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Resumeé

L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) est umaladie mortelle caractérisée par un
important remodelage vasculaire, principalemené diyperprolifération et a la résistance a
'apoptose des cellules du muscle lisse de I'app@itenonaire (CML-AP).

Récemment il a été montré que les CML-AP présententemodelage du métabolisme
énergétique, avec une régulation négative de lai}dd phosphorylante associée a une
activation de la voie glycolytique, qui semble atdnter a leur phénotype particulier.

La désacétylase sirtuinel (SIRT1) est un impomandulateur du métabolisme énergétique,
notamment via son activation dperoxisome proliferator-activated receptor gamma
coactivator-1 alpha(PGC-Li), régulateur clé de la biogenése mitochondrialandcette
étude, nous montrons pour la premiere fois querddifgration des CML-AP de rat et
humaines est caractérisée par une réduction divitacde SIRT1, et est augmentée suite a
I'inhibition pharmacologique ou la sous-expressgpécifigue de SIRT1. De plus, suite a
hypoxie chronique, des souris génétiguement détieseen SIRT1 présentent un remodelage
vasculaire plus important que celui observé chezstriris contrbles, ce qui est associé a une
augmentation accentuée de I'hypertrophie et dedasjpon systolique du ventricule droit. Au
contraire, I'activation pharmacologique de SIRThilre fortement la prolifération des CML-
AP, et est associée a I'activation de la biogengsechondriale.

L'ensemble de ces résultats suggere que linamivate SIRT1 joue un rdle causal dans
'hyperprolifération des CML-AP et cette enzyme pait étre une nouvelle cible
thérapeutique prometteuse pour le traitement dEAPL

Abstract

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a lethédedse characterized by an intensive
vascular remodelling, mainly due to hyper-prolifema and resistance to apoptosis of
pulmonary artery smooth muscle cells (PASMCs).

Recently it has been found that PASMCs, similadycancer cells, demonstrate a shift in
energy metabolism from oxidative phosphorylatiowaads glycolysis thus contributing to
their particular phenotype.

The deacetylase sirtuinl (SIRT1) is an importantdotator of energy metabolism,
particularly via its activation of peroxisome pfehator-activated receptor gamma
coactivator-1 alpha (PGGCs), the master regulator of mitochondrial biogeneklsre we
show for the first time that rat and human PASMOQIifgration is characterised by a
diminution of SIRT1 activity, and is potentiated ®YRT1 pharmacological inhibition or
specific downregulation. Moreover, after chronigpbyia exposure, SIRT1 KO mice display
a more intense vascular remodelling compared tar tbentrol littermates and this is
associated with an exacerbated increase in rightrigke systolic pressure and hypertrophy.
Conversely, pharmacological SIRT1 activation stignighibits PASMC proliferation, and is
associated with the activation of mitochondrialggoesis.

In general, the data obtained show that SIRT1 ivetobn plays a causative role in PASMC
proliferation and this enzyme could be a promighgrapeutic target for PAH treatment.
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Préambule

L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) est umaladie rare, avec une prévalence
estimée a 15-50/million d’habitants, mais ayanirmapact sociétal tres important. Il s’agit en
effet d’'une pathologie mortelle, avec un taux devigua 5 ans d’environ 50%, qui affecte des
patients, en majorité féminin, en age de proceéee travailler (entre les 30 et 50 ans), et qui
coute extrémement cher en termes de traitement.

L'HTAP est définie par une augmentation de la porssartérielle pulmonaire moyenne au
dela de 25 mmHg au repos, et est caractérisée paraugmentation de la résistance
vasculaire pulmonaire qui méne a une insuffisarazdiaque droite et a la mort précoce du
patient. L’élévation de la résistance vasculairé ms$ncipalement due a un important
remodelage de l'artére pulmonaire marqué par uisgipaement de sa paroi qui engendre la
réduction du diametre de la lumiére et, par conségune surcharge du coeur droit.
L’étiologie et la pathogenese de I'HTAP idiopathequestent voilées de mystére ; son
développement peut étre déterminé par un fond ggmetpar un large éventail de facteurs
environnementaux et/ou par de mécanismes de déesmnt tel que l'inflammation. Les
thérapies actuelles ne sont pas satisfaisantegjelies ne sont pas capables de faire
régresser la maladie. En effet, il s’agit de vastaieurs qui ont été congus pour le traitement
de I'hypertension systémique et qui en conséquewceont pas spécifigues du systéme
circulatoire pulmonaire. De plus, la communaut@msifiqgue s’accorde désormais sur le fait
gue la diminution de la lumiére vasculaire seraiing@palement causée non par la
vasoconstriction, mais plutét par l'altération dguilibre entre la prolifération et I'apoptose
des cellules du muscle lisse de I'artére pulmon@idL-AP). De facon similaire aux cellules
cancéreuses, les CML-AP hyperproliférent et sosisténtes a I'apoptose, conduisant ainsi a
leur accumulation dans la paroi vasculaire, qua fohgue devient plus épaisse. Il est donc
nécessaire d’identifier d’autres cibles thérapewggqui permettraient de traiter cette maladie
mortelle plus efficacement.

Récemment, il a été montré que les CML-AP dériviiepatients atteints d’'HTAP partagent
de nombreuses caractéristiques avec les cellulesérzuses, en plus du phénotype
hyperprolifératif et résistant a I'apoptose. Cellutes présentent notamment un remodelage
meétabolique qui a été observé pour la premiére garsOtto Warburg dans les cellules de
cancer, a savoir une régulation négative du métabel mitochondrial associée a une

augmentation du flux glycolytique méme en préseatiogygéne. De facon intéressante, il a
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été suggeéreé que ce remodelage métabolique pocordiibuer au phénotype pseudotumorale
des CML-AP, étant donné qu'il active plusieurs gogke signalisation qui aboutissent d’'une
part a une augmentation de la concentration déucalmtracellulaire, connu pour stimuler la
prolifération, et d’autre part a une diminution gltassium intracellulaire et des facteurs pro
apoptotiques libérés par les mitochondries, élésmel#iclenchant la mort cellulaire. Le
rétablissement de la balance métabolique normalablseait donc étre une option
thérapeutique possible pour le traitement de 'HTAR effet, de fagon encourageante, la
stimulation du métabolisme mitochondrial chez dedéies animaux d’'HTAP a montré des
effets bénéfiques.

La désacétylase Sirtuine 1 (SIRT1) est un activateés important du métabolisme
mitochondrial, qui agit dans divers tissus modul#iattivité de plusieurs facteurs de
transcriptions et co-activateurs transcriptionnélde active notamment PGGxlrégulateur
clé de la production de nouvelles mitochondriessdén cellule, dont I'expression est
diminuée dans les CML-AP des patients HTAP.

Le projet de cette thése consistait donc en I'egtion du réle possible de SIRT1 dans la
prolifération des CML-AP. Ceci a conduit a eétudidiverses aspects tels que [I'état
d’activation de SIRT1 dans les CML-AP en hypergéoition, son rble dans la prolifération
de ce type cellulaire, son importance dans le refageé vasculairé vivo, et sa capacité a
activer le métabolisme mitochondrial dans les CMR-ACe travail a donc été réalisé au
moyen de différentes approches allant de technigqlessiques de biologie cellulaire et
moléculaire et de biochimie, a des approches famapel a I'imagerie confocale, et ceci au
moyen de plusieurs systemes modeles incluant lek-&R1de rat, humaines et les souris
déficientes en SIRT1.
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Introduction

Chapitre | : Le systéme vasculaire pulmonaire

A. Anatomie des vaisseaux sanguins

La circulation pulmonaire est un circuit partant du coeur qui traverse lesmmns avant de
revenir a la pompe cardiague. Le sang pauvre egémeyest éjecté du ventricule droit pour
atteindre les poumons en empruntant l'artére puéimenet se jette enfin dans l'oreillette
gauche via la veine pulmonaire. Le sang riche gmmémxe est alors propulsé par le ventricule
gauche dans le reste du corps via l'aorte et sasches. Aprés passage dans les réseaux
capillaires irrigant les différents organes, cegsaalors devenu désoxygéné, effectue son
retour a l'oreillette droite par les veines cavagésieure et inferieure (circulation systémique)

(figure 1).

Circulation pulmonaire

Circulation systémique
- Sang désoxygéna

. Sang oxygens

Figure 1 : Représentation schématique du systeéme circulatoire.

La circulation systémiquecorrespond a la circulation du sang oxygéné quigiaventricule gauche et se rend

a tous les organes du corps via I'aorte et seschesm Elle inclut aussi le retour du sang désox§géovenant

des organes a l'oreillette droite via la veine cdwgcirculation pulmonaire correspond a la circulation du sang
désoxygéné qui est propulsé par le ventricule debise rend aux poumons via l'artére pulmonairesest
branches afin d'y étre oxygéné a nouveau. Elle cengpaussi le retour du sang oxygéné des poumons a
I'oreillette gauche via la veine pulmonaire.

Adaptée de http://webschoolsolutions.com/pattsésgstiungs.htm
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Le sang s’écoule dans un réseau composé de vaissaaguins. Il s’agit de structures
dynamiques formées d’'une paroi entourant une lenitams laquelle le sang circule. Ces
vaisseaux peuvent moduler la circulation sangumeescontractant (vasoconstriction), en se
relaxant (vasodilatation) et en proliféerant (angiogse). Selon leurs structures et leurs
fonctions, trois groupes sont distingués : lesrastdes veines et enfin les capillaires.

Les artéres et les veines présentent une paroi asdmepde trois couches ou tuniques :
l'intima, la média, et I'adventice [1], représergémn figure 2. L'intimaconsiste en un simple
épithélium nommeé endothélium qui agit comme uneid@ semi-sélective entre la lumiére
vasculaire et le tissu entourant cette derniereairdlant le passage des matériaux. Cette
tunique libére en outre des substances agissata soédia qui peuvent moduler la pression
artérielle via les mécanismes de vasoconstrictiodevasodilatation. L'intima est séparée de
la média par la lamina (ou limitante) élastiquesing, une lame de fibre élastique constituée
d’élastine. La_médiast constituée de couches d'élastine et de cellolasculaires lisses
(CML), dont la contraction ou la relaxation est wélée par des neurofibres vasomotrices du
systeme nerveux autonome, par des facteurs humoetuypar I'endothélium, tel que
mentionné précédemment. Enfin, I'adventiest composée par un mélange de matrice
extracellulaire, de fibroblastes et de cellulesvaases. Elle est caractérisée par la présence de
fibres de collagéne fortement liées les unes adresuqui permettent aux artéres et aux
veines de s’étirer pour éviter une sur-dilation dua pression sanguine. Il faut noter que dans
les arteres de gros calibre, 'adventice et la méstint séparées par la lamina élastique
externe, une couche élastique acellulaire.

Malgré le fait que les parois artérielle et veireysésentent la méme structure a trois
couches, I'épaisseur relative des ces derniéras dans les deux types de vaisseaux (figure
2), reflétant ainsi leur différente fonction. Lageres sont responsables du transport du sang
provenant des ventricules, c’est a dire que ce sangous haute pression en raison de I'action
de la pompe cardiaque. Pour faire face a ces pesissnguines par le cceur, elles ont une
paroi trés épaisse, particulierement riche en CMIL,conferent force et élasticité. Les veines
portent au contraire le sang sous basse presspmnsdes organes et les tissus vers le cceur ;
elles présentent, pour cette raison, des parosfpias que celles des arteres. De plus, elles
possedent une lumiére plus large que celle deseaytét contiennent des systemes de valves
pour faire face a la pression artérielle faiblé ¢ force de gravité, empéchant ainsi le reflux
du sang.

Au sein méme du groupe des artéeres, celles-ci eminttes variations dans la structure de

leur paroi, de sorte qu’elles peuvent étre distiaguen trois catégories : les artéres élastiques,
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les arteres musculaires et les artérioles. Leseartélastiques ont une paroi épaisse et sont
situées a proximité du cceur, comme l'artére pulrimeneelles présentent un large diamétre
(2.5-1 cm) ainsi gqu’une forte élasticité, et oppasgne faible résistance au sang circulant du
coeur aux artéres de taille moyenne. Leur paroilagdu se contracte passivement quand le
sang est éjecté du coeur, pour que le sang puisseeven continu et non par saccades,
malgré les contractions cardiaques. Les arterescutaiges présentent, pour leur part, un
diametre plus petit (0,3 mm-1 cm), et affichentriédia la plus épaisse de tous les vaisseaux,
étant ainsi davantage responsables de la vasoictinstique les arteres élastiques, mais étant
egalement moins étirables. Enfin, plus loin du ¢cdegrartérioles sont les plus petites artéres.
Leur média est en majeure partie composée de Ch#c, més peu de fibres élastiques, et leur
adventice est réduite. La variation de leur diamétfenviron 30 um) détermine I'efflux
sanguin dans les capillaires : quand les artériekegontractent, le sang évite les tissus
gu’elles irriguent alors que lorsqu’elles se ditdfele volume sanguin augmente dans les
capillaires locaux.

Lescapillaires sont les plus petits vaisseaux de I'organismeg avediameétre qui varie de 8 a
10 um. lls parcourent tous les organes et tissusremant un réseau, et sont responsables de
I'échange de substances telles que les gaz, leseuts, les hormones, ou encore les déchets
métaboligues, entre le sang et le fluide integdténtourant les cellules. Pour mieux accomplir
leur fonction, la structure des capillaires est@&xement différente de celle des arteres et des
veines : leur lumiere est en effet entourée parumgue couche de cellules endothéliales.

Les capillaires s’unissent pour former les veinutemt le diametre est compris entre 8 et 100
um. Ces veinules fusionnent ensuite pour formervéeses dont le diamétre augmente a
mesure qu’on se rapproche du cceur. Grace a lendgtamiere, les veines peuvent contenir
un important volume sanguin, servant ainsi de véser de sang. De plus, elles offrent une
basse résistance au flux du sang, facilitant di&e daton son transport vers les oreillettes

cardiaques.
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Tunigue intima

Endothélium

Couche
sous-endothéliale

Lamina intérieure élastigue

Tunigue media

Lamina extérieure élastique

Tunigue adventice

Lit capillaire .
lumiére

Weine

lumiére

Artére

Lumiére __

" Capillaire

Figure 2 : Comparaison de la structure des artéresjes veines et des capillaires

Les arteres et les veines présentent la méme wteuattrois couches, mais I'épaisseur relativeededernieres
est différente entre les deux types de vaisseaaxuhique média est épaisse dans les artéresaéiveahent

mince dans les veines, tandis que la tunique ambecast mince dans les arteres et relativemenssgpalans les
veines. De plus, ces derniéres présentent une femias large que celle des artéres, et contiershesnvalves
pour empécher le reflux du sang. La structure dgsllaires differe de celle des artéres et desesineur

lumiere est en effet entourée par une unique codeteellules endothéliales.

Adapté de http://academic.kellogg.edu/herbretséo2li mckinley/f231_walls_de_an_arter_c.jpg.

B. Physiologie des vaisseaux sanguins pulmonaires

La circulation sanguine est fondamentale pour éada I'organisme. Chaque cellule a besoin
d’énergie pour exécuter toutes ses fonctions, epagt la produire qu’en recevant du
dioxygene (Q) et des nutriments. Ceux-ci sont transportés dansang oxygéné mis en
mouvement par le coeur pour rejoindre l'aorte awdiatteindre I'ensemble des cellules
constituant I'organisme. Dans le méme temps, lesheté produits en conséquence de
l'oxydation du carbone sont transportés par le sEsgpxygéné qui est envoyé aux poumons
pour étre réoxygéné et se décharger du dioxydad®ee (CQ) qu’il contient.

Au vu de I'importance de I'approvisionnement engsde toutes les cellules du corps, il n’est
pas surprenant que ce systéme complexe soit stecterégulé pour satisfaire les demandes
de l'organisme. Nommément, la pression artérieffie um facteur qui doit étre contrblé et
maintenu stable.
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La pression artérielle pulmonaireest lapression exercée par le sang circulant sur lesgaro
des arteres pulmonaires. Au repos et en conditpimsiologiques, la pression artérielle
pulmonaire moyenne est d'environ 14 mmHg, avecliamige supérieure de 20,6 mmHg [2].
Elle est directement proportionnelle au débit Ggde et a la résistance vasculaire debit
cardiaque est le volume de sang éjecté dans la circulationgsaventricules cardiaques en
une minute il est relativement stable, étant donné qu'il @égpendant du volume sanguin et
de la fréquence cardiaque, qui ne changent paswherividu sain au repos. lrasistance
vasculaireest la résistance au flux qui doit étre vaincuer gparmettre la circulation du sang
a travers le systeme cardiovasculaire, et estrd@iée par la viscosité du sang ainsi que par
la longueur et le diamétre des vaisseaux. Sachantiep deux premiers facteurs cités sont
normalement constants, la résistance vasculair@rastipalement dépendante du diamétre
vasculaire, qui change fréquemment, puisqu’il esmings a la vasoconstriction et a la
vasodilatation des vaisseaux. La résistance vaseulast notamment inversement
proportionnelle & la quatrieme puissance du raganest la moitié du diametre : ainsi, méme
une trés légéere variation en termes de diametreulaiee a un impact fort sur la valeur de la
pression artérielle.

En comparaison avec leurs homologues systémigassartéres et artérioles pulmonaires
montrent une paroi plus fine et une lumiere pluganante. Pour ces raisons, elles offrent une
faible résistance au flux sanguin, demandant amsins de pression pour faire circuler le
sang que dans le circuit systémique. Par conséqueenpression artérielle pulmonaire
moyenne est beaucoup plus faible que la pressi@miedle systéemique moyenne qui est
d'environ 90 mmHg.

Une autre différence importante entre la circutaimimonaire et la circulation systémique
est la réaction a faibles niveaux @’'€anguin. En fait, tandis que les vaisseaux sysigsiq
adultes se dilatent pendant I'hypoxie, les vaissepulmonaires se contractent. Ces
différentes réponses sont dues aux fonctions opposies vaisseaux pulmonaires et
systémiques, les premiers prenant l'oxygéne et desixiemes le distribuant. La
vasoconstriction pulmonaire hypoxique permet lastetution du flux pulmonaire depuis les
sites affichant une pression partielle gd’'assevers les sites présentant une importante
disponibilit¢ d'Q ; au contraire, la vasodilatation hypoxique systgrai permet une
optimisation de la perfusion des tissus pour s’tefa@ leur demande métabolique et ainsi la
satisfaire. La physiologie de la vasoconstrictimimonaire hypoxique a été étudiée durant
de nombreuses décennies, et il s’avere que lexinoitalries, organites cellulaires qui feront

'objet du deuxieme chapitre de lintroduction, qugnt un role essentiel [3]. En effet, en
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gualité¢ de senseurs dOles mitochondries peuvent moduler leur productibespeces
réactives de I'oxygéne, qui peuvent alors diffudans le cytoplasme et vers la membrane
cellulaire et réguler des cibles sensibles a I'éagdatif, pouvant a leur tour induire la
contraction des CML. Par exemple, les canaux pgiass membranaires voltage-dépendants
sont inhibés par les especes réactives de I'oxygaib@echondriales, ce qui conduit & une
dépolarisation membranaire, qui a son tour provoltjaetivation des canaux calciques
voltage-dépendants et, par conséquent, une audinantu calcium (C%) cytoplasmique
[4]. Cette derniére déclenche la vasoconstrictiofaeorise la prolifération cellulaire, selon
les mécanismes que qui seront détaillés ci-dessous.

Les mitochondries des CML de l'artere pulmonaireM{CGAP) et celles des CML des
vaisseaux systémiques présentent des différenceqoqgrraient expliquer la différence de
production basale d’especes réactives de I'oxygeit@chondriales et les réponses opposées
a I'hypoxie. Les mitochondries des CML-AP montreety effet, une diminution de
I'expression et de la fonction de complexes I-Blld chaine respiratoire et une augmentation
de lI'expression de I'enzyme antioxydante superoxgenutase en comparaison avec les
CML des vaisseaux systémiques [5].

Comme il a été mentionné ci-dessus, la pressiairigite dépend fortement du diametre
vasculaire, qui a son tour varie selon le tonus dEsseaux. La vasoconstriction et la
vasodilatation sont médiées par les CML par desaniémes moléculaires qui seront décrits

dans les sections suivantes.

1. Contraction des CML

La contractiordes CML est induite par une augmentation de la@unation du C& dans le
cytoplasmeselon le mécanisme représenté en figure 3. L¥ Ime lie la calmoduling
protéine capable de s'associer aux ion§'Gat le complexe Gacalmoduline active ensuite
la kinase de la chaine légere de la myosine, uagne®m qui phosphoryle les chaines Iégéres
de la myosine en présence d’ATP. Les chainesdégde la myosine sont des sous-unités
régulatrices de 20 KDa situées sur les tétes desimgo leur phosphorylation détermine la
stimulation de leur activité ATPasique, et, parsgguent, la formation de ponts d’union entre
les tétes de myosine et les filaments d’actinguieétermine la contraction des CML.

Une augmentation de la concentration d€*Qatosolique dans les CML-AP peut étre

produite soit par un flux augmenté de’Cdans la cellule via des canaux calciques de la
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membrane plasmique, soit via le libération dé*€antenu dans le réticulum sarcoplasmique
[6, 7].

