thiostrepton
n’induit pas d’effets néfastes sur le ceeur. Cette discordance avec nos résultats pourrait étre
expliquée par le fait qu’ils ont utilisé une dose plus importante de thiostrepton (20 mg/kg par
jour comparativement a celle que nous avons administrée de 10 mg/kg par jour). De plus,
leur modele MCT différait du notre. Pour induire la pathologie, ils ont injecté 32 mg/kg de
monocrotaline tandis que nous avons utilisé¢ le modéle « classique » avec une injection de 60
mg/kg de monocrotaline. Il a été décrit que ’administration d’une dose plus faible de

194

monocrotaline résulte en une HTAP moins sévere.”* Celle-ci pourrait étre plus facilement

réversible ce qui expliquerait les résultats obtenus.

Tel que décrit dans le cancer, nous avons montré que 1’augmentation de I’expression de
FOXMI est en partie attribuable a une diminution de I’expression de miR-204, un régulateur
impliqué dans le phénotype pro-prolifératif et anti apoptotique des PASMCs HTAP 254167 A
I’inverse, rétablir I’expression de miR-204 in vitro de méme que dans les modéles animaux
permet d’améliorer la maladie en ciblant de multiples protéines ayant déja été impliquées en
HTAP telle que BRD4.'” L’inhibition de BRD4 avec I’ Apabetalone fait actuellement 1’objet
d’une étude clinique pour le traitement de 'HTAP (NCT03655704). Bien que miR-204
semble étre une cible thérapeutique intéressante, des études plus approfondies seraient
nécessaires avant de pouvoir le cibler comme thérapie pour ’HTAP. Les miRs régulent une
multitude de protéines, ce qui complique une intervention ciblée puisque les risques
d’affecter diverses voies de signalisation sont trés importants. Malgré tout, la premicre
thérapie par micro ARN a récemment été approuvée par la FDA américaine pour le traitement

du cancer.?>® Les nouvelles thérapies ayant pour cible les microARN seront a surveiller dans
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les prochaines années. Puisque FOXM1 est une cible directe de ce micro-ARN, nous avons
décidé d’investiguer I’impact d’une diminution de miR-204 sur ’expression de FOXM1.2%*
L’approche bidirectionnelle a I’aide d’un antagomiR nous a permis de démontrer qu’une
diminution de I’expression de miR-204 dans les PASMC:s isolées de patients sains augmente
I’expression de FOXMI. Inversement, 1’utilisation d’un mimic pour miR204 nous a permis
de rétablir I’expression de miR-204 dans les PASMCs HTAP, ce qui entraine une diminution
de I’expression de FOXMI1. Cette approche bi-directionnelle confirme I’hypothése que
miR204 régule I’expression de FOXMI1 en dans les PASMCs HTAP. Avec ces expériences,
nous n’avons cependant pas déterminé I’impact de la diminution de miR-204 sur la
prolifération et I’apoptose des PASMC CTL, ce qui pourrait étre pertinent d’évaluer dans le
cadre de futures études. De plus, il serait intéressant de démontrer si les effets sur la
prolifération et I’apoptose sont uniquement médi¢s par FOXM 1, sachant que miR-204 cible
plusieurs autres protéines connues pour intervenir dans ces processus. Afin de le démontrer,
il serait possible d’utiliser un antagomiR pour miR-204 combiné a un ARN interférant pour
FOXM1, ce qui nous permettrait de déterminer I’impact direct de la voie miR-204/FOXM 1
sur la prolifération et I’apoptose des PASMCs. Dai et collaborateurs ont montré suivant la
publication de notre étude que FOXMI1 est surexprimé dans les poumons de souris HTAP
induites par I’hypoxie, suggérant une implication des facteurs HIFs dans la régulation de
Iexpression de FOXM1.2%¢ Ce résultat concorde avec une autre étude dans laquelle les
auteurs montraient que I’expression de FOXM1 dans les PASMCs est directement induite
par HIF-1 et qu’elle est essentielle a la prolifération des PASMCs induite par I’hypoxie.?*? 11
est également rapporté dans la littérature que FOXOI1 et FOXO3 agissent en tant que
régulateurs négatifs de FOXM1. FOXO3 favorise plusieurs processus cellulaires tels que
I’apoptose et I’arrét du cycle cellulaire en plus d’empécher la transcription de FOXM1.!33
FOXO3 est normalement réprimé suite a ’activation de la voie de signalisation PI3K-AKT,
connue pour étre activées en HTAP.?7-238 Différents signaux de survie et pro-inflammatoires
tels que le PDGF, I'IL-6 et le TNFa favorisent I’exclusion nucléaire et la dégradation de