Le premier mécanisme implique de multiples canaesmgables au G§ tels que (a) les
canaux calciques voltage-dépendants, régulés pashdagements du potentiel de membrane,
(b) les ROC receptor-operated calcium channglsactivés par l'interaction des agonistes
avec leurs récepteurs membranaires, et (c) les (Sto€e-operated calcium channglactivés
par la déplétion de Gadans les réserves intracellulaires [8, 9]. Le éur mécanisme est
basé sur la sensibilité du réticulum sarcoplasmaglimositol triphosphate et a la ryanodine
[6, 7].

La dépolarisation de la membrane plasmique engebholngerture des canaux calciques
voltage-dépendant®] et, donc, linflux de C& dans la cellule, et facilite également la
production d’inositol triphosphate, qui stimule liaération de C& dans le cytosol par le
réticulum sarcoplasmique [10].

Les ROC sont activés par la liaison de ligandsréibéoar les cellules endothéliales, tels que
'endothéline-1, la noradrénaline (aussi appeléeémiaephrine), l'angiotensine II, la
vasopressine, la sérotonine et le thromboxan§R a leurs récepteurs spécifiques liés a la
membrane plasmique. Ces récepteurs sont couplége protéine ¢ hétérotrimerique, qui,
utilisant I'echange de GTP en GDP (d’ou le nom detgne G), stimule l'activité de la
phospholipase C, déterminant ainsi la formationdéeix seconds messagers : l'inositol
triphosphate et le diacylglycérol. La liaison deadsitol triphosphate aux récepteurs situés sur
le réticulum sarcoplasmique déclenche la libératierC4" dans le cytosol ; de I'autre coté, le
diacylglycérol active la protéine kinase C, qui gplooryle les canaux calciques voltage-
dépendants, favorisant la contraction.

Pour leur part, les SOC sont activés par la dépiétiu C&" du réticulum sarcoplasmique
[11], et controlent un influx de Gaqui est fondamental pour le remplissage du rétioul
sarcoplasmique et pour maintenir une concentratio6&* cytosolique élevée.

La fonction des SOC et ROC est dépendante de Bsspn des génes TRP@afsient
receptor potential channelDes génes TRPC connus, TRPC1, 2, 4, 5 et 6 esgrimeées
dans les CML-AP humaines [11], et TRPC1, 3, etiasdas cellules endothéliales de l'artere
pulmonaire [12].

La phosphorylation des chaines légeéeres de la mgaindonc, la contraction des CML, est
maintenue par des voies de transduction du sigritké@s par des récepteurs couplés aux
protéines G. Comme montre en figure 3, I'activatitenla protéine gpar des composes tels

gue la norépinephrine, l'angiotensine II, I'enddithé1 et la vasopressine, au-dela de
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stimuler la libération de G& par le réticulum sarcoplasmique (médiée par litobs
triphosphate), active la Rho-kinase, qui inhibepleosphatase de la chaine légére de la
myosine, cette derniére ayant une activité favatikarelaxation.

agonists (norepinephrine,
angiotensin Il, endothelin-1, etc.)

2+
Ca l receptor
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Figure 3 : Régulation de la contraction du muscleidse.

Divers agonistes lient des récepteurs spécifiques pctiver la contraction dans le muscle lisseteCliaison
active la phospholipase C via lintervention d'upeotéine G. La phospholipase C produit deux secende
messagers a partir du lipide membranaire phosphiatditol 4,5-bisphosphate: le diacylglycerol (D@)
l'inositol trisphosphate (1§. L'inositol triphosphatese lie a des récepteurs spécifiques sur le réticulu
sarcoplasmique, engendrant la libération dd"Qa DG et le C& activent la protéine kinase C (PKC), qui
favorise la contraction via la phosphorylation denaux calciques, activés par une dépolarisatioriade
membrane, ou d’autres protéines qui régulent lissehents des tétes de myosine sur les filameacsing. Le
Cd" se fixe a la calmoduline, activant ainsi la ML®@age fnyosin light chain kinageCette kinase phosphoryle
en fait la chaine légere de la myosine qui changec@hformation, pouvant ainsi lier I'actine, inittale
raccourcissement de la cellule musculaire lisspe@édant, la réponse contractile est transitoirepatmaintien
est assuré par un mécanisme de sensibilisatioredur€luant I'inhibition de I'activité de la phosplese de la
myosine par la Rho kinase. Ce mécanisme est mititnéme temps que I'activation de la phospholiiaséa

la stimulation de la petite protéine liant le GTRoOR. L'activation de RhoA par le récepteur couplé @rotéine

G implique un facteur d’échange de nucléotides wnme (RhoGEF) et la migration de RhoA a la meméra
plasmique. Une fois activé, RhoA augmente l'activde la Rho kinase, occasionnant l'inhibition de la
phosphatase de la myosine. Cela favorise I'étatractile, étant donné que la chaine Iégere de lasmg ne
peut plus étre déphosphorylée. De [13]

2. Relaxation des CML

La relaxation des CML a en effet lieu lorsque lagthorylation des chaines Iégéres de la
myosine est réduite. Cela peut étre produit pame) diminution de la libération de €aar

le réticulum sarcoplasmique ou de I'entrée d&"@ans la cellule, 2) I'inhibition de la kinase
de la chaine légére de la myosine par une augnmntie la concentration intracellulaire de

'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) et dguanosine monophosphate cyclique
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(GMPc), et 3) la déphosphorylation des chainesé&gge la myosine par la phosphatase de la
chaine Iégere de la myosine.

Plusieurs mécanismes sont impliqués dans I'élininade C4", qui est soit remis en réserve
dans le réticulum sarcoplasmique grace a l'actinmel pompe calcique ATP-dépendante
appelée SERCAsgrco-endoplasmic reticulum €aATPasg, soit expulsé & I'extérieur de la
cellule par une pompe calcique ATP-dépendante échangeur N4C& " tous deux localisés

a la membrane plasmique (figure 4).

L'activation des protéines sGpar des composés comme |'adrénaline (aussi appelée
épinephrine), I'adénosine et la prostacycline augm&AMPc, qui active la protéine kinase
A, qui a son tour phosphoryle la kinase de la ahddgere de la myosine. Cette derniére est
phosphorylée aussi par la protéine kinase G [14i]eqt activée par le GMPc produit par la
guanylate cyclase, stimulée a son tour par le viatbur oxyde nitrique, libéré par les
cellules endothéliales. La phosphorylation rendtitease de la chaine Iégere de la myosine
moins sensible au complexe %Gaalmoduline, et ceci diminue ainsi son activit&][1Par
conséquent, la diminution de la phosphorylation afesnes |égeres de la myosine conduit a
la relaxation des CML.

Enfin, la phosphorylation des chaines Iégéres denyasine peut étre diminuée suite a
I'activation de la phosphatase de la chaine |édérta myosine. Il a été démontré que cette
phosphatase est stimulée par une voie dépendatitexgige nitrique et de GMPc [16, 17].
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Figure 4 : Régulation de la relaxation du muscle $ise

La relaxation du muscle lisse a lieu suite au itetha stimulus contractile ou I'action directe daisubstance qui
stimule I'inhibition du mécanisme contractile. Dales deux cas, le processus de relaxation nécessde
diminution de la concentration intracellulaire de&#Cet une augmentation de I'activité de la phospleatisla
chaine légére de la myosine (MLC pauyosin light chaip Le réticulum sarcoplasmique et la membrane
plasmique contiennent des Ca,Mg-ATPases qui ponipadé* du cytosol. Les échangeurs Wa&" sont aussi
localisés sur la membrane plasmique et participdatréduction du CGaintracellulaire. Durant la relaxation, les
canaux calciques dépendants des ligands ou dugeola niveau de la membrane plasmique sont fermés,
causant donc une entrée réduite d& @ans la cellule. De [13].

C. Pathologie du systeme circulatoire pulmonairehypertension
artérielle pulmonaire

1. Définition et épidémiologie

L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP3st un syndrome tres complexe, défini
hémodynamiquement par une pression artérielle puim® moyenne supérieure a 25 mmHg
au repos, mesurée par cathétérisme du cceur d&itlf]. Dans cette condition, la pression
artérielle pulmonaire occluse, qui refléte la pi@msyeineuse pulmonaire et, donc, la pression
capillaire, est inferieure a 15 mmHg. Ces carastigries se présentent en absence de causes
secondaires comme des maladies pulmonaires pareatéyses ou thromboemboliques [20].

Il s’agit donc d’'une maladie primaire des artérabnonaires de moyenne et petite taille, qui
subissent un important remodelage prolifératif, @méne a la réduction progressive de leur
lumiére (figure 5). Cela conduit a une augmentatierta résistance vasculaire pulmonaire au-
dela de 3 unités Wood (1 Wood = 1 mmHg/min/L) er, gonséquent, de la pression artérielle

pulmonaire [21]. Le ventricule droit apres une lerdaypertrophie compensatoire provoquée
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par cette surcharge [22], progresse vers une pfasEcompensation et une diminution du
débit cardiaque. Les patients meurent dinsuffisagardiaque droite, condition définie
comme l'incapacité du ventricule droit & éjecter wnlume suffisant de sang dans la

circulation pulmonaire.

Figure 5 : Le remodelage vasculaire dans I'HTAP.
Ces sections histologiques des artéres pulmondéréaille moyenne montrent I'épaississement deddian
caractéristique de 'HTAP, menant a la réductiohediemiére vasculaire. Adapté de [23]

Etant donné que la circulation pulmonaire a uneacié@nce plus haute et une pression plus
faible par rapport aux lits vasculaires systémiglesemodelage vasculaire peut augmenter
considérablement avant que les symptdmes ne sefestant. En conséquence, I'HTAP
devient visible tardivement dans le développemeriadnaladie. De plus, les symptédmes sont
non spécifiques, car ils sont principalement dugaaréduction du débit cardiaque :
essoufflement, faiblesse, et rétention des flujdég

Le taux exact de survie des patients atteints d’ABAt encore inconnu. Des rapports récents
semblent suggérer que la survie actuelle a 5 aa#t skenviron 50%, et la plus grande base
de données REVEALREegistry to Evaluate Early and Long-term PAH diseasmnagemejt
des Etas Unis indique une survie a 3 et 5 ans dé 68 57%, respectivement [24].
Néanmoins, il faut souligner que des sous-populatite patients atteints d’'HTAP associée a
une sclérodermie ou a une infection par le virug'idenunodéficience humaine (VIH) ont
des taux de survie inferieurs, de 40% et 20% a53aeis respectivement [20].

L'HTAP est une maladie rare, avec une prévalentast @ dire le nombre des cas a un
moment donné, estimée a 15-50/million d’habitamt&me si cela peut étre sous-estimé [25].
Cependant, pour certains groupes a haut risquaélalence est majeure : chez les patients
présentant une infection par le VIH, la prévaleastde 0,5% [26], et chez les patients avec

une sclérodermie la prévalence atteint 12% [27].FEance, I'incidence annuelle d'HTAP,
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soit le nombre de nouveaux cas diagnostiqués eanurest de 2,4 cas/million d’habitants
[28].

L'HTAP peut se développer a tout age, avec une mug/equi varie selon le sous types
d’'HTAP analysés, qui seront décrit ci-aprés : legigmts atteints d’'HTAP familiale, par
exemple, sont les plus jeunes au moment du diagn@stt11 ans). L’age au moment de la
découverte de la présence d’HTAP chez les pat@ggsautres sous-groupes est autour de la
5°M décennie de vie [28, 29]. Les patients sont m@jioement des femmes, avec un ratio
entre femmes/hommes touché(e)s qui varie de 1,0, &elon le sous type d’HTAP et le
registre des patients [30].

Bien gu’elle soit une maladie rare, son impactlausociété est tres important : il s’agit en
effet d’'une maladie mortelle qui touche des pasigetativement jeunes (entre les 30 et 50

ans) et qui colte extrémement cher en termes iienent [31, 32].

2. Classification Clinique

L’'HTAP est la forme la plus grave d’hypertensionrpanaire (HTP).

L'HTP était précédemment distinguée en HTP primaii@nt les causes sont inconnues, et
HTP secondaire, déterminée par une autre condd#ius-jacente, comme une maladie du
cceur gauche, des poumons, ou une chute persidiasteniveaux d’oxygene (hypoxie
chronique) [33]. Suite au 5éme Symposium Mondiefeiten 2013 a Nice, en France, 'HTP
est répartie dans les 5 classes suivantes [34]:

1) hypertension artérielle pulmonaire (HTAP)

L’'HTAP peut apparaitre seule ou associée a divargeditions cliniques. Pour cela elle peut
étre distinguée en différentes classes :

a) HTAP idiopathique, qui n’est associée a aucuteta de risque ni aucun cas familial ;

b) HTAP familiale, associée a une mutation génétiqu

¢) HTAP induite par des drogues et des toxines ;

d) HTAP associée a difféerentes pathologies (matadietissu conjonctif, infection de VIH,
hypertension portale, anémie hémolytique chronigmaladies cardiaques congénitales,
schistosomiase).

2) HTP causées par cardiopathies gauches

a) dysfonction systolique ;

b) dysfonction diastolique ;

c) maladie valvulaire.
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3) HTP déterminée par des maladies des poumons et/oygoxie :

a) maladie pulmonaire obstructive chronique ;

b) maladie pulmonaire interstitielle ;

c) autres maladies pulmonaires avec un mélangeotiésrestrictifs et obstructifs ;
d) respiration désordonnée lors du sommeil ;

e) désordres d’hypoventilation alvéolaire ;

f) exposition chronique a haute altitude ;

g) anomalies de développement.

4) HTP thromboembolique chronique

5) HTP liée a mécanismes multifactoriels inconnus

a) désordres hématologiques : désordres myélogrratifs, splénectomie ;

b) désordres systémiques, sarcoidose, vascularite ;

c) désordres métaboliques : maladie du stockageglgcogene, maladie de Gaucher,
désordres de la thyroide ;

d) autres : obstruction tumorale, insuffisance i&chronique en dialyse.

3. Anatomie pathologique de 'HTAP

L’'HTAP est une pan-vasculopathie qui affecte surtes petites arteres pulmonaires (avec un
diameétre < 500um), appelées aussi arteres deardsgstar elles régulent le flux sanguin local
dans le poumon. Dans cette pathologie, elles sardactérisées par une vasoconstriction
chronigue et par des lésions souvent obstructivespgrticipent a I'augmentation de la
résistance vasculaire pulmonaire et, par conségderia pression artérielle pulmonaire. Ces
Iésions, schématisées en figure 6, comprennenthypertrophie de la média des arteres
pulmonaires et une muscularisation des artéres gndires distales, une fibrose intimale
concentrique et excentrique, différents dégréesfldinmation, une prolifération de
'adventice, un remodelage de la matrice extratatie, des lésions plexiformes proprement
dites (dont I'existence n’est pas obligatoire), tissons thrombotiques, et la perte de petites
artéres précapillaires [35]. Ces événements coaduinalement a la raréfaction capillaire
due a l'occlusion des artéres pulmonaires et aépéndération microvasculaire des artéres
pulmonaires distales [36]. La compréhension deold@on des lésions vasculaires dans
'HTAP est limitée, car les biopsies sont raremeftenues chez les patients adultes.
Cependant, d'apres des observations de formationfiltese intimale et de lésions
plexiformes chez des enfants atteints d’HTwdPsusdes patients adultes, certains proposent
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gue I'hypertrophie de la média soit une lésion puscoce et réversible que la fibrose de
l'intima ou l'artériopathie plexogénique [37].

La vasoconstriction chronique occasionne une réduction de la lumiére vasculatresst
caractérisée par une lamina élastique interne pddiment repliée, avec des cellules
endothéliales confinées dans les plies.

L’ hypertrophie de la média comporte une muscularisation augmentée des artéres
pulmonaires déja muscularisés [38], ainsi qu’ungnantation de la matrice conjonctive et
des fibres élastiques [39]. Elle est principalenthreg a I'hyper-prolifération et a la résistance
a l'apoptose des CML-AP [38], phénomeénes qui sedistutés en détail dans la section ci-
dessous.

La néo-muscularisationdes artérioles précapillaires distales consistéapparition de CML
dans ces vaisseaux normalement non-muscularisesrses études ont proposeé différentes
sources cellulaires qui seraient responsablesesteds de CML dans 'HTAP, telles que les
cellules endothéliales, les fibroblastes, les y&&; et les cellules hématopoiétiques [40—44].
Notamment, le processus via lequel les cellulesottiddiales migrent vers la média et
acquierent un phénotype musculaire est appeléitianendothéliale-mésenchymateuse, dont
'existence dans 'HTAP humaine a été prounésitu [45]. Néanmoins, selon une étude tres
récente [46], ces sources de cellules non-museslaie fournissent qu’une contribution
secondaire a l'apparition de CML dans les artésialiestales, qui serait plutdét due a la
dedifférenciation de CML différenciées préexistanteCes cellules dédifférenciées,
surexprimant le récepteur du facteur de croiss&ie€F platelet-derived growthattor),
migrent a travers la frontiere moyenne-distale de®rioles puis proliferent fortement.
Ensuite, les cellules commencent a réduire I'exgioesdu récepteur de PDGF et a augmenter
celle de la chaine lourde de la myosine. Finalepfantériole distale est muscularisée par des
CML matures et différenciées [46].

Les lésions plexiformesapparaissent dans les stades tardifs de la mdiadieAu niveau
morphologique, elles consistent en des amas deeaig désorganisés constitués de cellules
endothéliales, de CML, de myofibroblastes et ddulss inflammatoires, en particulier
macrophagiques. Ces Iésions vasculaires prolifésasiint issues d’'une artére parentale et se
développent avec prédilection dans des zones dwmil&urce (divisions artérielles). Des
facteurs de croissance ont été impliqués dansclanstitution et certains ont suggéré qu’elles
seraient dérivées d’'une prolifération monoclonags dellules endothéliales, reflétant une
dysfonction de la prolifération endothéliale [4&lternativement, les lésions plexiformes

pourraient représenter une réponse angiogenidiseld@mie ou hypoxie locales [49].
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Au cours de lartériopathie pulmonaire thrombotiques Iésions prédominantes sont
endothéliales, sous la forme d'ufilerose intimale [50], qui peut étre laminaire concentrique,
excentrique, ou concentrique non laminaire. L'égagement intimal laminaire concentrique,
aussi appelé néointima, peut étre soit cellulagié fbrotique. Les cellules néointimales
présentent des caractéristiques des fibroblastssmgofibroblastes, et des CML. Cependant,
ces caractéristiques morphologiques ne permet@nde conclure sur leur dérivation car des
travaux récents ont montré la capacité des celkhel®théliales et des fibroblastes a acquérir
un phénotype musculaire lisse [51]. L'épaississemercentrique et concentrique
nonlaminaire sont pour la plupart composés de filasies et de tissu connectif de la matrice
[52].

Les lésions thrombotiquesin situ sont des thrombus parfois recanalisés, dont ladton

est favorisée par l'altération du processus de watign dans I'HTAP, caractérisée par une
augmentation de l'activité de la thrombine [53]sddaquettes [54] et de I'expression du
facteur tissulaire [55].

Le remodelage de la matrice extracellulairecontribue au microenvironnement aberrant
dans la paroi vasculaire pulmonaire dans I'HTAP laacréation d'un environnement
péricellulaire/extracellulaire favorisant la préliation, la survie et la migration cellulaire.
Notamment, un remodelage inapproprié de la mataggacellulaire peut faciliter le
remodelage vasculaire via la génération de fragendmises composants connus pour moduler
directement la prolifération, la migration, et Ffaation de protéases, ainsi que par le
relargage excessif de facteurs de croissance atreékamolécules qui y sont normalement
enchassées [56]. Dans I'HTAP, plusieurs études maontin déséquilibre entre les protéases
et les inhibiteurs des protéases, qui pourrait rdmrdr au remodelage de la matrice

extracellulaire [57].
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Figure 6 : Représentation de I'anatomie pathologige de 'HTAP.

(A) La vasoconstriction pulmonaire semble étre uanément précoce dans la pathogenése de 'HTARe Cet
vasoconstriction pulmonaire excessive a été li@me dysfonction ou une expression anormale desugana
potassiques dans les CML, ainsi qu'a une productdnite de vasodilatateurs (oxyde nitrique et fa@gline)

et une surproduction de vasoconstricteurs (endothdl) par les cellules endothéliales. (B) Les kiytes
proinflammatoires, les chémokines, la sérotonilamgiopoiétine, les facteurs de croissance, les onesnde la
superfamille TGFttansforming growth factgfp, mais aussi la protéolyse de la matrice extrae@liainsi que
'auto-immunité, stimulent la prolifération et laignation des CML, des cellules endothéliales, deoblastes

et des péricytes, et, par conséquent, le remodefagrulaire. (C) La prolifération et la résistadcBapoptose
des cellules endothéliales, causées par la pradueticessive de facteurs de croissances angiogEiginsi
gue par des anomalies génétiques dans la signatiSeEF3, peuvent favoriser une angiogénése aberrante dans
'HTAP. (D) L'artériopathie thrombotique est uneraetéristique pathophysiologique importante de A®PT

due a la dysfonction endothéliale. [35].

Hyperprolifération et résistance a I'apoptose desIC

Une des caractéristiqgues prédominantes du remadlekgrulaire observé dans 'HTAP est,
comme cité ci-dessus, I'hypertrophie de la médra.c&nditions physiologiques, I'épaisseur
de la média de I'artére pulmonaire est maintenue aiveau optimal par un équilibre entre la
prolifération et I'apoptose des CML. Si cet équititest altéré vers une augmentation de la
prolifération ou une diminution de I'apoptose, l&dia devient plus épaisse, réduisant et
finalement obstruant la lumiere vasculaire poursiaitonduire a une augmentation de la
résistance vasculaire pulmonaire [58].

L’ hyperprolifération et I'’hypertrophie des CML ont été impliquées damsiéveloppement
de I'HTAP idiopathique [59].l1 a été proposé que la prolifération cellulaire lat

vasoconstriction partagent une voie commune. Eet,efaugmentation de la prolifération
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semble étre reliée, elle aussi, & une homéostdseéam de la concentration de ‘Ca
cytosolique dans les CML [60].

Il a été montré que la concentration dé'Gatosolique au repos est significativement élevée
dans les CML en prolifération comparée a celle adhiles quiescentes, supportant I'idée
qu'une élévation du flux de &adans le cytoplasme est requise non seulement lpour
contraction des CML mais aussi pour la prolifénatiellulaire [61, 62].

En effet, une concentration de aytosolique élevée pousse les cellules quiescentes
rentrer dans le cycle cellulaire, ou elles se éwigpar mitose [63]. Au moins quatre étapes du
cycle cellulaire sont sensibles & l'activation par complexe C#/calmoduline: (a) la
transition de la phaseo@ la G (d’'un état de repos au début de la synthése d’AlY)la
transition de la phase;@ la S (synthese d’ADN), (c) la transition de leage G a la M
(mitose), et (d) la mitose en soi.

Des concentrations élevées de*'Ceytosolique engendrent une augmentation rapidé de
concentration de G&nucléaire [64], qui est un composant essentidadarolifération des
CML. En effet, une augmentation de la concentratierC&" cytosolique est impliquée dans
la stimulation de I'expression de génes importguar la prolifération cellulaire, dont le
promoteur contient des éléments sensibles &li[63.

De plus, certaines protéines cytoplasmiques desdrattion de signal impliquées dans la
prolifération cellulaire sont aussi €alépendantes. Par exemple, la MARtogen-activated
protein) kinase IlI, une enzyme participant a la cascadepluesphorylation qui méne a
l'activation du facteur qui soutient la synthes@[dN, est activée par une élévation de la
concentration de Gacytosolique [65].

De facon intéressante, il a été démontré qu’unaetiféasuffisante de Gadans le réticulum
sarcoplasmique, et non seulement dans le cytoplassteequise pour la prolifération des
CML. En effet, le C& emmagasiné dans le réticulum sarcoplasmique jouéla important
dans linitiation de la synthese de I'ADN et la |i@ration cellulaire. La réduction des
réserves de Gasensibles & I'inositol triphosphate avec les iitbibs des Cd-Mg?* ATPase
du réticulum sarcoplasmique provoque linhibitiom ld prolifération cellulaire, alors que sa
restauration via les pompes SERCA permet la regeda phase S du cycle cellulaire [66].
Enfin, des concentrations élevées dé*Qatosolique dans les cellules endothéliales sont
aussi responsables de I'hyperprolifération des CéfLaugmentant I'activité de liaison d’AP-
1 (activating protein-], une famille de facteurs de transcription [67H&® par des genes
sensibles au G& Une élévation prolongée de la concentration dé Gaosoliqueactive en

fait leur expression [68]. Les genes cibles d’ARels que I'endothéline-1 et PDGF, sont

32



impliqués dans la régulation de la proliferatioriiudaire, la migration, et I'apoptose, et
notamment sont oncogenes [69]. Leur expressionaeginentée dans I'HTP induite par
I'hypoxie chronique [70], qui provoque l'augmentati de la concentration de G
cytosolique dans les cellules endothéliales viativation de I'expression de TRPC4
(transient eceptorpotentialcanonical), une sous-unité d’'un canal cationiquengable au
ca*[12].

La résistance a l'apoptosea été démontrée dans le développement et la c@tieer de
'HTP sévere [71], alors que [linduction de Il'apopé provoque la régression de
I’hypertrophie de la paroi pulmonaire chez des neglanimaux d’'HTAP [72].

La diminution du volume cellulaire est un phénompréxoce du processus apoptotique [73].
Une concentration élevée de” Koytoplasmique est requise pour maintenir un volume
cellulaire normal [73, 74]. Les canaux potassiqueiage-dépendantde la membrane
plasmique, qui régulent le flux de'Klans la cellule, jouent donc un réle essentiesdan
régulation de I'apoptose. En effet, il a été dém@dmjue leur activation induit ou accélere
I'apoptose via la facilitation de la perte dé &ytoplasmique, alors que leur inhibition permet
une concentration de ‘Kcytosolique suffisamment élevée pour ralentir iaidution du
volume cellulaire et inhiber I'apoptose [75, 76].

De plus, une concentration de” KKytosolique élevée est nécessaire pour linhibitaes
caspases et nucléases, qui sont les médiateunsx fida I'apoptose [75, 77, 78]. Une
diminution de I'expression et de la fonction desaia potassiques voltage-dépendants dans
les CML, comme observé dans I'HTAP idiopathiquefaiafie I'apoptose inhibant la
diminution du volume cellulaire et I'activité desgpases cytoplasmiques, ce qui ameéne a
I'hypertrophie de la média [71].

La protéine antiapoptotiqu® cell limphoma 2(Bcl-2) inhibe les canauyotassiques
dépendants du voltage [79] et augmente le surViglaiee. Bcl-2 attenue I'apoptose aussi en
inhibant la libération du cytochromede I'espace intermembranaire mitochondrial dans le
cytosol [80], prévenant ainsi la formation de I'apmsome et, donc, I'activation des caspases
effectrices, processus qui seront décrits dankdeitre Il de I'introduction. De plus, il inhibe
la chute du potentiel de la membrane mitochonduglieprécéde I'apoptose en régulant le
flux des protons dans les mitochondries [81]. Laespression de Bcl-2 dans les CML
diminue I'expression des sous-unités du canal pmfas voltage-dépendant, réduisant ainsi la
perte de K et, donc, I'apoptose [79, 82]. Dans les tissusnomaires des patients atteints
d’'HTAP idiopathique ou d’'HTAP familiale 'expressiale 'ARN messager (ARNm) de Bcl-

2 est activée [83]. De plus, I'apoptose médiéelearprotéines BMPbone morphogenetic
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protein), qui diminuent I'expression de Bcl-2, est fortethenhibée dans les CML des
patients HTAP idiopathique [71]. Etant donné qus eheitations dans le gene du récepteur de
BMP, BMPR2 bone morphogenetic protein recepto) 8ont associées avec I'HTAP
idiopathique et 'HTAP familiale [84], il parait isbnnable de formuler I'hypothese que la
surexpression de Bcl-2 dans les CML des patientaHibliopathique peut étre en partie due

aux mutations du géne BMPR?2 et/ou a la dysfonaimia signalisation contrélée par BMP.

4. Bases moléculaires de 'HTAP

L'étiologie et la pathogenése de 'HTAP sont tréemplexes. Son développement peut étre
déterminé par un fond génétique (mutations ou cbr@egts épigénétiques), par un large
éventail de facteurs environnementaux (par exeffpjpoxie, les agents anorexiques et les
virus), et/ou par de mécanismes de déclenchemamme [Iinflammation, qui dans
I'ensemble influencent différentes voies de siggaion. Pendant les 20 derniéres années, un
important investissement de la recherche fondareenigant a mieux comprendre cette
(encore) mystérieuse maladie mortelle a permis edlifier de nombreuses voies de
signalisation altérées chez les modeles expérimergtiles patients et, par conséquent, une

myriade de cibles thérapeutique potentielles a éa@5].
a) La prédisposition génétique

Des études génétiques ont démontré qu’au moinsdé¥patients avec I'HTAP familiale, et
que 3,5 & 40% des patients atteints d’HTAP idiopatly sont hétérozygotes pour une
mutation du géne codant pour BMPR2, récepteur de &yde BMP [86]. BMPR2, membre
de la superfamille des récepteurs aux facteursrdssance TGF tfansforming growth
factor)-p, est exprimé de fagon ubiquitaire et sa signatisapermet l'inhibition de la
prolifération de CML-AP [87] et I'induction de laart cellulaire des cellules endothéliales de
l'artere pulmonaire [88]. Des études chez des nesd@himaux et des patients HTAP ont en
outre montré que 'HTAP d’étiologies diverses estaxiée a une diminution de I'expression
de BMPR2 [86]. Cependant, seulement 20% des pegsomui portent une mutation
hétérozygote de BMPR2 sont atteintes d’'HTAP, cesqggeére que, pour déclarer la maladie,
plusieurs facteurs environnementaux ou génétiqueisrequis.

Plus rarement, des mutations des genesai#ilin receptor-like kinase ALK1 (récepteur
dans la voie de signalisation T@l-de la cavéoline-1 (protéine membranaire d’assageb

qui interagit, entre autres, avec le récepteur T@E{ [89]) et de KCNK3 (protéine du canal
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potassique qui intervient dans la vasoconstrictinduite par I'endothéline [90]) sont
impliquées dans le développement de la maladie.

Pour finir, quelques cas d’'HTAP associée a des tionta des genes de I'endogline
(glycoprotéine faisant partie du complexe du réeeptTGFg) et Smad 1/5/8 (protéines
intracellulaires permettant la transduction du aiges ligands TGB-au noyau) ont été

reportés [91].
b) La prédisposition épigénétique

Diverses études ont montré que, en plus de musatiena lignée germinale, 'lHTAP présente
des changements épigénétiques. Par exemple, uaepeession spécifiquement pulmonaire
de 'ADN méthyltransférase 3b a été observée, &sarune hyper méthylation inhibant la
transcription du géne de la superoxyde dismuta®Pg3}, responsable de la conversion de
I'ion superoxyde (@) mitochondrial en peroxyde d’hydrogene,(), une entité chimique
plus stable [92].

Il a été montré que les tissus pulmonaires desemtatiHTAP présentent aussi une
augmentation de I'expression des histones désasétyl Elles sont peut étre impliquées dans
la signalisation inflammatoire, étant donné que lehibition conduit & une diminution de
I'expression de l'interleukine 6, et PDGH93].

Enfin, il a été décrit que le processus de prodacties micro-ARN est altéré dans I'HTAP
[91] ; différents micro-ARN ont été démontrés comméant impliqués dans I'HTAP
expérimentale et clinique, certains étant augmeaté€ncore d’autres diminués dans les

tissus des patients au regard des tissus con{8ie91].

c) La voie de I'endothéline

L’endothéline-1 est un peptide de 21 acides ampméduit par I'endothélium vasculaire (et,

en petite partie, par les CML-AP et les fibroblagpeilmonaires) a partir d’'un précurseur de
39 acides amines, la proendothéline-1, via [lactidfune enzyme membranaire.

L’endothéline-1 étant un puissant vasoconstriceac propriétés mitogéniques, elle a été
indiguée comme un contributeur possible de I'augatem du tonus de l'artére pulmonaire

et de la prolifération des CML-AP observée cheplasents HTAP.

En effet, il a été montré que I'HTAP présente uogef augmentation de I'expression de
'endothéline-1 dans le plasma des patients HTAReneparticulier dans le plasma artériel
systémique, suggérant une production de I'endatedli au niveau des poumons [94]. Cette
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hypothése a été vérifiée et confirmée par Giaidest collaborateurs, qui ont démontré une
augmentation de I'endothéline-1 dans les celluledothéliales de I'artére pulmonaire [95]
(figure 7).

Comme déja mentionné, les effets contractiles isdgar I'endothéline-1 impliquent
I'activation de récepteurs a la surface cellulaioeplés a des protéines G spécifiques. Il y a
deux types de récepteurs de I'endothéline-15 ET ETz. Ces récepteurs sont tous deux
présents a la membrane plasmique des CML vascsil@lers que les cellules endothéliales
présentent uniquement les récepteurs.HIes récepteurs exprimés au niveau des CML
servent d’intermédiaires pour la vasoconstrictitves récepteurs BT localisés sur les
cellules endothéliales, quant a aux, stimulent ilzération d'oxyde nitrigue et des
prostacyclines, et participent a I'élimination dentothéline-1 circulante, méme si cet effet

n’a qu’un petit impact sur I'induction de la reldixa de la paroi vasculaire [96].

d) La voie de 'oxyde nitrique

Si I'endothéline-1, qui est un vasoconstricteut,aegymenté chez les patients HTAP, I'oxyde
nitrique, puissant vasodilatateur et suppresseua geolifération des CML, est au contraire
diminué (figure 7). En effet, lesellules endothéliales de l'artére pulmonaire datepts
HTAP présentent des quantités réduites d’oxydequoiy ce qui peut étre expliqué par les
hauts niveaux d’arginase, enzyme qui catalyse ttlyde d’L-arginine en L-ornithine et
urée, dans le sérum et les cellules endothéliateBadere pulmonaire des patients HTAP
[97]. En fait, I'L-arginine est un substrat de &S Endothelial nitric oxide synthage
enzyme essentielle pour la production d’oxyde ouiei [98], dont I'activité et expression sont
diminuées dans les cellules endothéliales de tarpulmonaire des patients HTAP [99].
Etant donné que 'oxyde nitrique est un activatderla guanylate cyclase, il est naturel de
supposer que sa diminution engendre une baissadatiedtion de cette enzyme. En effet, il a
éte démontré que [lactivation de la guanylate ©glainverse les changements
hémodynamiques et structuraux dans des modélesaarigiHTAP [100, 101]. De facon
intéressante, dans 'HTAP idiopathique, de méme dpres des modeéles expérimentaux, la
guanylate cylase est surexprimée par rapport ajetsscontréles [102]. Cette augmentation
pourrait refléter un mécanisme de compensationreusaux élevés des guanylate cyclases
non-fonctionnelles.

En conséquence de la diminution de l'activité dguanylate cyclase, les niveaux de GMPc,
produit de la réaction de cette enzyme, sont digsnle GMPc possede une activité

antiproliférative et vasodilatatrice. Il active aptment les protéines kinases G qui, en
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déclenchant une cascade de phosphorylation surrsdseprotéines cibles, contrélent
l'ouverture des canaux potassiques voltage-dépendaac I'efflux du K hors de la cellule,
entrainant ainsi I'hyperpolarisation de la membieirilaire [103]. Par ailleurs, les protéines
kinases G phosphorylent également certaines pestesomme la phospholamban, qui sont
impliquées dans les mouvements de recapture et/expudsion du C& entre les
compartiments intracellulaires et le cytosol [104].voie finale commune de ces réactions de
phosphorylation dépendantes des protéines kinagss @ diminution de la concentration de
C&* cytosolique qui constitue le phénomeéne intracaifalindispensable & la vasodilatation
et a la suppression de la prolifération.

La concentration intracellulaire de GMPc dépendsiadsine autre famille d'enzymes, celle
des phosphodiestérases, dont lisoforme 5 agit agenf spécifique sur le GMPc en le
transformant en GMP [105]. Contrairement au GMBdMP semble dépourvu d'effets sur
les protéines contractiles de la cellule musculbgge [106]. De facon intéressante, il a été

montré que la phosphodiestérase 5 est surexpriaréeltHTAP [107].

e) La voie de la prostacycline

Un autre puissant vasodilatateur (qui de plus neodés propriétés anti-thrombotiques) est la
prostacycline PGI2 (prostaglanding, lqui est produite a partir de I'acide arachidomiglans

les cellules endothéliales et agit sur les CML wais et aussi sur les plaquettes et cellules
circulantes. Les patients atteints d’HTAP idiopatid présentent un déséquilibre dans le
meétabolisme de I'acide arachidonique avec une aogahen du thromboxane A2 et une
diminution de PGI2 [108] (figure 7). De plus, 'gmze responsable de la synthese de PGI2,
la PGI2 synthase, est moins exprimée dans lesearfmrimonaires des patients HTAP par
rapport aux patients contréles [109]. Les effettuits par PGI2 dépendent de sa liaison aux
récepteurs situés a la surface cellulaire ou aogptéurs PPARpgroxisome proliferator-
activated receptopdsnucléaires. Quand PGI2 se lie a ses récepteussirégce, elle provoque
I'activation des protéines G qui stimulent I'adéatgl cyclase, qui a son tour détermine
'augmentation d’AMPc intracellulaire [110] et, dgnlinhibition de la kinase de la chaine
légere de la myosine. Par conséquent, le nivegahdsphorylation des chaines Iégéres de la
myosine diminue, ce qui entraine la relaxation @d4L. Quand elle se lie aux récepteurs
PPAR, PGI2 engendre l'activation de I'expressionpligsieurs genes ayant de fonctions
antiprolifératives, antithrombotiques et anti inflaatoires [111-113].

37



Voie de I'endothéline Voie de I'oxyde nitrique Voie de la prostacycline
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Figure 7 : Représentation schématique des voies dé&ndothéline, de l'oxyde nitrique et de la
prostacycline.

L’endothéline (ET-1) est obtenue suite a I'action de I'enzyeraothelin converting enzyn{ECE) sur son
précurseur proET-1, produit par les cellules enélales (CE). L'’endothéline-1, une fois libérée few CE, lie
ses récepteurs spécifiques Bt ETg localisés au niveau de la membrane des cellulesufaires lisses (CML),
déclenchant ainsi des voies menant a la vasocctistriet a la prolifération cellulaire. dkyde nitrique (NO)
est produit par 'enzymendothelial NO synthas@NOS), dont la L-arginine est un substrat. Lardgjifine est
convertie en urée et en L-ornithine par l'action ldmzyme arginase. Le NO libéré par les CE engendr
I'activation de la guanylate cyclase (GC) dansd#&4L, menant ainsi a une augmentation de la conatotr de
GMPc. Ce dernier active la protéine kinase G (PK@) via la phosphorylation de plusieurs cibles;asonne
la vasodilatation et la diminution de la proliféoat cellulaire. Le niveau de GMPc est diminué pactlon de la
phosphodiestérase 5 (PDES5), qui le convertie en Giitécule n'ayant pas d’effet sur le tonus ceilelaLa
prostacycline (PGhL) est produite par la PGI2 synthase dans les @yt de I'acide arachidonique (AA). Une
fois libérée, elle se lie a ses récepteurs spéaficsur les CML, provoquant ainsi I'activation cedénylate
cyclase (AC) et, donc, 'augmentation de 'AMPc. @&rnier active la protéine kinase A (PKA) qui, coela
PKG, a des effets vasodilatateurs et antiprolifisrates fleches rouges montrent les altératiorsenk®es chez
les patients atteints d’'HTAP.

.

f) La voie de la sérotonine

Des niveaux éleves de sérotonine et de son traespant été impliqués dans la pathologie
de 'HTAP expérimentale et clinique. Pour preuves gouris déficientes pour le géne du
récepteur de la sérotonine sont relativement péatgglors que des souris le surexprimant de
facon ubiquitaire ou spécifiguement dans les CMlvetldppent une HTAP induite par
hypoxie chronique plus sévere [114]. Des patietitsrds d’'HTAP idiopathique montrent un
stockage altéré de la sérotonine par les plagueattggainant une augmentation du taux de
sérotonine dans le plasma [115].

La sérotonine se lie a son récepteur, déterminangénération d’especes réactives de

'oxygéne, ce qui induit la phosphorylation de peRERK gxtracellular signal-regulated

38



kinasg MAP Kinases [116]. Toutefois, la proliférationduite par la sérotonine nécessite
aussi l'activation de la kinase ROCIRHo-associated protein kingspar les récepteurs 5-
HT.sp [117]. Cela permet la translocation nucléaire d’ERK l'activation de voies de
transcription impliquées dans la favorisation deptalifération [117, 118]. L’activation de
ROCK favorise aussi la vasoconstriction pulmondypoxique [119], ce qui explique les

propriétés vasoconstrictrices de la sérotonine][120

g) La voie de RhoA/Rho kinase (ROCK)

Comme anticipé ci-dessus, la voie RhoA/ROCK joue midte important dans la
vasoconstriction et le remodelage vasculaire, sugen activation par difféerentes molécules
en amont, telles que la sérotonine, le PDGF, I'dm&lme-1 et I'angiotensine 1l [121]. RhoA
est une petite protéine G qui est active dans sBbouoation liant une molécule de GTP. Son
activation détermine l'activation de ROCK, qui ppberyle différents cibles, comme la
phosphatase de la chaine légere de la myosine latfmotéine inhibitrice de la phosphatase
de la chaine légere de la myosine, CPI-17 (C-kinastentiatedprotein phosphatase-1
inhibitor of 17 kDa) [122]. Dans les deux cas, I'effet est lemaga savoir I'inhibition de la
phosphatase de la chaine légére de la myosine agyant conséquence [|'hyper
phosphorylation de la chaine légere de la myodingomc, I'augmentation de la contraction.
L’expression de ROCK et I'activité de RhoA sont Hes dans les poumons des patients
HTAP par rapport aux poumons des patients conti{@23]. De plus, des effets bénéfiques
de I'inhibition de ROCK ont été observés dans ddfés modéles animaux d’'HTAP [124—
128].

h) La voie du peptide intestinal vasoactif

Le peptide intestinal vasoactif est un neuromédragégant un important réle vasodilatateur
dans la circulation pulmonaire et inhibiteur deplalifération des CML-AP. Les patients
HTAP montrent une déficience de ce peptide dansséasm et tissus pulmonaires, et
'inhalation du peptide a un effet thérapeutiquedi@gue sur ces patients [129]. De plus, des
souris males déficientes pour le géene du peptidestinal vasoactif développent
spontanément une HTAP modérément sévere, qui &stuae par 'administration de ce
peptide [130].

i) L'inflammation chronique et I'auto-immunité
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L’ inflammation semble jouer un rdle important dans 'HTAP, commdiqué par la
prévalence relativement élevée d’'HTAP dans des diedadu tissu conjonctif, comme par
exemple la sclérose systémique, et dans des comglithnflammatoires comme l'infection du
VIH [131].