FOXOT1 en HTAP, ce qui pourrait contribuer a la surexpression de FOXM1.!31:133.259

Le role de FOXM1 dans la prolifération cellulaire est connu depuis longtemps. De récentes

¢tudes ont soulevé son implication potentielle dans la régulation de la réparation des
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dommages a I’ADN, un processus récemment impliqué dans I’étiologie de ’'HTAP. Nous
avons montré¢ une plus grande expression de YH2AX dans les PASMCs HTAP
comparativement aux contrdles, ce qui suggere une plus importante activation des voies de
réparation de I’ADN en HTAP. Ces résultats confirment ceux de I’étude menée par Meloche
et collaborateurs.'”! Nous avons également démontré que FOXM1 régule 1’expression de
NBS1 dans les PASMCs HTAP. L’inhibition de FOXMI1 diminue drastiquement
I’expression de NBS1, ce qui est associ¢ également a une diminution de I’expression de
YH2AX. Lorsque ’expression de 1’un des trois membres du complexe MRN est réduite, la
stabilit¢ du complexe entier est compromise, I’empéchant ainsi de reconnaitre les dommages
dans une cellule. Une signalisation compromise empéche la cellule de réparer I’ADN Iésé,
ce qui résulte en une accumulation de dommage, un arrét de la prolifération et I’entrée en
apoptose. On observe les mémes effets lorsqu’on traite les cellules avec la mirin, un
inhibiteur spécifique au complexe MRN, confirmant ainsi les résultats obtenus
préalablement. L’inhibition de FOXM1 par la thiostrepton ou a 1’aide d’un ARN interférant
diminue également I’expression de Survivin in vitro et in vivo, mettant en évidence un second
mécanisme par lequel 1’inhibition de FOXMI1 favoriserait 1’apoptose des PASMCs. La
diminution de la prolifération observée suivant 1’inhibition de FOXMI1 pourrait aussi étre
due a I’incapacit¢ de FOXMI1 de réguler I’expression de nombreux genes nécessaires a la
progression du cycle cellulaire tels que PLK1, CyclinB1, CyclinD1 et plusieurs autres. Il a
¢té montré par Wilson et collaborateurs que I’inhibition de FOXM1 diminue I’expression de

ces génes, réduisant ainsi la prolifération cellulaire.?®°

Limites de I’étude

L’une des limites de 1’é¢tude provient des tissus utilisés lors de nos expérimentations. La
plupart des tissus dits « contréles » proviennent de patients ayant subi une opération de
résection tumorale. Bien que ces tissus « sains » soient prélevés en périphérie de la tumeur,
on ne peut exclure la possibilité qu’ils soient affectés par la présence de celle-ci. Par-contre,
ces patients ne sont pas atteints d’HTAP donc il est juste de dire qu’ils peuvent servir de

controles pour cette pathologie.
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Suite aux expérimentations in vivo, nous n’avons pas observé d’amélioration de
I’hypertrophie et de la fonction cardiaque malgré la baisse des pressions de I’AP et du VD et
de la diminution du remodelage vasculaire. Tel que discuté précédemment, cela pourrait étre
dG a une durée trop courte des traitements ou encore a 1’utilisation d’une dose trop faible de
la thiostrepton pour pouvoir observer un effet bénéfique sur le VD. Dai et collaborateurs ont
confirmé suite a notre étude que 1’utilisation d’une dose plus forte de thiostrepton améliore
les fonctions cardiaques, confirmant le potentiel thérapeutique de I’inhibition de FOXMI1.
Nous n’avons pas non plus investigué I’effet de 1’inhibition de FOXM1 dans d’autres types
cellulaires ni d’autres organes. FOXM1 est crucial pour 1’activation et la différenciation des
fibroblastes pulmonaires, processus contribuant au remodelage vasculaire.’*’ Cette
composante n’a pas du tout été investiguée dans notre étude. De plus, I’inhibition de FOXM1
peut affecter les cellules inflammatoires. Les macrophages déficients en FOXM1 ont une
capacité de migration diminuée, de méme qu’une diminution de la production de cytokines
pro-inflammatoires telles que IL-1B et IL-6.22° L’amélioration de ’HTAP pourrait donc étre
favorisée par une diminution de I’inflammation péri vasculaire, mais cet élément n’a pas été