Il a été montré que des cytokines et chémokinesnfl@mmatoires, ainsi que des facteurs de
croissance et des cellules inflammatoires, sonsegmt& dans les infiltrats cellulaires
inflammatoires retrouvés dans la plupart de foraier AP, suggérant leur implication dans
la pathogenése de cette maladie [132, 133].

En particulier, une augmentation des concentrataessinterleukines 1 et 6 a été observée
dans le sérum et les tissus pulmonaires des patitdints d’'HTAP idiopathique et HTAP
associée a la sclérose systémique [134]. De fagéressante, des modeéles animaux d’HTAP
sont aussi associés a une surexpression de léotenle 6 [135, 136].

Les chémokines semblent aussi participer au dépetopnt de 'HTAP : la fractalkine, par
exemple, surexprimée par les cellules endothéletlegtectée a hauts niveaux dans le sérum
des patients d’'HTAP sévére [133], agit en tant faoteur de croissance pour les CML
vitro [137].

Plusieurs facteurs de croissance ont été impligia@s la pathogenese de I'HTAP, tels que
PDGF et EGFdpidermal growth factgr[132]. PDGF est relargué par les CML vasculaires,
les cellules endothéliales, et les macrophages],[l&8est impliqué dans le remodelage
vasculaire qui améne a I'HTAP, puisqu'il facilite prolifération et la migration des CML et
des fibroblastes [139]. La surexpression de PDGfeglices récepteurs a été détectée chez des
patients avec une HTAP sévere, principalement dsgellules endothéliales et certaines
cellules inflammatoires périvasculaires [140]. Lilheation d’EGF dans la modulation de la
prolifération cellulaire et le remodelage vasc@airaussi été démontrée [141].

Enfin, des infiltrats de cellules inflammatoirespngposés de lymphocytes T et B,
macrophages, mastocytes et cellules dendritiquespsésents autour des artéres pulmonaires
remodelées des patients atteints d’'HTAP [142].

Le lien entreauto-immunité et HTAP, soupconné de longue date [143], a étéomreh
récemment grace a la détection d’auto-anticorps darsérum de patients atteints d’'HTAP
idiopathique ou HTAP associée a la sclérose sysgigniles auto-anticorps identifiés
comprenaient les anticorps anti-cellules endotledifl44, 145] et anti-fibroblastes [146].
Les anticorps anti-cellules endothéliales sembpentvoir jouer un rdle dans la pathogenése
de I'HTAP, étant donné que ces anticorps, qui asebciés a une incidence majeure d’'HTAP

chez les patients atteints de sclérose systéemitdid,[activent les cellules endothéliaies
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vitro, induisant I'expression de molécules d’adhésiod8]let I'apoptose des cellules
endothéliales [149].

l) Drogues et toxines

Diverses substances ont été associées au déveleppel® I'HTAP. L’aminorex et les
dérivés de la fenfluramine, par exemple, ont doleé & des épidémies d’'HTAP dans les
années 70 et 90 respectivement, durant les péramlesmmercialisation de ces anorexigéenes
[150, 151].

Plus récemment, un ester du benzoate qui présesgecdractéristiques structurales et
pharmacologique similaires a celles de la fenflunrenle benfluorex, a été associé au
développement de 'HTAP [152].

Aux substances anorexigenes s’ajoutent d’autresseta Par exemple, le dasatinib, un
inhibiteur des tyrosines kinases utilisé dans &tdment de patients atteints de leucémie
myeéloide chronique, a été signalé pour sa capadiégmenter le risque d’'HTAP [153]. Les
interférons de type 1, glycoprotéines de la fandiecytokines produites en présence d’une
double hélice d’ADN étranger, ont aussi suscitéideérét pour leur étroite association avec
'HTAP [153, 154].

Enfin, 'abus de composés comme la cocaine et lF@tgmine a aussi été associé a I'HTAP
[155].

m) Genre et métabolisme des cestrogenes

L’cestradiol 1B, qui est I'cestrogéne circulant le plus abondamgn@ente la prolifération de
CML-AP, et une synthese ou un métabolisme anorndeuget cestrogene ont été associés au
développement de 'HTAP [156-158]. Une expressixiuite de BMPR2 a partir de l'alléle
normal peut distinguer, entre les membres familiquixportent une mutation sur le gene de
BMPR2, ceux qui sont atteints d’HTAP de ceux quiaeont pas [159], et cela semble étre

dépendant des cestrogenes [160].

n) Métabolisme cellulaire

Des études récentes ont montré que les celluleule@®s pulmonaires dérivées de patients
HTAP présentent, de facon similaire aux cellulescéseuses, un remodelage métabolique,
avec une sous-régulation de I'oxydation phosphatglanitochondriale (qui sera décrite dans

le deuxieme chapitre de lintroduction) et une aagtation de la glycolyse méme en
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normoxie [23, 161-164], modulations métaboliquetndes comme l'effet de Warburg. Les
cellules vasculaires pulmonaires dérivant de ptigdTAP, tout comme les cellules
cancéreuses, sont caractérisées par une rédudtidiaddivité du complexe enzymatique
mitochondrial pyruvate déshydrogénase [165, 166leeia production d’'bD,[92]. Dans les
deux types cellulaires, ce remodelage métaboliquieen conditions physiologiques a lieu en
réponse a I'hypoxie permettant la vasoconstrictmimonaire hypoxique [3], crée un
environnement pseudohypoxique avec I'activatiom@moxie de HIF-& (hypoxia-inducible
factor-1o) et, par conséquent, une prédominance de la giyedll76, 177]. En effet, ce
facteur de transcription stabilisé en hypoxie a&ctle nombreux genes, tels que les enzymes
glycolytiques, pour favoriser la survie dans desditions ou les niveaux d’0Osont faibles.
Ce remodelage métabolique inhibe I'expression dmsawux potassiques dépendants du
voltage K/1.5, menant a la dépolarisation de la membranelael et a 'augmentation des
concentrations de Ket C&" cytosoliques/43]. Cela conduit les cellules vasculaires de

patients HTAP et les cellules cancéreuses a ungbtyge hyperprolifératif et résistant a

I'apoptose.
Voie de signalisation de Métabolisme
I'oxyde nitrique cellulaire Genre et
et des phosphodiestérases métabolisme des cestrogénes

Prédisposition

génétique Voie de signalisation
et épigénétique du peptide
intestinal vasoactif
Drogues
et toxines

— Inflammation
et auto-immunité

Voie de signalisation
de RhoA/Rho kinase

Voie de signalisation
de la prostacycline

Voie de signalisation Voie de signalisation
de I’endothéline de la sérotonine

Figure 8 : Schéma des voies de signalisation alté&®dans I'HTAP.

L'HTAP est une pathologie trés complexe dont leedéppement peut étre influencé par un large éVedéai
facteurs. Des altérations dans les voies de sgatadh illustrées dans cette figure ont été misedvidence dans
cette maladie. Toutes participent a divers deguésmodelage vasculaire qui est la signature deAPL
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5. Traitements

Avant le développement des récentes options thétigpes, I'HTAP idiopathique avait une
évolution rapide et conduisait brievement a l'iriisaince cardiaque droite et a la mort. Durant
les dernieres 20 années, de nouveaux traitemehiseamit de prolonger la vie des patients
atteints d’'HTAP, ainsi que d’en améliorer la qualitCependant, aucun traitement est
réellement capable de completement soigner cetadird85, 169].

Les traitements actuellement disponibles peuveatdistingués selon qu’ils sont spécifiques
et non spécifiques. Legraitements non spécifiques incluent les diurétiques, les
anticoagulants oraux et les blogueurs des canaloigees. Les diurétiques réduisent les
signes de la surcharge et améliorent la symptowgitglles anticoagulants oraux (warfarine)
permettent de diminuer la mortalité des patientsfeant d’HTAP, probablement en réduisant
les phénoménes de thrombasesity, et les bloquants des canaux calciques (diltiazem,
nifédipine, amlodipine), pour leur part, aidentlargir ou a dilater les artéres rétrécies des
personnes atteintes d’'HTAP de maniere a facilderitculation du sang et a réduire I'effort
fourni par le cceur [170].

Les traitements spécifiquesciblent la voie de I'endothéline, de I'oxyde nime, et des
prostacyclines [169].

Les traitements qui visent la voie de I'endothélineluent le bosentan, 'ambrisentan et le
macitentan qui sont tous des antagonistes du oege I'endothéline.

Parmi les traitements ciblant la voie de I'oxydérigue, le sildenafil, le tadalafil et le
vardenafil, qui sont des inhibiteurs de la phospésidrase 5, ainsi que le riociguat, activateur
de la guanylate cyclase, peuvent étre cités.

Les traitements ciblant la voie des prostacyclimsmprennent I'époprosténol (une
prostacycline injectée en continu par voie intraease), le treprostinil, le beraprost et
I'iloprost (des analogues des prostacyclines),néinde selexipag (un agoniste du récepteur
de la prostacycline dont I'autorisation de la nssele marché est a I'étude).

Si les médicaments ne permettent pas de contr®l€AP, la chirurgie a cceur ouvert peut
étre une option. En atrioseptostomie, une ouverstaéalisée entre les chambres gauche et
droite du cceur afin de diminuer les pressions esqgiour ameéliorer le débit cardiaque [171].
Cependant, I'atrioseptostomie peut avoir des caraptins graves, y compris des troubles du
rythme cardiaque (arythmies). Ensuite, la trangptaon bipulmonaire ou cardio-pulmonaire
représente I'ultime recours en cas d’'HTAP sévelientgst pas améliorée par un traitement

médicamenteux maximal [172].
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6. Modeles expérimentaux

a) Modeles in vivo
Les modeles animaux principalement utilisés poéiutle de I'étiologie de I'HTAP sont les

modeles d’hypoxie chronique et de lésion induitel@anonocrotaline.

L’ hypoxie chronique en condition normo- et hypobare est fréquemmaligég pour induire
'HTAP chez plusieurs espéces animales ; les effets trés reproductibles au sein d’'une
espece, alors qu’il y a beaucoup de variabilité¢émonse entre les différentes espéces. La
réponse differe aussi selon I'age, les individusspjeunes étant plus susceptibles au stimulus
[173].

Les espeéeces les plus utilisées sont le rat etuasspde toute facon, chez tous les mammiferes
jusqu’'a maintenant étudiés, I'hypoxie chroniquevpgue des changements trés similaires
dans la structure des vaisseaux. En effet, une utarsation des petites artéres non
musculaires au niveau de la paroi alvéolaire afipa@idement.

Par la suite, un épaississement de la paroi desearpulmonaires précapillaires est observé.
Cela est da a I'hyperprolifération des CML-AP dear hypertrophie. L’inflammation aussi
joue un réle important dans ce modele : I'apparitabe certains récepteurs chémokine-
chémokine précede celle de cellules inflammatoisestout mononucléaires. De plus, des
infiltrats inflammatoires et la présence de cytekiret de molécules d’adhésion dans la paroi
vasculaire sont observés. Les infiltrats cellumioontiennent des précurseurs des cellules
mésenchymateuses qui semblent jouer un réle clé daremodelage, étant donné que leur
élimination le prévient [174].

De plus, un épaississement significatif et uneoierdes artéres pulmonaires proximales ont
été documentés, en plus de leur raidissement [175].

Apres deux semaines d’hypoxie chronique, les rételdppent une légere HTAP avec un
doublement de la pression artérielle pulmonairééme si une hypertrophie du ventricule
droit est observée, une insuffisance cardiaqueednia pas été signalée [173].

Lalésion due a la monocrotalineest un autre modele, tres utilisé, pour induireT’® chez
'animale. La monocrotaline est un alcaloide pymidinique toxique présent dans la plante
Crotolaria spectabilis Cette substance doit étre activigevivo par différentes oxydases au
niveau du foie pour former I'agent de réticulatimonocrotaline pyrrole, qui cause la lésion
vasculaire [173].

Une injection unique de monocrotaline sous-cutamééntra péritonéale est suffisante pour

induire la maladie, ce qui rend ce modele trésactifr pour sa simplicité. Cependant, la
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réponse a la monocrotaline varie beaucoup seloesigsces, et méme selon les individus, en
raison de différences de métabolisme hépatiqueepaytochrome P-450. Tout de méme,
I'espece la plus utilisée pour ce type de modeteT&P est le rat.

Bien que le mécanisme exacte d’action de la momalane soit inconnu, une partie de la
communauté scientifique croit qu’elle détermine uésion endothéliale, qui entraine
progressivement un développement de la maladiewerdHTAP séveére et, finalement, létale
[176].

Un autre modele d’HTAP, trés largement utilisé alleiment, est Rypoxie chronique
associée au Sugen 541&e composeé inhibe le récepteur du facteur dessaioce de
'endothélium vasculaire, trés important pour leimtian et la différenciation des cellules
endothéliales. Le Sugen 5416 provoque une HTP rdedét un remodelage vasculaire
pulmonaire chez des rats en normoxie, mais une sEMere, associée a une prolifération
endothéliale dans les artéres pulmonaires préaapsl chez des rats en hypoxie chronique
[177]. Les animaux injectés avec Sugen 5416 préeerdussi une augmentation de la
prolifération des CML [177], suggérant que cettendre peut étre régulée par les récepteurs
du facteur de croissance de I'endothélium vasaulda@s cellules endothéliales.

L’hypoxie chronique associée au blocage du récepthu facteur de croissance de
I'endothélium vasculaire provoque une HTP séveuepgrsiste et progresse méme apres que
les animaux ont été enlevés du stimulus hypoxiqu&][ La persistance et la progression de
la maladie pulmonaire vasculaire et l'insuffisarca@diaque droite associée a la mort de
certains animaux seulement est similaire a la @sxjon inexorable de I'HTP humaine.

Au niveau moléculaire, l'injection de Sugen 5418axsée a I'hypoxie chronique pendant 2
semaines induit une forte augmentation de I'expsasdes ARNm de molécules pro-survie,

telles que Bcl-2 et Bcl-xLK cell imphoma-extra large proteifl77].

b) Modéles in vitro
Les cultures cellulaires d'artere pulmonaomt utiles aux études s’intéressant aux voies de

signalisation, spécifigues ou croisées. Davantagedahnées expérimentales animales et
humaines restent nécessaires afin de préciserdeamsmes moléculaires impliqués dans la
pathogenese de 'HTAP.

Les CML-AP humaines peuvent étre cultivéesvitro pour étudier les effets d'agents
mitogenes et de thérapies a potentiel antiprolifégfE07, 178]. Notamment, les CML isolées
a partir d'artére pulmonaire de patients HTAP prieseg un phénotype prolifératif, avec des
réponses anormales a différents agents, tels guBNE> et TGH3 [87, 179]. Eddahibi et ses
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collaborateurs [180] ont montré que ce phénotypaifératif des CML s'accentuait en
présence de surnageant de culture de cellulestesiddes également isolées a partir d'artére
pulmonaire de patients HTAP [180], et que les ntédid de ce dialogue croisé sont le
facteur de croissance angi@@ine-1 du muscle lisse, et la sérotonine et |'démélme-1
endothéliales, libérées par l'action de l'angiépoe-1 sur son récepteur [180, 181]. Un
phénotype prolifératif a été démontré aussi posr fleroblastes adventitiels de Il'artere
pulmonaire de rongeurs hypoxiques. Ces fibroblagtekferent davantagen vitro que des
fibroblastes contrdles provenant d'artere pulmenaianimaux normoxiques, ou d'arteres
systémiques [182]. Cette observation parait lieen@ anomalie de la signalisation de la

sérotonine [183].

Chapitre Il : Les mitochondries

A. La structure des mitochondries

Selon 'hypothése de I'endosymbiose, les mitochi@sdsont des organites dérivant d’'une
symbiose primitive d’eubactéries aérobies avecalearyotes primordiaux anaérobies ; cet
événement coincide probablement avec l'originecediales eucaryotes [184].

Ainsi, les mitochondries possedent leur propre é&wgst génétique, qui présente des
caractéristiques généralement rencontrées chegzdearyotes, telles qu’'un génome circulaire
compact, des transcrits multigéniques ou encoresansibilité de I'appareil traductionnel aux
antibiotiques comparable a celle des bactéries.

L’ADN mitochondrial ne porte que 37 génes codanirpb3 protéines des complexes I, I,
IV et V de la chaine respiratoire, dont I'importansera discutée ci-dessous, ainsi que 22
ARN de transfert et 2 ARN ribosomiaux nécessair@gr ga traduction de ces entités. En
effet, la plupart des genes des bactéries pro@syotiginelles ont été transférés vers le
génome nucléaire durant I'évolution [185, 186].

La théorie de I'endosymbiose repose égalementestait que la mitochondrie posséde une
double membrane, qui définie deux compartimentsndis: I'espace intermembranaire et la
matrice.

La membrane mitochondriale externe sépare les huotmdries du cytoplasme, et la
membrane mitochondriale interne délimite la matrim I'espace intermembranaire. La
membrane mitochondriale externe est relativemennh@able, en raison de la présence de
canaux anioniques dépendants de voltage, VDAGHtgge-Gated Anion Channglsqui
permettent le mouvement d’ions, de métaboliteseqiatites molécules entre le cytoplasme et
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les mitochondries. La membrane mitochondriale mderest au contraire fortement
imperméable et constitue ainsi un tres bon isolettrique. D’'une surface bien plus
importante que la membrane mitochondriale exterake présente de nombreuses
invaginations, appelées crétes, qui délimitent jeasctions des crétes, un compartiment
additionnel qui communique avec l'espace intermemdire a travers des goulots

d’étranglement (figure 9).

Membrane mitochondriale
interne

Membrane mitochondriale
externe

Jonction
des crétes

5 Espace intermembranaire
Crétes

Matrice

Figure 9 : Représentation schématique de la companientation mitochondriale.

La mitochondrie présente un systéme a double mamalai définie deux compartiment bien distinctespace
intermembranaire et la matrice. La membrane mitodhale externe sépare la mitochondrie du cytopégasm
alors que la membrane mitochondriale interne sépespace intermembranaire de la matrice. La mentra
mitochondriale interne, a la différence de la meankrmitochondriale externe, est hautement imperimézhb
présente de nombreuses invaginations, appeléescopti délimitent un troisieme compartiment, ksctions
des crétes, qui communique avec l'espace internsmaine via des goulots d'étranglement. Adaptée de
http://micro.magnet.fsu.edu/celluleules/mitochoafriitochondria.html

B. La physiologie mitochondriale

Les mitochondries jouent un réle critique dans i &t la mort des cellules eucaryotes
puisqu’elles sont entre autres directement impkguédans la production d’énergie, dans

I'équilibre réduction-oxydation, dans 'homéostaseC4&*, dans I'apoptose.

1. Fonctions énergétiques des mitochondries

En ce qui concerne la production d'ATP, les mitoxhies utilisent principalement les deux
sources de substrats que sont les carbohydralies atides gras. Les carbohydrates (glucose,
glycogéne ou lactate) sont transformés, dans lesolten pyruvate qui peut étre transporté a
travers la membrane mitochondriale interne pourédec a la matrice. Les acides gras
cytosoliques, pour leur part, dérivent soit deslegigras circulants, soit des triglycérides.
Pour étre oxydés, les acides gras a longue chajamt(un nombre de carbones supérieur a

10) doivent préalablement étre activés, c’est-a-dirils sont transformés en acyl-coenzyme
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A (acyl-CoA). Ces substances formées au niveawa aeembrane mitochondriale externe ne
traversent pas directement la membrane mitochdednrgerne. Pour ce faire, le groupe acyl
est lié de facon transitoire a la L-carnitine pantyme carnitine palmitoyltransférase 1, et
I'acyl-carnitine, ainsi formeé, est transporté aéra la membrane mitochondriale interne via la
carnitine-acylcarnitine translocase. L'acyl-CoA eskuite régénéré grace a l'action de la
carnitine palmitoyltransférase 2, puis libéré densnatrice. Les acides gras a courte chaine
peuvent en revanche étre directement transportgs ldamatrice mitochondriale pour y étre
activés. Le pyruvate et les acyl-CoA ayant pénktrénatrice sont ensuite transformés en
acétyl coenzyme A (acétyl-CoA), intermédiaire métmue crucial, sous 'action d'enzymes
matricielles. Le pyruvate est ainsi converti ent@de€0A par la pyruvate déshydrogénase,
alors que les acyl-CoA meénent a la génération tha€oA a travers une série de réactions
nommeep oxydation des acides gras. Les groupements adétylacétyl-CoA sont alors
oxydés dans la matrice via le cycle de l'acideiquie (appelé aussi cycle de Krebs), qui
génere des électrons a haute énergie et convestiatbmes de carbone de l'acétyl-CoA en
CQO,, relargué ensuite par la cellule en tant que déai&tabolique. Ces électrons sont
transférés a la chaine respiratoire par les égniglréduits que sont le nicotinamide adénine
dinucléotide (NADH) et la flavine adénine dinuciélet (FADH,), qui sont respectivement
oxydés en NAD et FAD (figure 10).
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Figure 10 : Schéma des mécanismes mitochondriauxynda production d’énergie.

Le pyruvate et les acides gras entrent dans lechotwdrie, sont convertis en acétyl-CoA puis métabslpar le
cycle de I'acide citrique (cycle de Krebs), quiui&de NAD" en NADH (et le FAD en FADH2, non représentés
sur la figure). Durant I'oxidation phosphorylantes électrons a haute énergie sont transférés dbHNfet
FADH,) a travers la chaine respiratoire jusqu’a,I’Ge transport d’électrons forme un gradient deqnm® a
travers la membrane mitochondriale interne, quin@tda production d’ATP par I'ATP synthase.

De http://lwww.ju.edu.jo/sites/Academic/tamimi/Madtphoto%20et%20res.pdf.

Située au niveau de la membrane mitochondrialenatda chaine respiratoire est constituée
de 4 complexes (complexes | a IV). Le complexe A[QM-ubiguinone oxydoréductase)
catalyse le transfert de deux électrons du NADHCaanzyme Q. Le Coenzyme Q peut aussi
étre réduit par le succinate a travers une réaataialysée par le complexe Il (succinate
déshydrogénase). Le complexe lll (ubiguinone-cytoete réductase) permet le transfert des
électrons du Coenzyme Q réduit au cytochramkee complexe IV (cytochrome oxydase)
est enfin responsable de I'étape finale de la &dm transport d’électrons qui consiste au
transfert de 4 électrons du cytochroma I'O,, en le réduisant pour conduire a la production
d'eau (HO).

Ce passage d’électrons du NADH et du FARH O, dégage de I'énergie qui est utilisée par
les complexe I, Il et IV pour pomper des protongravers la membrane mitochondriale
interne. Etant donné que cette derniere est hantemeerméable, un gradient de protons est
établi. Ce dernier permet la synthése d’ATP parcimguieme complexe, 'ATP synthase,
également enchassée dans la membrane mitochonidtilee : les protons circulent le long

de leur gradient électrochimique a travers ce cerglqui catalyse alors la synthése d’ATP
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énergie-dépendante a partir de I'adénosine di graisp(ADP) et du phosphate inorganique
(figure 11).

Le gradient protonique généré a travers la membnaib@chondriale interne permet ainsi
d’utiliser I'énergie des électrons du NADH (ou dADH,) pour créer la liaison a haute-
énergie de phosphate de 'ATP. Ce mécanisme chinttique de synthese d’ATP, proposé
par P. Mitchell en 1961 [187], est appelé oxydatmvosphorylante, car il implique le
couplage entre la consommation d'€@ I'addition d’un groupement phosphate a '’ADRipo
former 'ATP.

Complex | Complex Il Complex Il Complex IV Complex V
NADH Succinate Ubiquinol Cytochrome C ATP synthase
dehydrogenase dehydrogenase cytochrome C oxidase
oxidoreductase
47 Subunits 4 Subunits 11 Subunits 13 Subunits 17 Subunits
7 mtDNA/40 nDNA 0 mtDNA/4 nDNA 1 mtDNA/10 nDNA 3 mtDNA/10 nDNA 2mtDNA/15 nDNA

Figure 11 : Représentation simplifiée de la chainespiratoire mitochondriale

Les électrons dérivant du NADH et FADH2 sont tréné§ a travers les complexes de la chaine respirato
(complexes I-1V), pour réduire I'oxygéne molécuéaén eau. L'énergie libérée par ce transfert gabége pour
générer un gradient électrochimique de protonsagets la membrane mitochondriale interne. Les psoto
circulent le long de leur gradient électrochimi@uiavers le complexe V, qui catalyse alors latsyse d’ATP a
partir de I'adénosine di phosphate (ADP) et du phate inorganique (Pi). La composition en sousésnie
différents complexes est spécifiée dans les cailgdss dans la partie inférieure de la figure.

De http://lwww.bioscience.org/2009/v14/af/3509/®Mt.asp ?bframe=figures.htm&doi=yes

L’autre processus cellulaire permettant la proauct’ ATP est la glycolyse qui, elle, a lieu
dans le cytoplasme. Ce processus convertie le gguan pyruvate via lintervention
successive de differentes enzymes. Ceci mene &éni@ration de 2 molécules d’ATP
seulement par molécule de glucose ce qui paraitrbggre au regard du rendement que les
mitochondries affichent. Dans ces organites, leabmisme du sucre est complet, et I'énergie
dégagée est si efficacement exploitée qu’envirorm®ecules d’ATP sont produites pour

chaque molécule de glucose oxydé.
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La B oxydation des acides gras, qui se déroule danstace mitochondriale, produit aussi
une quantité importante de NADH et de FADKermettent la production de nombreuses

molécules d’ATP via I'oxydation phosphorylante.

2. L’équilibre d’oxydoréduction

Le maintien a I'équilibre de la balance réductictyaation est une fonction mitochondriale
trés importante, étant donné qu’elle déterminefacentration cellulaire des espéces réactives
de l'oxygene via la régulation de deux processysos@s, a savoir la production d’espéeces
réactives de l'oxygéne et la défense antioxydabé&s mitochondries, avec le complexe
enzymatique membranaire nicotinamide dinucléotitesphate (NADPH) oxydase et de
'oxydoréductase xanthine oxydase, représenteptiteipale source d’espéces réactives de
'oxygéne ; d'un autre cbté, elles contiennent dagymes antioxydantes qui protegent la
mitochondrie contre une concentration trop élevésspbces réactives de I'oxygéene, qui
conduit a un stress oxydant.

Dans les mitochondries, les especes réactivegggene sont produites durant I'oxydation
phosphorylante : quand les électrons passent &rrde chaine respiratoire, ils peuvent
réduire I'Q, prématurément et de fagcon incompléte pour formen I'superoxyde @ au
niveau de sites précis dans les complexes I, llllletAlors que les complexes | et I
produisent @ seulement dans la matrice, le complexe Il peliblerer des deux cotés de la
membrane mitochondriale interne. Puisque ;I'@e peut pas traverser librement les
membranes, cette production dans I'espace intermamalve facilite son accés au cytosol
[188]. Cependant, il a recemment été démontré 'Gue peut passer dans le cytosol aussi en
passant par VDAC [189].

Une fois formé, I'Q peut étre réduit en 4@, par I'action des superoxyde dismutases SOD
présentes dans les mitochondries (SOD2) et égatedams le cytosol (SOD1). L'}, est
une molécule plus stable et, par conséquent, nméawtive que I'Q; cependant, en présence
de fer, elle peut étre a l'origine de la productiema la réaction de Fenton, du radical
hydroxyle (HO), une espéce extrémement réactive. Ainsi, une ideex défense visant a
empécher une accumulation d®} est constituée des catalases, des glutathion yasgs et
des peroxyrédoxines, enzymes qui le réduisent en (BlgO). Les catalases catalysent
notamment la conversion d;B, en Q et HO, alors que les glutathion peroxydases et les
peroxyrédoxines permettent la réduction #0b pour générer deux molécules d® via
I'oxydation de deux molécules de glutathion monaqér et de la peroxyrédoxine réduite,
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respectivement. Les glutathion réductases comlétenycle des glutathion peroxydases,
catalysant la régénération de glutathion monomérauglutathion disulfure via I'oxydation
de NADPH. Pour ce qui concerne les peroxyrédoxiteas, forme réduite est régénérée via
I'oxydation de la thiorédoxine, qui a son tour Bsiuite via I'oxydation de NADPH par les

thiorédoxine réductases (figure 12).

NADP*

SOD

0, 0,"

Fe2*

Réaction
de Fenton

CAT
T oXy
HO* H,0+%:0, MXoxy 2H,0
TR Trx,,
NADPH+H*
NADP*

Figure 12 : Les principales réactions qui ménent & génération des espéces réactives de I'oxygene.

Le dioxygéne (@ peut étre prématurément réduit au niveau de dnehrespiratoire, menant a la formation de
I'lon superoxyde (@), espéce trés réactive. Les superoxyde dismu(@®@b) permettent sa conversion en
peroxyde d’hydrogéne (@), espéce moins réactive ; néanmoins, en présemderdFé"), elle peut étre a
l'origine, via la réaction de Fenton, de la forroatidu radical hydroxyle (HOQ qui est extrémement réactif
Ainsi, les catalases (CAT) permettent la conversiti,O, en eau (KHO) et en @, et les glutathion peroxydases
(GPx) et les peroxyrédoxines (Prx) le convertissgntleux molécules d4@ via I'oxydation de deux molécules
de glutathion monomérique (GSH) et de la Prx réd(Rrxq), respectivement. Ensuite, la régénération de GSH
a partir du glutathion disulfure (GSSH) est assymgeles glutathion réductases (GR), alors queriaé réduite
de la Prx est obtenue suite a I'oxydation de laridoxine réduite (Trx). Cette derniére est enfin régénérée
grace a l'action de la thiorédoxine réductase (TR).

Historiguement, les espéces réactives de I'oxyg&aent considérées comme des déchets
métaboligues menant a des modifications non-sp@ief délétéres des lipides, des protéines,
et des acides nucléiques. Des études plus récemmegent, au contraire, que les especes
réactives de I'oxygene sont d’importants intermigdéade voies de signalisation cellulaires.
Selon la théorie de la signalisation cellulaire [@abalance réduction-oxydation [190], des
dommages non-spécifiques et irréversibles des ceamp® cellulaires ne se vérifient que dans
le cas de niveaux trés élevés d’especes réactivésxygene dans la cellule. En revanche, de
faibles quantités d’espéces réactives de I'oxygeitechondriales activent de multiples voies
impliquées dans la régulation de la prolifératiande la différenciation cellulaire, une

augmentation dans la production d'especes réactiesl'oxygene peut activer des
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programmes adaptifs tels que la surexpressiondriptionelle de genes antioxydants, et une
augmentation encore plus importante peut déclerdalsgmescence et I'apoptose.

Il a été montré que les espéces réactives de lemggégulent ces processus cellulaires a
travers l'activation de cibles spécifiques, comprgnles tyrosine phosphatases, les tyrosine
kinases, des facteurs de transcription, des camaugues et des MARmitogen-activated
protein) kinases [188, 190].

3. L’homéostasie du Ga

En conditions physiologiques, les mitochondriestip@ent a 'homéostasie calcique via
l'activité de canaux et de transporteurs localdd@ss la membrane mitochondriale interne et
la membrane mitochondriale externe, de méme qudeparinteraction avec le réticulum
sarco/endoplasmique (figure 13). Par exemple, teBn€ML, I'ouverture des récepteurs de
linositol triphosphate déclenchée par l'inositdphosphate engendre la libération du*'Ca
contenu dans le réticulum sarco/endoplasmiqueam@l mitochondrial VDAC contréle alors
la diffusion de C& & travers la membrane mitochondriale externe éitéason accumulation
dans I'espace intermembranaire. Le*Geeut ensuite étre transporté dans la matrice via un
uniport électrogéniquenfitochondrial calcium uniporterMCU), en suivant son gradient
électrochimique stabilisé par I'action de la chaiespiratoire. Quand la concentration dé*Ca
cytosolique revient & des valeurs plus basses,afé €t expulsé des mitochondries via
'action d’échangeurs mitochondriaux et la SERCAZ#rmet sa réaccumulation dans le
réticulum sarco/endoplasmique.

Le pore de transition de perméabilité mitochondripli est un megacanal perméable aux
solutés d'une masse moléculaire inférieure a 1508 [ue differents réles dans
I'homéostasie du G4 son ouverture bréve permettant une sortie rageleC&" vers le

cytosol, alors que son ouverture prolongée men@a@eessus de la mort cellulaire [191].
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Figure 13 : Réle de la mitochondrie dans 'homéostae du Ca2+

La signalisation mitochondriale du €alépend des canaux et des transporteurs des mershritochondriales
externe et interne et de l'interaction entre léctdtim sarco/endoplasmique et la mitochondrie. ke&rture des
récepteurs de l'inositol triphosphate R} cause la libération de Egar le réticulum sarco/endoplasmique
(RS/RE). Le canal VDACWpltage dependent anion channedntrole la diffusion de Gaa travers la membrane
mitochondriale externe, facilitant ainsi I'accuntida de C&" dans I'espace intermembranaire mitochondriale.
Ensuite, les mitochondries accumulent |€‘Gdans la matrice via un uniport de %dectrogénique (MCU),
localisé dans la membrane mitochondriale interméonsle gradient électrochimique généré par la rehai
respiratoire. Quand la cellule revient aux condtiophysiologiques, les échangeurs’/Ra* et H/Ca*
permettent I'extrusion du Gade la cellule. Le Ca est aussi réaccumulé dans le réticulum sarco/éastoffue
par 'ATPase SERCA (G&ATPase). L'ouverture du PTP (pore de transitionpdeméabilité) joue différents
réles : sa bréve ouverture permet la libératiorideaple C4&', alors que son ouverture prolongée cause la mort
cellulaire. D’aprées [191].

4. L’'apoptose

L’apoptose, ou mort cellulaire programmeée, est tocgssus hautement régulé qui permet
I'élimination de cellules non désirées ou non-fasrotelles. La mort par apoptose est

caractérisée par un rétrécissement cellulaire fraggnentation nucléaire, la condensation de
la chromatine, et la fragmentation de '’'ADN chromwsgue. Les caspases jouent un role clé
dans ce processus : il s’agit de cystéines pradéadilaires, qui peuvent étre soit initiatrices

soit effectrices, selon leur point d’entrée dangdi@ apoptotique. Les initiatrices, comme leur

nom le suggere, sont les premieres a étre actandesvurs du programme de mort cellulaire,

de maniére a activer les caspases effectricegligant un large éventail de substrats, menant
ainsi au démantélement de la cellule.

L’équilibre entre les protéines pro-apoptotiquesmti-apoptotiques constitue également un
facteur essentiel de la cascade apoptotique. BBX2-associated X proteinBID (BH3

interacting domain death agonjstet BAK (Bcl-2 antagonistkiller) appartiennent a la
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premiere classe, Bcl-2 et Bcl-x(B cell limphoma-extra large protéimjuant a eux font
partie de la deuxieme.

L’'apoptose peut étre déclenchée via une voie sBdoe ou une voie extrinséque. Les
mitochondries sont essentielles dans la premiéiee wtais sont également impliquées dans la
deuxieme en amplifiant la signalisation apoptotiqtigure 14). Lavoie intrinséque est
déclenchée par un stress cellulaire, comme un dg@am@a&ADN (induit, par exemple, par la
lumiére ultraviolette ou la chimiothérapie) ou umoc thermique. Dés lors que le signal de
stress est recu, les protéines pro-apoptotiquessalgues, BAX et BID, se lient a la
membrane mitochondriale externe et induisent aloes perméabilisation complete de cette
derniére. Cet événement cause la libération duchywomnec de I'espace intermembranaire
dans le cytoplasme [192]. BAK, une autre protéiregpoptotique qui est localisée dans les
mitochondries, est aussi requise pour permettre libéeation complete du cytochrone
Dans le cytosol, ce dernier forme un complexe a¥eP et la protéine adaptatrice Apaf-1
(apoptotic peptidase activating facto), jui active la caspase-9, une protéine initiatrica
caspase-9 agit avec le complexe constitué du cydgowdc, de 'ATP et d’Apaf-1 pour former
un apoptosome, qui ensuite active la caspase-Prdeeine effectrice qui commence la
dégradation. Lors de lI'apoptose, la migration dtoclgromec de la mitochondrie vers le
cytosol n'est pas un cas isolé ; d’autres protém@sptogéniques sont libérées de I'espace
intermembranaire, comme les protéines Smsma(l mitochondria-derived activator of
caspasegDIABLO, qui inhibent les protéines inhibitrices d'apoptose, favorisant ainsi la
mort cellulaire.

En ce qui concerne la voiextrinséque des signaux moléculaires, libérés par ou liés a
d’autres cellules, se fixent a des récepteurs de tramsmembranaires exprimés par la cellule
cible et induisent I'apoptose. Par exemple, lastiaidu ligand FaslFHetal alcohol syndrome
ligand) aux récepteurs de mort Fas déclenche I'agrégateomplusieurs de ces récepteurs,
menant au recrutement d’'une protéine adaptatrigeelé@ FADD Fas-associated death
domain proteih du c6té cytoplasmique des récepteurs [193, T4DD, a son tour, recrute
la caspase-8, une protéine initiatrice [195] gunsiaactivée, peut donc activer directement la
caspase-3 pour commencer la dégradation de ldesetla plus, elle clive la protéine BID
générant la forme tronquée tBlDuncated BID, qui agit comme un signal sur la membrane

des mitochondries pour faciliter la libération dgochromec dans la voie intrinséque [196].
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Figure 14 : Les voies de signalisation intrinséquet extrinseque de la mort cellulaire par apoptose.

La voie intrinséque de la mort cellulaire est a@tiypar un stress tel que la lumiére ultraviolett¥)(ou la
chimiothérapie menant a l'activation des protéiog®soliques pro-apoptotiques BAX et BID, qui sntia la
membrane mitochondriale externe induisant la litiénadu cytochrome et de protéines apoptogéniques telles
gue les protéines Smasngall-mitochondria-derived activator of caspa¢B$ABLO, qui inhibent les protéines
inhibitrices de I'apoptose (IAP). Le cytochroméibéré dans le cytosol forme un complexe, appetibgsome,
avec Apaf-1, 'ATP (non illustré) et la caspasaifie protéine initiatrice. Cette derniére, ainsivaégt, active la
caspase-3, qui commence le démantélement de ldecdllans la voie extrinseque, des ligands de etstque
FASL se lient a leurs récepteurs spécifiques suméanbrane cellulaire, menant au recrutement dedtéipe
adaptatrice FADDRKAS-associated DEATH domain profgigui a son tour recrute et active la caspase8, u
protéine initiatrice. La caspase-8 active alorsdapase-3 et clive la protéine BID. La forme trargjde cette
derniére facilite ensuite la libération du cytoahex dans la voie intrinséque. Adaptée de [197].

C. Le cycle de vie mitochondrial

Pendant les années 80, les scientifiques ont ééqlis dans la cellule, les mitochondries ne
sont pas ces petits organites ronds isolés quirgéocnpéres apres isolement a partir de tissu.
Dans les cellules saines, elles constituent uratésautement dynamique, qui est remodelé
en continu en réponse aux stimuli environnementauXétat du développement, et a la
demande énergétique des cellules [198].

Les mitochondries s’engagent dans un cycle de uiecgqmmence avec la croissance et
division d’organites préexistants, via un procesappelé la biogenése mitochondriale, et
termine avec I'élimination sélective d’organitesnFfonctionnels ou non nécessaires via le
processus autophagique sélectif nommé la mitophdgiecours de la vie de l'organite, la
morphologie mitochondriale change fréquemment $aason de deux événements Opposes :
la fusion et la fission, constituant collectiveméatdynamique mitochondriale. La présence
de plusieurs mitochondries isolées ou d’'un résétautaire de mitochondries fusionnées est
dictée par les conditions physiologiques celluRi99] (figure 15).

56



Fission Capacité
meéetabolique
B élevée
Biogenese

-

faible

N

Mitophagie

Fusion

Figure 15: Représentation schématique du cycle déevmitochondrial

Les mitochondries sont générées au moyen d'un psoseappelé biogenése mitochondriale, consistafd en
croissance et en la division de mitochondries pségntes. Pendant leur vie, ces organites chamigefdrme en
continu, sous I'action de deux événements opposéfusion, qui permet la formation d’un réseawnbiennecté

a partir d'organites séparés, et la fission, q@ias®mnne la séparation d’une mitochondrie en plusierganites
dinsticts. La fission est essentielle pour isoles Imitochondries dysfonctionnelles, pour qu’ell@serst
sélectivement dégradées par mitophagie. Adapt¢E&g.

1. La biogenese mitochondriale
Les mitochondries ne peuvent étre formées novo elles proliferent par croissance et

division de mitochondries préexistantes, processpgelé biogenése mitochondriale. Ce
mécanisme permet d’ajuster le nombre, la strucairkes fonctions de ces organites aux
demandes cellulaires, via la synthese de nouveampasants mitochondriaux.