investigué et nécessiterait des études supplémentaires.

Un autre facteur limitant I’initiation d’études cliniques avec les inhibiteurs de FOXMI1 est
qu’aucun d’entre eux n’a actuellement été approuvé ni testé chez I’humain, et ce toutes
disciplines confondues. En HTAP, puisque le phénotype des PASMCs est similaire a celui
des cellules cancéreuses, il est possible que 1’utilisation de drogues déja testées ou
approuvées dans le cancer pourrait également s’avérer bénéfique pour cette pathologie.
L’utilisation de traitements déja approuvés pour d’autres pathologies procure un énorme
avantage dans I’initiation d’études cliniques puisque beaucoup de leur effet et propriétés sont
déja connus. Concernant les inhibiteurs de FOXM1, beaucoup de travail reste a faire dans les
prochaines années concernant le développement ou I’identification de nouveaux inhibiteurs
spécifiques pouvant étre utilisés chez I’humain. Le RVX-208, actuellement en phase clinique
1 pour 'HTAP, diminue in vitro et in vivo I’expression de FOXM."”” Méme si aucun
traitement n’existe actuellement pour le cibler, cibler ces régulateurs en amont de la voie de

signalisation pourrait s’avérer étre une stratégie thérapeutique efficace.
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Conclusion et perspectives

En conclusion, nous avons démontré par cette étude I’importance cruciale de FOXM1 dans
I’acquisition et le maintien du phénotype pro-prolifératif et anti-apoptotique des PASMCs
HTAP. FOXMI1 est connu pour réguler plusieurs processus cellulaires impliqués dans la
physiopathologie de I’'HTAP tels que la progression du cycle cellulaire, I’inflammation et
I’effet Warburg. Ce n’est que récemment que son role dans la régulation des dommages a
I’ADN a été mis en évidence. Nous avons confirmé dans la présente étude que la régulation
de ce processus est d’une importance cruciale dans 1’étiologie de ’'HTAP et que I’activation
des mécanismes de réparation a I’ADN favorise la survie des PASMCs HTAP. De plus, les
résultats que nous avons obtenus dans les modéles animaux ont été reproduits par d’autres
équipes, validant nos résultats et confirmant le potentiel thérapeutique de FOXMI en
HTAP.24625 Notre étude a ainsi permis de montrer que I’inhibition de FOXM1 présente un

réel intérét en tant que nouvelle cible thérapeutique en HTAP.

En perspective, il serait pertinent d’étudier le réle de FOXM1 dans d’autres types cellulaires,
notamment au niveau des cellules inflammatoires et des fibroblastes pulmonaires puisque ces
types cellulaires ont également ét¢ impliqués dans la physiopathologie de ’HTAP. De plus,
puisqu’il est connu que I’expression de FOXMI1 est induite dans cellules qui proliférent de
facon active, il serait important d’évaluer les impacts d’une inhibition systémique de FOXM1

sur ces types cellulaires et dans les autres organes.

Nous avons é¢galement montré que FOXMI1 est surexprimé chez les individus HTAP, mais il
existe une importante variabilité d’expression entre les individus, certains ayant méme des
niveaux d’expression similaires aux patients controles. Ceci laisse suggérer que certains
individus pourraient étre de meilleurs répondeurs aux traitements ciblant FOXM1. Ceci
ouvre la porte a développer une médecine personnalisée qui permettrait de discriminer les
individus répondeurs des non répondeurs. D’autres études seraient cependant nécessaires afin

de valider cette hypothéese.
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