Les mitochondries se divisent pendant la mitosen@miére a apporter un échantillon
conséquent d’organites a chacune des cellules.fillependant, il a été montré que les
mitochondries proliféerent aussi dans des conditigns ne sont pas corrélées au cycle
cellulaire. Par exemple, la masse mitochondriateaggmentée dans le muscle squelettique
adulte en réponse a l'exercice [200] ou a une dtitimn électrique chronique [201], trés
probablement pour faciliter I'utilisation de IXOpermettant une production d’énergie accrue
dans des muscles se contractant plus et demandaantplus d’énergie. En outre, il a été
démontré que la biogenése mitochondriale est atissulée par d'autres voies, comme les
espéces réactives de I'oxygéne, I'oxyde nitrigas,flux de C&, et I'hypoxie [202].

Dans un chapitre précédent, il a été mentionnd’ 40N mitochondrial ne comprend qu’une
petite fraction des genes nécessaires pour laifondiiologique et la structure de ces
organites. Les mitochondries ne sont ainsi qu’emi-saitonomie sur le plan génétique
puisqu’elles dépendent fortement de I'expressiorgélees nucléaires pour accomplir leurs
fonctions. L’architecture du réseau mitochondritl @onc dépendante d’'un dialogue entre la
mitochondrie et le noyau finement contrblé afin sigisfaire les demandes énergétiques
cellulaires [185, 186, 203, 204].
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La génération de nouveaux composants mitochonddaaxande I'importation de protéines
codées dans le noyau, lincorporation de lipidesntistisés par la mitochondrie,
'amplification du génome mitochondrial, et la teation de protéines codées par I'ADN
mitochondrial. Ceci nécessite donc une coordingpiariaite qui est notamment permise par
'action conjuguée de plusieurs facteurs de trapson. Dans le noyau, les facteurs de
transcription NRF-1r{uclear respiratory factor let GAPB GA-binding protei, ainsi que
ERRo (estrogen-related receptost) activent les promoteurs des genes codant pour des
protéines mitochondriales.

NRF-1 a été identifie comme étant le facteur de trapton capable de lier un site de
reconnaissance palindromique situé dans la régeowcodtrol du cytochrome [205]. Des
sites d’ancrage spécifiques de NRF-1 ont ensuieidntifiés dans les promoteurs de
plusieurs génes nucléaires requis pour la fonatgtabolique mitochondriale [206, 207],
comprenant la plupart des génes codant les sotssudes cinq complexes respiratoires
[208]. NRF-1 lie ses sites de reconnaissance etifome comme un régulateur positif de la
transcription [209, 210], présentant un domainectiVation transcriptionelle C-terminal
[211]. Il semble coordonner I'expression des saniges respiratoires avec celle de la
machinerie de transcription mitochondriale. Entefidie et active les promoteurs du facteur
de transcription mitochondrial TFAMmjtochondrial transcription factor A[212], ainsi que
des deux genes codant les isoformes de ThiBb¢hondrial transcription factor B TFB1 et
TFB2 [213], dont les produits sont les régulateuegeurs de la transcription mitochondriale.
NRF-1 participe aussi a I'expression de deux enszynié dans la voie de biosynthése de
I’'héme, un cofacteur essentiel pour la fonction ttaasporteurs d’électrons [264, 234], et
d’'une sous-unité clé du récepteur TOte( outer membrane multisubunit receptor comjplex
[216], étant requise pour 'importation de milliets protéines mitochondriales [217].

De facon intéressante, un site de reconnaissanbtdRéel a été identifié dans le promoteur
du géne humain VHLvn Hippel-Lindau tumor suppres$3d218]. VHL est un régulateur
négatif de HIF-1, un activateur transcriptionnelpligsieurs genes notamment impliqués dans
la voie glycolytique, tels que le transporteur daucgse (GLUT) et la pyruvate
déshydrogénase kinase 1. Cette kinase inhibe lavalg déshydrogénase, responsable de la
conversion du pyruvate en acétyl-CoA, causant aim& diminution de |'oxydation des
carbohydrates. De plus, HIF-1 inhibe I'activiténsariptionelle de c-myc [219], qui est un
régulateur positif des génes mitochondriaux cod&sI’ADN nucléaire [220]. Il est donc
raisonnable de formuler I'hypothese que NRF-1 mournduire le métabolisme oxydatif

mitochondrial en partie via I'activation de I'expsgon de VHL (figure 16).
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GABP, quant a lui, a été identifié sur la base deaadn spécifique au promoteur de la sous-
unité IV de la cytochrome oxydase [186]. Le facteur GABP humain est constde cing
sous-unités, comprenant une sous-unité qui lie NA@Bous-unitén) et quatre autres sous-
unités (1, B2, y1, ety2). Ces dernieres forment des complexes avec I'’AdE sans le lier
directement, et présentent un domaine d’activatienla transcription similaire a celui de
NRF-1 [211].

Comme observé pour la sous-unité IV de la cytockrooxydase, la transcription de la sous-
unité Vb est également activée par GABP, suggéraetGABP est un activateur général de
'expression des genes codant pour les sous-udéés cytochrome oxydase [221]. En
effet, plusieurs études montrent un réle direcG#BP dans I'expression des 10 sous-unités
de la cytochrome oxydase codées par le noyau [222, 223].

TFAM, dont la transcription, comme énoncé précédemnasttrégulée par NRF-1, est le
premier facteur de transcription des mitochonddesvertébrés a avoir été bien caracterisé
[224]. Il est un régulateur clé de la transcriptdinne part, mais aussi de la réplication de
I’ADN mitochondrial in vivo, ce qui est essentiel pour la biogenése mitochaledet le
développement embryonnaire [225]. Il lie son site deconnaissance sur I'ADN
mitochondrial pour favoriser la transcription bealtionnelle en facilitant I'interaction
symétrique avec d'autres composants transcriptienfiz26]. La fonction d’activation
transcriptionelle de TFAM réside dans son domainactivation C-terminal, qui est
nécessaire aussi pour son ancrage specifique sasx @@ reconnaissance sur le promoteur
[227]. De facon intéressante, il a été montré gliéil également des sites de fagcon non-
spécifique, suggérant qu’il peut jouer un rdle denstabilisation et le maintien du génome
mitochondrial [228]. Etant donné qu’il est respdiieade la réplication de I'ADN
mitochondrial, les niveaux de TFAM sont associés reumbre de copies du génome
mitochondrial. En effet, des souris hétérozygotmsr @ FAM montrent un nombre réduit de
copies d’ADN mitochondrial et des déficiences deHaine respiratoire dans le cceur, tandis
gue l'oxydation phosphorylante est totalement a&baliez les souris totalement déficientes en
TFAM [225].

ERRa, pour sa part, appartient a une famille de réceptaucléaires orphelins, incluant
ERRB et ERR ; bien qu’il ressemble aux récepteurs aux estregjghne lie pas d’estrogenes
ou dautres ligands. Sa fonction consiste notammamtla régulation du métabolisme
oxydatif : il est en effet fortement exprimé daes tissus oxydatifs comme le rein, le cceur et
la graisse brune. Ce facteur permet notammenaiesdription de la déshydrogénase MCAD

(medium-chain acyl-coenzymég dui est une enzyme clé de I'oxydation des aciptas [229].
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Les souris ayant un déficit d’expression de mR®ht une masse grasse réduite et sont
résistantes a I'obésité induite par le régime riehegraisse, suggérant des défauts dans le
métabolisme des lipides [230]. PPARperoxisome proliferator-activated recepta), un
autre facteur de transcription activé par PGCgermet aussi la régulation de I'oxydation des
acides gras. En effet, il contrdle la transcripties transporteurs des acides gras et des
enzymes catalysant leur oxydation [231].

ERRo a aussi été impliqgué dans l'induction de la biggenmitochondriale par PGG-1ce
co-activateur transcriptionnel, qui sera décritdessous, cible ERRconjointement avec
GABP pour réguler des genes respiratoires telslguytochromec et lap-ATP synthase
[232, 233].

Au regard des connaissances qui ont été accumdéges un premier temps, il est apparu
gu'un nombre relativement faible de facteurs dendcaption nucléaires controlent la
coordination de I'expression de protéines nucl&agt mitochondriales ; ceci a soulevé la
guestion de leur intégration dans le programme d¢exepde la biogenése mitochondriale. La
réponse a été amenée par la découverte de ladaisilto-activateurs transcriptionnels PGC-
1 (peroxisome proliferator-activated recept{fPAR-y-coactivator-), qui comprend PGC-
la, PGC-B et PRC PGC-1 related co-activatyr PGC-1a. est le premier membre de cette
famille a avoir été découvert ; il a été identifiér la base de son induction durant la
thermogenese adaptative dans le tissu adipeuxdbrde son interaction avec PPARjui est

un important régulateur de la différenciation dégpacytes [234]. Il ne montre pas d’activité
de modification d’histone lui méme, mais il intetagia un puissant domaine d’activation
transcriptionelle N-terminal, avec des cofacteurstésl d’'une activité intrinséque de
remodelage de la chromatine [235]. Des motifs daaure de co-activateur des récepteurs
aux hormones nucléaires adjacents au domaine \B#oim sont essentiels pour la co-
activation via certains récepteurs nucléaires. rgnfin couplage de la transcription au
processus de maturation de I'ARN par PGC-4e produit a travers des motifs de
reconnaissance de I'’ARN et un C-terminal riche mginéne/sering236], qui ressemblent a
ceux trouvés dans les facteurs d’épissage de 'ARNplus de PPAR PGC-1: lie un large
éventail de facteurs de transcription et de réceptBormonaux nucléaires. Parmi ceux qui
sont directement liés a la fonction respiratoirdoctiondriale, PPAR NRF-1 et ERR
peuvent notamment étre cités. Liant ces facteursratescription nucléaires il petitans
activer leur génes cibles qui sont impliqués darmes$piration mitochondriale, la transcription
et réplication de I'ADN mitochondrial, I'oxydatiomles acides gras, et la machinerie

d’'importation et d’exportation des protéines mitoctriales [202] (figure 17). Il a été
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déemontré que l'expression de PGE-ast activée en réponse aux demandes énergétiques
cellulaires. Par exemple, une hausse prolongéeadeomcentration de &acytosolique,
provoquée par une augmentation de l'activité catitea conduit a une augmentation du
contenu mitochondrial dépendante de PGCgermettant ainsi une meilleure réponse de la
cellule au changement de conditions [237].

Dans les cellules en culture, I'expression ectopigle PGC-& augmente les niveaux
protéigues de la sous-unité IV de la cytochramexydase et du cytochronteainsi que le
niveau d’ADN mitochondrial a I'equilibre [238]. Cheles souris, la surexpression
cardiospécifique de PGGrXésulte en 'augmentation massive du contenu dnctmondrie
des cardiomyocytes, ceci menant a une cardiomypdifatée [239].

De facon surprenante, des souris présentant uggatétle PGC-1 dans la lignée germinale
sont viables et affichent une masse et une morglelaitochondriales normales dans le foie
ou le gras brun [240, 241]. Cependant, en conditenstress physiologique, ces souris
présentent des phénotypes plus sévéres tels girloapacité a maintenir leur température
corporelle et une réduction de la production d’Addhs le coeur [240-242]. D’autres souris,
ayant quant a elles une délétion de PGCspécifiquement dans le muscle squelettique,
présentent plusieurs défauts musculaires tels quimbérance réduite a l'effort et des
anomalies dans le maintien de la composition dagdi musculaires [243]. L’ensemble des
résultats mis en avant par ces différentes étudie€ute interprété en gardant a I'esprit gu'il
ne peut étre exclu que la déficience en P@@durrait étre compensée par PGE-line

autre protéine de la méme famille.
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Figure 16 : Réseau dirigé par PGC-a pour réguler les fonctions mitochondriales.

Parmi les cibles du co-activateur transcription®&C-%i, les facteurs de transcription NRF-hulear
respiratory factor 1 et GABP (GA-binding protei, ERRux (estrogen related recepton) et PPAR
(peroxisome proliferator-activated recept@y peuvent étre cités. En activant les génes cagndar NRF1, par
GABP et par ERR, PGC-1i active le processus de la biogenése mitochondriahe effet, NRF1 stimule
I'expression de la plupart des sous-unités de laineh respiratoire et celle des facteurs de trgptsmni
mitochondriaux TFAM ifnitochondrial transcription factor A TFB1 et TFB2 tfhitochondrial transcription
factor B1 and 2 GABP active I'expression des sous-unités de yahrome oxydase et ERRcontrdle,
conjointement avec GABP, I'expression de génesnasjres tels que le cytochromeet lap-ATP synthase. La
stimulation de I'activité transcriptionelle d’ERRméne aussi a la régulation de I'oxydation desescigtas. En
effet, ERRx contrdle I'expression de la déshydrogénase MCAI2dium-chain acyl-coenzymé, &nzyme clé
de l'oxydation des acides gras. PG&dctive cette voie métabolique aussi via la trarisration de PPAR,
régulateur de I'expression des genes codant ldéipes de transport des acides gras et les enzympiguées
dans leur oxydation. Enfin, PGGr1égule, de facon négative cette fois, une autie éwnergétique, la glycolyse,
via l'activation de NRF1 qui contrdle I'expresside VHL (Von Hippen Linday régulateur négatif d’'HIFl
Ce facteur de transcription, responsable de I'atitm des génes glycolytiques pour la survie deeltule en
présence de faibles concentrations '€t donc inhibé suite a I'activation PG&-dépendante de NRF1.

PGC-1p partage une similarité de séquence avec P&84d toute sa longueur. Il présente en
effet un domaine d’activation N-terminal, des sigin@s de co-activateur des récepteurs aux
hormones nucléaires, et un motif C-terminal de meegssance de I'ARN [244, 245].
Cependant, il ne présente pas le domaine richerginiree/serineassocié a I'épissage de
’ARN. L'expression en ARNm de PG@ Est calquée sur celle de PG&dvec des niveaux
plus élevés dans le tissu adipeux brun, le codarmtiscle squelettique, tissus caractérisés par
un haut contenu en mitochondries et un métabolsxydatif. De méme que PGQGr1PGC-

1B lie aussi NRF-1 et GABP et est un puissant cosatdur des genes cibles de NRF-1
menant a une augmentation de I'expression des geib@shondriaux [202].

Néanmoins, PGCelet §§ présentent de difféerences : PGE+iest pas induit dans le tissu
adipeux brun aprés exposition au froid, et il indfdiblement I'expression des génes
gluconéogéniques dans les hépatocytes et foie .[alGst donc reconnu que PGE-1

participe au maintien de la fonction mitochondriele condition basale, alors que PG&L-1
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agit en augmentant la masse mitochondriale, peamtetiinsi I'adaptation du tissu a une
demande énergétique élevée.

Deux lignées de souris invalidées pour le gene G&£-B3 [247, 248] et une lignée
homozygote d’'une variante hypomorphe qui maintmpartie la capacité deans-activation

via ERRx [249], ont été générées de facon indépendantes [Rantrois cas, les souris sont
viables et fertiles [247, 249]. Néanmoins, toutes couris présentent des dysfonctions
mitochondriales et notamment lorsqu’elles sont tseged un stress. En effet, les ARNm
codant plusieurs protéines respiratoires sont sgpsmes et les animaux présentent des
problemes de thermorégulation. De facon intéressdatcontenu mitochondrial est réduit
dans le muscle squelettique oxydatif et dans lercatucela est associé a de modestes
réductions de I'expression des géenes respiratdregendant, les mitochondries montrent une
structure interne normale et la fonction respiratoies mitochondries isolées est impossible a
distinguer entre les souris sauvages et les smwasidées pour PGCf1[247-249].

Une redondance fonctionnelle partielle entre P@Cp a été récemment révélée via la
construction et I'analyse de souris ayant un deéfi@xpression pour les deux co-activateurs
[250]. Malgré que ces souris soient viables a lasaace, la majorité meurt d’insuffisance
cardiaque dans les 24 heures suivant la naissaneecene souris ne survit au-dela de
14 jours. Contrairement aux souris déficientes paar seul co-activateur, la densité
mitochondriale dans le tissu adipeux brun des amsgis est fortement réduite, et les
mitochondries présentent une diminution de la déndes crétes coincidant avec une
expression réduite de plusieurs genes respiratdMesz ces souris déficientes en PGCel

B, linsuffisance cardiaque est en outre accompagh@eomalies mitochondriales dans le
coeur, caractérisées par une réduction du nomtde kt taille des mitochondries, ainsi que
par la présence de vacuoles internes associées dimmution du nombre de crétes [251].
L’expression de genes impliqués dans I'oxydations dacides gras et [|'oxydation
phosphorylante, tels que des genes cibles dEBRRI'ERR, sont également diminuée chez
ces animaux [250].

PRC est une autre protéine qui partage de nombreasastéristiques avec PGG-&t . |l

lie NRF-1, transactivant ainsi ses genes cibles, il présente umadlte d’activation N-
terminal qui est fortement similaire a celui de RGCet il est requis pour lwans-activation
dépendante de NRF-1. Pourtant, a la difference@e-B. et $, I'expression de PRC n’est
pas particulierement élevée dans des tissus hantemrgdatifs riches en mitochondries, et
n’est pas induite aprés exposition au froid [23ZRC est plus exprimé dans les cellules en

prolifération que dans les cellules quiescented ,[252], et est rapidement induit apres un
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traitement avec du sérum et ce en absence de sgngretéiqguede novo suggérant une
induction a partir de facteurs préexistants [2%18. facon importante, I'induction de PRC
avec du sérum est accompagnée d'un profil d’exfmesgénique qui est qualitativement
similaire a celui observé aprés induction de P@J253], a savoir une augmentation de
'expression de '’ARNm de TFAM et des sous-unit&spiratoires codées par I’ADN

nucléaire et ’ADN mitochondrial [202].

Noyau Mitochondrie
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Figure 17 : Mécanisme schématisé de la biogenéseagnhondriale.

La biogenése mitochondriale commence avec l'adtimatle NRFs et ERRinduite par PGC-d, déterminant
ainsi la transcription des génes nucléaires coltenprotéines mitochondriales telles que des saoitésudes
complexes de la chaine respiratoire et le facteurahscription mitochondrial TFAM. Ce dernier, t@omme
les autres protéines mitochondriales codées pawyau, est importé dans la mitochondrie gracenadahinerie
de transport des membranes externe et interne (TEDMIM, respectivement). TFAM permet alors la
transcription et la réplication du génome mitoch@aldDe nouveaux organites sont formés apres idivisle
mitochondries préexistants, via I'action de pradégicommedynamin-related protein {DRP1),mitochondrial
fission protein 1(FIS1),mitochondrial fission facto(Mff) et mitochondrial dynamics proteins of 49 and 51 KDa
(MiD49 et MiD51). Une organisation correcte du @senitochondrial est assurée par la coordinatiocete
événements de fission avec ceux de la fusion, rfaigaervenir optic atrophy 1 protein(OPAl) et les

mitofusines (MFNs). Adapté d@31].
2. La dynamique mitochondriale: fission et fusion

Il a précédemment été mentionné que, durant lexrlgs mitochondries sont sujettes a de
fréequents changements de morphologie via I'actigposée des deux événements que sont la
fusion et la fission, conjointement désignés soeistdrme générique de « dynamique
mitochondriale »La fission correspond a la division d'une mitochondrie enxdesachant

gue les mitochondries ne peuvent pas étre a@éewvo ce processus est indispensable pour
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assurer la transmission d’'un nombre de mitochesdsuffisant a chacune des cellules filles
lors de la mitose. Elle est aussi fondamentale gtinriner les mitochondries vieillissantes
et/ou endommagées de la cellule par la mitophgogemettant ainsi le renouvélement
mitochondrial [199].

Les protéines responsables de la fission comprérigmamin related protein IDRP1),
mitochondrial Fission protein {FIS1), mitochondrial fission factofMFF) etmitochondrial
dynamics proteins of 49 and 51 K[MiD49 et MiD51).

DRP1 appartient a la famille des dynamines GTPasighesdifférence de la dynamine-1,
DRP1 ne présente pas de domaine pour la liaisanréeibrane, exigeant ainsi de récepteurs
membranaires pour étre recrutée a la membrane moiolciale externe, ou elle accomplie ses
fonctions [254]. Apres son recrutement, DRP1 ssemble en complexes multimériques
annulaires au niveau de sites de scission sur ffacgu externe des mitochondries ; ces
anneaux ainsi formés se resserrent suite a I'hyskeallu GTP pour permettre la scission de la
double membrane (figure 18). Puis, DRP1 est & reaulibéré dans le cytosol [255].

Une des protéines proposée pour le recrutementRR1DestFIS1, qui est uniformément
localisée sur la membrane mitochondriale externeréan par un unique domaine
transmembranaire C-terminal [254]. En prenant ersiciération le fait que DRP1 peut encore
étre recrutée a la membrane mitochondriale extapnes la sous-expression de FIS1, il a été
suggéré que d’autres protéines contribuent probadie a 'assemblage de DRP1 au niveau
des mitochondriesMFF et MiD49 et MiD51 sont des candidats qui ont été proposés pour
accomplir cette fonction. La surexpression de getémes entraine en effet la translocation
de la fraction cytosolique de DRP1 a la membran®ahondriale externe ; a l'inverse, la
sous-expression de MFF cause une élongation mitoclade et une réduction de DRP1 a la
surface mitochondriale [255].

Difféerentes modifications post-traductionnelles@RP1, telles que la phosphorylation, la S-
nitrosylation, I'ubiquitination, et la sumoylatioont été proposées pour réguler ce processus
complexe. Durant la mitose, DRP1 est activé pahtasphorylation par le complexe constitué
de la kinase 1 dépendante de la cycline (CDK1l)aetycline B ; ceci méne alors a la
fragmentation mitochondriale [256]. Au contraira, phosphorylation de la Ser637 par la
protéine kinase A engendre linhibition de I'act&/iGTPasique de DRP1, et par conséquent
une diminution de la fission mitochondriale [25&L contraire, la phosphatase calcineurine
déphosphoryle DRP1 sur la Ser637 en réponse a ugmemtation chronique de la

concentration de Gacytosolique, favorisant ainsi son recrutementlesirmitochondries et,
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par conséquent, une fragmentation généralisée quit @tre associée a la fission
mitochondriale apoptotique [258].

Il a été montré que la S-nitrosylation de DRP1 ljmyde nitrique induit la dimérisation de
DRP1, stimulant ainsi l'activité GTPasique de DRRL par conséquent la fission
mitochondriale [259]. D’'un autre coté, l'ubiquitingase de la membrane mitochondriale
externe s’associe avec DRP1 et I'ubiquitinyle, iBatant ainsi vers sa dégradation par le
protéasome. Enfin, la sumoylation régule positiveima fission en protégeant DRP1 de la
dégradation [255].
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Figure 18: Représentation schématisée de la fissiomtochondriale.

La fission nécessite le recrutement de la GTPasmsaljgue DRP1dynamin-related protein)la la membrane
mitochondriale externe. L'assemblage de DRP1 autfase mitochondriale engendre la constriction ae |
mitochondrie, qui a pour conséquence la division ldeganite en deux entités distinctes. Chez les
mammiféres, il existe quatre récepteurs de DRPsBvair FIS1 hitochondrial fission ), MFF (mitochondrial
fission factoj, MID49 et MID51 Mitochondrial dynamics protein of 49 kDa and 51 kDgqui sont tous
localisés au niveau de la membrane mitochondrigkriee. MFF, MID49 et MID51 ont un réle essentiehd la
fission ; quant a FIS1, il ne semble jouer qu'ule arginal. Adapté de [260].

La fusion est un processus complexe qui implique la fusies deux membranes lipidiques :
la membrane mitochondriale interne et la membraitechondriale externe. Les protéines
responsables de ce mécanisme sont les Mitofuditeslg) [261], et OPAldptic atrophy 1
protein) [262].

Il a été démontré que la fusion est un processsesnésl chez les mammiféres. Les souris
présentant un déficit d’expression de MFN1 ou deN®Iffneurenin utero[263]. En effet, les
événement de fusion sont nécessaires a une forrespiratoire normale dans les cellules, et
sont un processus de base permettant I'inter-comgiéation de ’ADN mitochondrial [264].
Les MFNs sont de grosses GTPases conservéessémsalur la membrane mitochondriale
externe. Chez les mammiferes, il y a deux homolsgiteoitement apparentés, MFN1 et
MFN2. La génération de souris ayant des mutationsciformes a montré leur réle
fondamental dans la fusion mitochondriale. Desofibeistes embryonnaires déficients en
MFN1 ou MFN2 présentent des niveaux réduits deofugiitochondriale, menant a une perte

compléte des tubules mitochondriaux [263].
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La MFN1, ancrée dans la membrane mitochondriale exterrissepte un domaine en
superhélice au niveau de la partie C-terminale, egtiimpliqué dans la liaison de deux
mitochondries adjacentes a travers une structumgrijue [265] homotypique (MFN1-
MFN1) ou hétérotypique (MFN1-MFNZ2) [263, 265]. Cendhine semble étre important pour
les événements de fusion : des mutations ont gt@algies comme étant responsables de la
perte de la capacité d’ancrage de la membrane ,[288péchant 'agrégation périnucléaire
mitochondriale qui est observée suite a la suregima de MFN1 [266]. La fusion
mitochondriale dépend aussi de l'activité GTPaseefet, des mutations dans le domaine
GTPasique altérent la capacité des mitochondriesatlenger ou de fusionner [263, 266].

La MFN2, ancrée elle aussi dans la membrane mitochondeidbrne, présente les mémes
domaines fonctionnels que MFN1. Les parties N--&tr@inales peuvent interagir, suggérant
la formation de cis-oligomeéeres de MFN2 [267]. Lesniologues de MFNs ont une activité
biochimique tres similaire. En effet, MFN1 et MFId2uvent se remplacer fonctionnellement
: des cellules déficientes en MFN1 peuvent étrawvées » par la surexpression de MFN2, et
vice versa. Cependant, dans des fibroblastes &aurepil a été montré que MFN1 joue un role
plus actif. MFN2 présente une activité GTPase faie et a une plus grande affinité pour le
GTP, comparé a MFN1. De plus, il a été montré gumhction d’OPAL1 dépend de MFN1
mais pas de MFN2 [254].

OPAL est une GTPase de la famille des dynamines loeatiaés I'espace intermembranaire
et associée avec la membrane mitochondriale inteG@mme les MFNs, OPA1l est
indispensable a la fusion mitochondriale. Sa soxpression cause la fragmentation
mitochondriale, en raison d'une incapacité des chibmdries a fusionner, et entraine
d'importantes aberrations structurales des crétescontréle de la morphologie des crétes
mitochondriales semble étre une caractéristiqueifsgde d’OPAL, étant donné que le déficit
de MFNL1 et/ou de MFN2 n’affecte pas leur géoméga&y].

La biogenése d’'OPAL est régulée au niveau trartgmmipel et post traductionnel. L’épissage
alternatif de pre-ARNm d’Opal conduit a la génératile huit isoformes exprimées de fagon
tissu-dépendante [268] et pouvant moduler diff@rionctions d’'OPAL [269]. La présence
des deux sites de clivage protéolytique introdutawtre niveau de complexité [270]. La
protéolyse au niveau de ces sites occasionne la gerdomaine transmembranaire d’'OPALl
et méne a la formation de formes courtes d’'OPgtiot OPA1, S-OPALl). A I'état basal,
OPA1 mature subit cette proteolyse, conduisanaéclimulation de formes longues, non-
clivees d'OPA1 long OPA1L, L-OPA1) et de S-OPA1. La fusion mitochonldridépend de la

présence de L- et S-OPA1l [271], qui se rassembdentcomplexes oligomériques qui
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maintiennent la structure des crétes [272, 273]n@abreuses conditions de stress, telle que
la stimulation apoptotique, détruisent ces compextenduisent la conversion compléte de L-
OPAL1 en S-OPAL, inhibant ainsi la fusion mitochaal@r[270, 271, 274]. Les événements de
fission fragmentent alors le réseau mitochondn@imettant la suppression sélective de
mitochondries endommagées par mitophagie ou lar@ssmpn de I'apoptose [275]. La
protéolyse d’OPA1l est donc cruciale pour gararitidgrité et le contrble de qualité
mitochondriales.

Tout comme la fission, la fusion consiste en urcessus a plusieurs étapes, qui est dependent
du potentiel de la membrane mitochondriale et d° GTe mécanisme commence avec la
liaison des membranes externes de deux mitoch@ndigsines par la dimérisation de
MFN1/2. Ceci est ensuite suivi par une étape d’'aagar de deux membranes de facon GTP-
dépendante avant que la fusion ne soit finaliggarg 19).

Les fusions de la membrane mitochondriale exterige éa membrane mitochondriale interne
constituent deux étapes distinctes. Toutefois,éi@ation des MFNs et OPAL au sein d’un
méme complexe protéique a suggéré une coordinatiane co-régulation de ces deux étapes

qui permettrait de maintenir la compartimentalmatmitochondriale [199, 254].

oMM {/
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Figure 19 : Représentation schématisée de la fusiomtochondriale.

La fusion mitochondriale prévoit la fusion des meames mitochondriales externes de deux mitochamdrie
suivie par la fusion des membranes mitochondrialesnes. La fusion des membranes mitochondrialessmes
est régulée par les Mitofusines 1 (MFN1) et 2 (MEN2ux GTPases de la famille des dynamines |@esiswu
niveau de 'OMM. La fusion des membranes mitoch@lds internes, pour sa part, est contrdlée paraute
GTPase de la famille des dynamines, OP#dti¢ atrophy 1 protein Cette derniére existe sous deux formes:
une forme longue, qui est fortement associée adalmane mitochondriale interne, et une forme cofmta

illustrée), qui est dirigée a I'espace intermemhbnan Adaptée df260].
3. La mitophagie

Les mitochondries nécessitent un mécanisme dudtergermettant d’en assurer la qualité et
la quantité optimale pour satisfaire les besoinsladeellule qui varient en fonction des

changements bioénergétiques and environnement@Gx 227].

Ce mécanisme est la balance entre la biogenésechwoitdriale et la mitophagie (ou

autophagie mitochondriale), qui définie la dégramat sélective des mitochondries

dysfonctionnelles par les lysosomes [278].
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Des travaux récents sur deux genes mutés dansl#@limdamiliale de Parkinson, PINK1
(PTEN-induced putative kinas¢ dt Parkin, ont contribué a étayer un mécanismiécutaire

de ce processus (figure 20). L'expression de laadenPINK1 est réprimée de maniére
constitutive dans les mitochondries saines via $mportation dans la membrane
mitochondriale interne et sa dégradation. Quand wmechondrie est dépolarisée,
limportation des protéines dans la membrane miadhiale interne devient alors
impossible. PINK1 s’accumule ainsi a la membrané&ochondriale externe des
mitochondries endommageées, et recrute alors I'ga&sé Parkin cytosolique via son activité
de kinase. Ainsi, Parkin ubiquitinyle les protéimkesla membrane mitochondriale externe qui
constitueront alors un signal pour orienter cesoadhibndries coiffées de chaines de
polyubiquitine vers I'élimination autophagique [279

La mitophagie semble étre intimement liée a ladiset a la fusion mitochondriales. En effet,
une étude de la dynamique mitochondriale dans dewbfastes a montré qu'une
mitochondrie sur cing mitochondries filles est dapsée et éliminée par mitophagie [280].
Dans la plupart des événements de fission, unechatalrie fille est transitoirement hyper
polarisée alors que la mitochondrie « sceur » gebglarisée, suggérant que la fission est un
« test de stress » qui peut pousser une mitochefitlei & une dépolarisation compléte si elle
ne fonctionne pas de fagcon optimale. La mitophgupet étre entravée par un mutant
dominant-négatif de DRP1, suggérant que la fissksh nécessaire pour le processus
mitophagique [280].

L’'importance de ce processus est démontrée paumaalation de mitochondries gonflées et
défectueuses dans des cellules dérivants de sftidkant un déficit d’expression pour des
genes clé de l'autophagie [281, 282].
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Figure 20 : Mécanisme moléculaire proposé pour la itophagie induite par Parkin.

La protéine PINK1 PTEN-induced putative kinasg &st normalement dégradée au niveau de la membrane
mitochondriale interne, ce qui limite la quanti& aktte kinase a la surface des mitochondriessa@ueand une
mitochondrie est endommagée et présente alors épelatisation membranaire, I'importation de PINKlaa
membrane mitochondriale interne et, donc, sa dégiad sont inhibées, causant ainsi sa séquestrati@on
accumulation sur la membrane mitochondriale exteiK1 phosphoryle alors MFN2nftofusin 3, ce qui
permet le recrutement du cytosol de I'E3 ligas&iRaParkin transfére I'ubiquitine (Ub) a diverga®téines sur

la membrane mitochondriale externe. Les protéitguitinées sont reconnues par la protéine adaqaah62

liant I'ubiquitine et LC3 ficrotubule-associated protein 1A/1B-light chajp iBduisant ainsi I'engloutissement

de la mitochondrie par l'autophagosome. Ce dersgefusionne ensuite avec le lysosome, engendrasit lai

dégradation de la mitochondrie dysfonctionnellen(itloistré). D’apreég275].

D. La dysfonction mitochondriale de I'HTAP

La minoration du meétabolisme des mitochondries wigge dans les cellules vasculaires
dérivant des patients atteints d’'HTAP, discutéesdanpremier chapitre, a pousseé plusieurs
chercheurs a centrer leur attention sur ces omnillulaires essentiels. De part leur réle de
régulateurs métaboliques et leur implication darnf$eréntes fonctions cellulaires, les
mitochondries participent a la régulation de plussevoies de signalisation de la prolifération
et de la mort cellulaire. 1l n’est donc pas surprgnqu’elles ont été considérées comme des
facteurs potentiellement importants dans le renamgelvasculaire pulmonaire caractéristique
de 'HTAP, et que plusieurs dysfonctions, schénéaisen figure 21, ont été mises en
evidence [283].

1. Le cycle de vie mitochondriale est perturbé da&hBAP

Il a été démontré que le cycle de vie mitochondrslprofondément perturbé dans 'HTAP.
Dans les CML-AP des patients HTAP, les mitochorsdapparaissent hautement fragmentées
[284], suggérant un déséquilibre vers la fissiortoaiiondriale. En effet, la protéine
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responsable de la fission mitochondriale DRP1 gpetactive dans les cellules de malade
[284].

Si la fission mitochondriale est exacerbée dans Ud4L-AP de patient HTAP, son
antagoniste, la fusion, est diminué : I'expressitlenMFN2 est en effet diminuée dans les
CML-AP de patient et des modeles animaux d'HTAP 5]28De facon intéressante,
I'expression de MFN2 est strictement liée a ceiesdn co-activateur transcriptionnel, PGC-
la : ainsi, dans les CML-AP des patients atteintsTéRR, la diminution d’expression de
MFN2 est associée a celle de PGLEA85]. Ce dernier étant le régulateur majeur de la
biogénése mitochondriale, il est fascinant de fdoemdihypothése que cet autre aspect
important du cycle de vie mitochondrial pourraissilétre affecté dans 'HTAP.

Trés récemment, Haslip et ses collaborateurs [@86onduit une étude qui suggére que la
mitophagie est également affectée dans 'HTAP. fiat,eune diminution de I'expression de
la protéine découplante UCP2nCoupling protein . régulateur du potentiel de la membrane
mitochondriale, et une augmentation d’une des preséclés de la mitophagie, PINK1, sont
observées dans les cellules endothéliales issud&@rtiere pulmonaire de patients HTAP
[286].

2. La production d’espéces reactives de I'oxygem®ahnondriales est altérée
dans I'HTAP

Les especes réactives de lI'oxygéne produites marcdenplexes mitochondriaux | et Ill
semblent jouer un role important dans le remodetag@onaire ; cependant, il n’est pas clair
si les especes réactives de I'oxygene sont augemntédiminuées dans 'HTAP [283, 287],
d'autant plus que l'augmentation d'une espéce geaitassociée avec la diminution d'une
autre.

L’expression de I'enzyme mitochondriale antioxyd8@D2 est diminuée dans 'HTAP [92].
Cela favorise une accumulation des ions superox@desu niveau des mitochondries mais
diminue dans le méme temps la production de pemxilkydrogene bD,. Etant donné que
I'H,0O, déstabilise HIF-d, sa sous-production entraine la stabilisation defacteur de
transcription, qui active I'expression de génes ligygs dans le transport du glucose
(GLUT1) et dans la production du lactate (lact#dshydrogénase). Au-dela de son effet sur
la stabilité de HIF-&, H,O, régule aussi le tonus vasculaire pulmonaire vietivation du
canal potassique dépendant du voltagé.& Les niveaux plus faibles de® déterminent

en effet une inhibition de ces canaux, dont I'atéiest déja réduite en raison d’une baisse de
leur expression chez les patients HTAP et chearledeles animaux d’'HTAP [168, 288].
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Cela conduit & une augmentation de la concentradi®nK’ cytosolique, qui inhibe les
caspases et les nucléases déclenchant I'apoptes2d9]. En méme temps, l'augmentation
d’'ions chargés positivement a l'intérieur de laludel cause une dépolarisation de la
membrane cellulaire, qui entraine l'activation dasaux calciques voltage-dépendants, qui a
leur tour causent une augmentation de I'entrée afé Ce dernier est ensuite impliqué dans
la stimulation de la contraction et prolifératides CML-AP [61, 288].

3. Le métabolisme mitochondriale est sous-réguhé daiTAP

La pyruvate déshydrogénase, enzyme clé pour laecsion de pyruvate en acétyl-CoA, est
centrale dans l'effet de Warburg. Tout comme dansahcer, cette enzyme est inhibée dans
'HTAP [165, 166]. L'inhibition de la pyruvate dégtirogénase est induite par différentes
voies. Son inhibiteur enzymatique, la pyruvate gidstgénase kinase, peut étre activé par
I'axe des tyrosines kinases et par des facteutsadscription comme HIFe¢l les deux étant
surexprimés dans I'HTAP [168]. La pyruvate déshgémase peut aussi étre inhibée en
présence de faibles niveaux de?Canitochondrial, caractéristique de 'HTAP, étanndé
quelle est activée par une phosphatase’*-@épendante [290]. Enfin, la pyruvate
déshydrogénase peut étre activée par la désaetyldschondriale sirtuine 3 (SIRT3), qui
est sousexprimée dans les CML-AP des patients H2AH.

De plus, I'activité de la chaine respiratoire astsa dérégulée : les cellules endothéliales de
I'artere pulmonaire dérivées des patients HTAP gdtbique présentent une consommation
d’oxygéne réduite en comparaison avec les celkdesrbles, et cette diminution est associée
a une moindre activité du complexe IV [292].

Une carence en fer sans anémie a été observédéesheatients atteints d’HTAP idiopathique,
associée a une capacité réduite d’exercice etumi@ution de la survie [293] ; en paralléle,
elle est aussi liee & une augmentation du risqudédelopper un cancer [294]. De fagon
intéressante, plusieurs complexes importants @oforiction mitochondriale sont dépendants
du fer ; par exemple, les complexes | et Il deHaire respiratoire ont de multiples groupes
fer-soufre [295]. Cela suggére qu'une carence en eurrait affecter la fonction
mitochondriale ; en effet, il a été montré qu’eéliduit un remodelage métabolique, avec une
diminution de I'oxydation du glucose et une augragah de la glycolyse [296]. Une étude
récente a montré que des rats nourris pendant diisesnavec un régime dépourvu en fer

développent une HTAP ; fait intéressant, une rédnctde I'activitt¢ du complexe |
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mitochondrial a été observée dans les mitochondesées des arteres pulmonaires de ces
rats [297].

4. Les mitochondries dans 'HTAP présentent faibliesaux de C&

A la fin des années 80, il a été montré que laxjpales enzymes limitantes du métabolisme
mitochondrialsont toutes activées par le’CR98]: notamment, la pyruvate déshydrogénase,
enzyme trés peu active dans 'HTAP, est activémme énoncé dans la section précédente,
via une déphosphorylation par une phosphatagédépendante [290]. Plus récemment, la
transfection de cellules avec la luciférase deoleca permit une démonstration claire et non
équivoque que la capture de *Canmitochondriale augmente la production mitochondria
d’ATP [299]. En effet, il a été montré que le coey# V de la chaine respiratoire
mitochondriale, responsable de la production d’A@#,activé par le G4[300].

La présence de faibles niveaux d€'Gaitochondrial est une caractéristique de 'HTAR q
peut étre due a un stress du réticulum endoplagmificlenché par des stimuli comme
linflammation, I'hypoxie ou des mutations [301]elstress du réticulum endoplasmique, a
son tour, cause lactivation de la protéine NOGG@tetminant une rupture de l'unité
mitochondrie-réticulum endoplasmique et, donc, tandfert de Cd du réticulum a la
mitochondrie [302]. Le CG& mitochondrial peut étre régulé aussi par UCP2,agjifi comme
uniport de C&'; son absence détermine une diminution du tauxalédans la mitochondrie

et un développement spontané de 'HTAP [303].

5. Le potentiel de membrane mitochondriale estaliéns 'HTAP

Le potentiel de membrane mitochondriale est at@ams des modéeles d’'HTAP. Néanmoins,
son altération est I'objet de débat, étant donné gertains chercheurs ont trouvé une
augmentation (hyperpolarisation) [288] d’autres une diminution (dépolarisation) [304] d
potentiel de membrane mitochondriale dans des rasdBHTAP.

Le potentiel de membrane mitochondriale est li@ddéveloppement de I'HTAP étant donné
gu’il peut moduler la balance fission/fusion (paewrue, [305]), le niveau d’absorption de
Cd* [306], et la production d’ATP [307] et des espécesctives de |'oxygéne
mitochondriales [283].

Ainsi, il reste a clarifier si le potentiel de merabe mitochondriale est diminué ou augmenté

dans 'HTAP, a savoir comment ces altérations #éat a la respiration mitochondriale, et si
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des altérations du potentiel de membrane mitochaledr ont une importance

pathophysiologique.
6. La voie apoptotique mitochondriale est altéréesd’' HTAP

L’apoptose dépendante des mitochondries est sugeridans les CML-AP humaines en
hypoxiein vitro et dans les CML-AP dérivées de patients et raex avTAP [308]. Dans
'HTAP, en fait, les facteurs pro-apoptotigues &t dans l'espace intermembranaire
mitochondrial, tels que le cytochrorngne s’échappent pas. Les auteurs expliquent gela a
la libération de ces facteurs suite a l'ouverture mbre de transition de perméabilité
mitochondriale, un méga-canal qui, en étant semsil voltage et a I'état de réduction-
oxydation cellulaire, est fermé quand le poterdielmembrane mitochondriale est élevé et le
niveau d’'especes réactives de I'oxygene mitochatefriest faible [308]. En effet, I'ouverture
du pore de transition de perméabilité mitochondnat en communication le milieu
intracellulaire et matriciel, causant le gonflememtochondrial, la rupture de la membrane

mitochondriale externe et, par conseéquent, la fistees molécules pro-apoptotiques.
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Figure 21 : La dysfonction mitochondriale dans I'HTAP.

Plusieurs anomalies mitochondriales ont été obssreéez les patients atteints d’HTAP. Ainsi, desyares
impliquées dans le métabolisme mitochondrial, ¢eis la pyruvate déshydrogénase (PDH) et des coemlx

la chaine respiratoire, sont moins actives. L'aigivéduite de la pyruvate déshydrogénase peut diftérentes
causes, telles que la sous-expression de la @rRIi(SIRT3), son activateur, la surexpression dpylavate
déshydrogénase kinase (PDK), son inhibiteur, aing la concentration réduite du “Camitochondriale
([Ca®]mit). Cette derniére & son tour peut étre expliquédgpsous-expression d’'UCPRr{coupling protein R
impliquée dans I'absorption de €aar la mitochondrie, ainsi que par I'activationldgrotéine NOGO suite au
stress du réticulum endoplasmique et, donc, pergtaure de I'unité réticulum endoplasmique-mitocthos. La
réduction de l'activité des complexes de la cha@spiratoire, quant a elle, peut étre causée padiaction de

la [C&"] i et de la concentration du fer fPe étant donné que plusieurs enzymes soft-@&pendantes et
contiennent de groupes fer-soufre. Une autre arienmaltochondriale observée est la sous-expresson d
'enzyme antioxydante SOD2, menant a une augmentaté la concentration de I'extrémement réactibani
superoxyde et une diminution de la concentratiorpdroxyde d’hydrogene @@,). Ce dernier déstabilise le
facteur de transcription HIFhypoxia inducible factdrla et active les canaux potassique voltage-dépendants
(Ky) ; par conséquent, sa réduction cause I'activadiompremier et I'inhibition des deuxiémes. Celaandye
I'activation de la prolifération via I'augmentatiate la concentration de €acytosoliqueet de la glycolyse, et
une inhibition de la voie apoptotique a travers angmentation de la [f. L'apoptose est aussi empéchée par
'augmentation du seuil d’'ouverture du PTPm (poeetrdinsition de perméabilité mitochondrial), quirpet la
libération par la mitochondrie de facteurs apoptogges tels que le cytochrongeet AlF (@poptosis-inducing
factor).

Le cycle de vie mitochondrial apparait aussi foeemaltéré dans 'HTAP, étant donné qu’un désdupali
fusion-fission est observé en faveur de la fissaimue la mitophagie semble étre augmentée.

E. La régulation de PGC-i

Comme énonceé précédemment, PGGzdordonne I'activité de facteurs de transcripaur

moduler le métabolisme énergétique et d’autresgasacs cellulaires en réponse a différents
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signaux environnementaux et physiologiques. L’amnptie la réponse induite par ces stimuli
dépend souvent de Eynthésede novodes protéines PGCal Par exemple, dans le tissu
adipeux brun, I'exposition au froid induit fortemdiexpression de PGCel ce qui entraine
une augmentation remarquable de I'expression d’'U@Pmhaniére a faciliter la thermogenéese
et le maintien de la température corporelle [2401]2De facon similaire, I'induction de
PGC-In dans le foie apres le jeline cause l'augmentatienl'ekpression des génes
gluconéogéniques pour favoriser la production hépat de glucose et pour maintenir
’lhoméostasie du glucose [309].

Au-dela de la modulation de son niveau d’expresdiactivité de PGC-d& peut aussi étre
modifiée par sa localisation subcellulaire, par mheslifications post-traductionnelles et par sa
biodisponibilité. En ce qui concerne $acalisation subcellulaire il a été récemment
déemontré qu’a différence de l'isoforme de PGLCHIlI-length, qui réside principalement dans
le noyau, l'isoforme courte NT-PGCl:lest localisée de facon prédominante dans le
cytoplasme et transférée au noyau apres phosptiorylpar la protéine kinase A [310].
L’accumulation nucléaire de PGGrDeut étre initiée aussi par sa désacétylation][3né
plus, des études ont réecemment démontré que RGEElt aussi étre localisé dans les
mitochondries, ou il forme des complexes assoaig&snaicléoides avec la sirtuine 1 (SIRT1)
et TFAM [312, 313]. La localisation mitochondriale PGC-#& offre un mécanisme plausible
a travers lequel il pourrait directement coordonlaetranscription des géenes codés par les
génomes nucléaires et mitochondriaux pour réguweprbcessus global de la biogenese
mitochondriale.

Lesmodifications post-traductionnellesde PGC-#, qui d’'une part modulent sa localisation,
affectent également positivement ou négativementagacité a recruter les complexes de
remodelage de la chromatine et donc a activeraasaription génique. Ces modifications
post-traductionnelles ne sont pas seulement reaptassde la régulation de I'intensité de la
réponse PGC-1-dépendante, mais elles semblent spésiier quels réseaux géniques vont
étre exprimés en particulier. Elles engendrent #et ¢interaction de PGC-d avec des
partenaires de régulation spécifiques qui sont cest facteurs de transcription soit d’autres

co-régulateurs. Les modifications post-traductidlesede PGC-1. sont multiples :

- Phosphorylation

L’ AMPK (AMP-activated protein kina}etimule la biogenése mitochondriale non seulement
via l'induction de la transcription de PG@G-Inais aussi par l'activation de l'activité co-
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transcriptionelle de PGCela travers la phosphorylation de la thréonine-17gegine-538
[314]. L'insuline, en plus de réduire I'expressiganique de PGCel[315], provoque la
phosphorylation de PGCalau niveau de la serine-570 via I'action deilatéine kinase Bet
inhibe ainsi son activité [316]. Récemment, un@ntecanisme de régulation de PGLvia

la voie insuline/protéine kinase B a été découvkrtphosphorylation et la stabilisation de la
protein kinase Clk2 Qdc2 like kinase 2 qui a son tour phosphoryle PG@-#lans son
domaine riche en arginine/serine, réduit ainsi samtivité co-transcriptionelle [317]
spécifiguement vers FOXO1otkhead box protein Qlceci qui diminue la gluconéogenése.
La p38 MAPK phosphoryle la thréonine-262, la serine-265, eéhtaonine-298 de PGCal
en réponse a la stimulation des cytokines dans cletules musculaires [318]. La
phosphorylation par la p38 MAPK augmente I'activdg& PGC-& en augmentant sa stabilité
[318] et en prévenant l'interaction inhibitrice BntPGC-1. et le corépresseur p1l60MBP
(p160 myb binding prote)ndans les myoblastes [319]. PG&-&st aussi phosphorylé et
inhibé parGSK3p (glycogen synthase kinasg)3311], qui augmente sa dégradation par le
protéasome dans le noyau durant le stress oxyltemt donné que SIRT1 et GSK3ont
tous deux activés par le stress oxydant, la phagfation inhibitrice de GSK@ pourrait
limiter I'activation de PGC- par SIRTL.

- Méthylation

PGC-k est méthylé palPRMT1 (protein arginine methyltransferase) au niveau des
arginines 665, 667 et 669, ce qui provoque une auatation de la transcription contrblée par
PGC-Lu [320].

- Acétylation

PGC-1n est acétylé par l'acétyltransféra&CN5 (general control of amino acid synthesis
protein 5-like 2, dont I'action est contrebalancée par la désts#BIRT1, qui fera I'objet

du chapitre suivant. Ces deux protéines sont deseses de |'état énergétique de la cellule
(figure 22). En effet, SIRT1 nécessite en tant sutestrat du coenzyme nicotinamide adénine
dinucléotide (NAD), impliqué dans les réactions de réduction-oxyuagn transportant des
électrons [321]. L’'activité de SIRT1 augmente danc période de demande énergétique,
notamment lors du jeun, a I'exercice, ou lors dstness oxydant, quand les niveaux de NAD
ou du ratio NAD/NADH sont trés élevés. La désacétylation de PG@dr SIRT1 augmente

la co-activation de ses facteurs de transcriptibtes [322, 323]. Ceci favorise la biogenése
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mitochondriale, constituant une réponse visant gmenter la charge énergétique cellulaire
pour faire face a ces situations.

L’AMPK, en plus d’induire I'expression de PGGr&t augmenter directement son activité via
la phosphorylation, comme énoncé précédemment,lerébactivité de PGC-& aussi
indirectement, augmentant les niveaux de NA&D activant sa biogenése via Nampt [324] ou
en activant 'oxydation des acides gras [322]. Geldorce ainsi I'activité de SIRT1 et induit
la désacétylation et l'activation de PG@-1322]. Il est important de souligner que la
phosphorylation de PGCalpar 'AMPK est requise pour la désacétylation [BRT1,
suggérant que ces deux modifications post traduotites augmentent la spécificité [322].
PGC-1u interagit avec plusieurs acétyl transférases [ZZh, 326], mais seule I'histone
aceétyltransférase GCN5 acétyle et inhibe I'actige#gePGC-& (et PGC-B) in vitro etin vivo
[325, 327]. L’expression de GCN5 est induite paktes calorique, menant a I'acétylation et,
donc, I'inhibition de PGC-d. Au contraire, lors d’'une privation énergétiguexpression de
GCNS5 est réduite et celle de SIRT1 est induitepfiant donc la désacétylation et I'activité
de PGC-& [326]. Un autre mécanisme potentiel de régulatied’acétylation de PGCelpar
GCN5 serait le controle des réserves d’acétyl-Cagléaire dans la cellule. Une étude
récente suggere que, chez les mammiferes, lesuxivegléaires d’acétyl-CoA sont controlés
par I'enzyme ATP-citrate lyase, qui génere l'ac&l@A a partir de citrate [328]. De fagon
intéressante, I'inhibition de I'acétylation desthises apres Isilencing d’ATP-citrate lyase
était trés similaire a celle observée apres celiGELCN5, suggérant que GCN5 est la
principale acétyltransférase responsable de I'tatéy des histones induite par I'ATP-citrate
lyase [328]. Il est donc tentant de supposer caattylation de PGCelpourrait dépendre des
niveaux d'acétyl-CoA nucléaire au méme titre qaedtylation des histones.

I a été montré que les modifications post-tradusielles influencent aussi la
biodisponibilité de PGC-&. PGC-Li, en fait, est une protéine a courte durée de2ia 8
heures), en raison de sa dégradation rapide payd®Eme de protéasome médiée par
l'ubiquitine [329]. Sa stabilité est augmentée laaphosphorylation par P38 MAPK qui
favorise son accumulation cellulaire et son aciitranscriptionelle [330]. Au contraire, la
phosphorylation par GSK3régule négativement PGQGxlen favorisant sa dégradation via le

protéasome [311].
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Figure 22 : Modéle pour la régulation de I'acétylaion de PGC-lu selon la disponibilité des nutriments

Dans des situations de déficits énergétiques, frmrgation AMPK AMP-activated protein kinayelépendante
de la quantité de NADstimule I'activité de SIRT1 et méne a la désaediyh et, donc, a I'activation de PGC-
la, ce qui engendre une activation du programme dadgenése mitochondriale et améliorela fonctioas de
mitochondries. Au contraire, quand les niveaux gégques cellulaires sont élevés, GCN&r{eral control of
amino acid synthesisnhibe PGC-i, en I'acetylant ; I'acétyl-CoA nécessaire pouteeeaction est fourni par
I'ATP-citrate lyase (ACL), qui agit comme un factdimitant de I'acétylation de PGCalpar GCN5. De [331].

Chapitre Il : SIRT1

Les histones désacétylases catalysent la désdmatyldes résidus d’aceétyleNysine,
affectant alors les propriétés fonctionnelles depiatéine cible. Il existe quatre familles
d’histone désacétylases distinctes, allant dedssel | & la classe IV. Le nom de «sirtuines »
est en fait un terme générique donné aux histosacééylases de la classe Ill. Chez les
mammiféres cette famille des sirtuines est compdségept membres (appelés SIRT1-7), qui
partagent un domaine catalytique conserveé et sqmineées de facon ubiquitaire.

Sir2 (Silent information regulator)?2 I’homologue de levure de SIRT1, a été décousmertant
gue facteur nécessaire silencingtranscriptionnel delci pour I'accouplemengt des zones
télomeérigues en induisant I’hétérochromatinisatier’ADN [332]. D’autres homologues ont
aussi été trouvés chez de nombreuses espéecesqieides bactéries, les vers, les mouches,
les souris et 'Thomme, mettant en évidence la avasen de la famille Sir2 [333].

Les histones ayant été le premier substrat protéidentifié de ces désacétylases [334], les
sirtuines furent originairement appelées historeadétylases de classe Ill. Cependant, cette
définition est trop réductrice pour décrire leuti@t catalytique puisque certaines d’entre
elles ne se retrouvent jamais dans le noyau (SIRT2t SIRT1, par exemple, désacétyle
d’autres substrats en plus des histones. Tandisegu@stone désacétylases des classes | et Il

utilisent le zinc comme cofacteur, les sirtuinaguiérent une molécule de NADour chaque
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groupe acétyl clivé. La réaction complexe de ddgktéon des sirtuines forme les produits
2'-O-acétyl-ADP-ribose, qui s'équilibre en solution ave3-O-acétyl-ADP-ribose, la
nicotinamide, et le substrat désacétylé [335] (Bge3). Lorsque la nicotinamide est présente
a de fortes concentrations, elle peut lier de fagmm compétitive la sirtuine ce qui conduit a
l'inhibition de celle-ci [336]. Le dinucléotide rad, NADH, est également un inhibiteur des
sirtuines[336].

De maniére intéressante, comme il a été énoncé&geéunent, le NAD est une molécule
centrale du métabolisme et c’est pourquoi il adargnt été avancé que ce composé serait le
lien entre I'activité désacétylase des sirtuinele ehétabolisme [337] ; ceci fera I'objet d’'une

description détaillée dans ce méme chapitre.
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Figure 23 : Représentation de la réaction catalysgmr SIRT1.

Le NAD" et la protéine acétylée sont convertis par SIRTLponner le nicotinamide, la protéine avec lawhal
latérale de la lysine libre et l6-@-acetyl-ADP-ribose ; ce dernier s’équilibre en $iolu avec le 30-acetyl-
ADP-ribose. Une liste incompléte des substratsad@lRT1 humaine est fournie dans la partie inféeegauche
de la figure. De [338].

Les sirtuines des mammiferes sont caractériséesliffrentes fonctions : SIRT1, SIRT2,
SIRT3 et SIRT7 agissent comme des lysine-désaséfyla SIRT4 comme une
adenosinediphospho (ADP)-ribosyltransférase [338RT5 comme une désacétylase [340],
une démalolynase et une désuccinylase [341], eT@fdmme une ADP-ribosyltransférase
[342] et une désacétylase [343, 344]. De plusdalisation primaire de ces protéines dans la

cellule varie significativement d’une sirtuine adtre (Tableau 1), reflétant une distinction

80



fonctionnelle des membres de cette famille. En @cewec le réle important de Sir2 dans la

régulation de la structure de la chromatine et’eleptession génique, SIRT1, SIRT6, and

SIRT7 sont des protéines nucléaires, particulierganpeésentes dans le nucléoplasme, au
niveau de I'hétérochromatine, et dans les nucléspectivement [345]. SIRT2 est surtout

localisée dans le cytoplasme, bien qu’elle peusiaté&guler I'expression de genes via la

désacétylation de facteurs de transcription quiléecalisent du cytoplasme vers le noyau
[346]. Elle contribue en outre a la compaction decthromatine lors du désassemblage du
noyau cellulaire durant la mitose [347]. Les membrestants de la famille des sirtuines

(SIRT 3, SIRT 4, and SIRT 5) sont principalemerd peotéines mitochondriales [345].

La compartimentation des sirtuines peut étre dygaemet est marquée par la mobilisation de
ces protéines dans des compartiments cellulairésispdurant des étapes spécifiques du
développement ou lors d’'un stress cellulaire. Hetetles études récentes ont signalé que
SIRT1 est capable de transiter entre le noyau eytigplasme [348] et que les substrats de
SIRT1 peuvent aussi bien étre des protéines cytpss que I'acétyl-CoA synthétase 1 [349].

De facon similaire, SIRT3 migre entre le noyauest initochondries lorsque la cellule subit

un stress [350], méme si cela est encore sujebai {ig51].

Sirtuine Activité Localisation Cibles
enzymatique

SIRT1 désacétylation Noyau, cytosol PGC-1a, FOXO1,
histone H1, FOXO3,
p53, Notch, NF-kB,
HIF-1a, LXR, FXR,
SREBP1, autres

SIRT2 désacétylation cytosol Tubuline, PEPCK,
FOXO1, PAR3
SIRT3 désacétylation mitochondries LCAD, HMGCS2,

GDH, complexes
OXPHOS, SOD2,
IDHZ2, autres

SIRT4 ADP-rybosylation mitochondries GDH

SIRTS désacétylation, mitochondries CPS1
démanolynation,
désuccinylation

SIRT6 désacétylation, noyau H3K9, H3K56
ADP-rybosylation

SIRT7 inconnue nucléole inconnues

Tableau 1 : Activité enzymatique, localisation etibles des sirtuines de mammifére.

Les sept sirtuines de mammifére (SIRT1-7) sonthént des différences dans leurs fonctions (dédatién,
ADP-rybosylation, démanolynation et désuccinylatiodeurs localisations cellulaires (noyau, cytosol,
mitochondrie, nucléole) et leurs cibles spécifiquetctivité enzymatique et les cibles de SIRT7teas
inconnues.
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A. La fonction de SIRT1

SIRT1 est, sans conteste, le membre le plus éweliéa famille des sirtuines. Elle a, a
I'origine, été décrite comme une histone désacgtylvant que la liste des protéines cibles
gu’elle peut désacétyler s’étende de maniere sigiife (tableau 1). Ainsi p53 a été la
premiére cible de SIRT1, n’étant pas une histonayar été mise en avant. Cette cible est
désaceétylée et réprimée suite au dommage a I’ADBuostress oxydatif, entrainant ainsi une
diminution de I'apoptose [352, 353]. De la est hHiglée qu’'une augmentation de l'activité de
SIRT1 pourrait étre cancérigene, mais il semblalément que ce ne soit pas la cas, bien au
contraire (revue dans [354]). De fagcon importami@nme il a été décrit précédemment,
l'activité de PGC-&, co-activateur transcriptionnel orchestrant lagbimése et I'activité
mitochondriale, est strictement contr6lée par uwgétydation réversible [325, 355]. La
désacétylation de PGGrlpar SIRT1 conduit a son activation et a I'inductide voies de
signalisation en aval qui contrélent I'expressi@nggénes mitochondriaux [322, 356—360]. De
facon similaire, SIRT1 contrble I'acétylation dextieurs de transcription FOX@o(khead
box O, qui sont d'importants régulateurs du métabolisies lipides et du glucose, et des
réponses au stress. Il semble que la désacétylgpi@rge par SIRT1 active ou inhibe FOXO

d’'une part, mais dirige également sélectivement ©QXrs certaines cibles [361-363].

1. SIRT1 comme senseur métabolique

Chez la levure, il a été montré que Sir2 et NADnt tous deux requis pour I'extension de la
durée de vie liée a la restriction calorique, quisiste en une réduction de la prise alimentaire
tout en maintenant une nutrition adéquate [334gz20bBs mammiferes, la restriction calorique
induit un profil de changements physiologiques @hgortementaux complexe, et plusieurs
éléments ont démontré que SIRT1 peut en servitatimediaire. Par exemple, les protéines
n'étant pas des histones et étant ciblées par SIsort impliquées dans des voies de
signalisation importantes pour I'adaptation métah a la restriction calorique, telles que le
métabolisme oxydatif dans les mitochondries [36l& restriction calorique induit
'expression de SIRT1 chez la souris [365] et cheamme [366]. A linverse, un régime
riche en graisse peut induire une perte de SIREEL ¢h souris via une protéolyse [367], et
'obésité peut conduire a la réduction de son esgiom chez 'homme [368, 369]. De plus,
des souris ayant un déficit d’expression de SIR& Imontrent pas I'augmentation d’activité
physique normalement induite par ce régime [370)eevoient pas leur durée de vie allongée

lorsqu’elles subissent une restriction caloriquél[3372]. La surexpression de SIRT1 chez la
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souris peut atténuer, de facon similaire a la i&in calorique, des maladies telles que le
diabéte, les désordres neurodégéneratifs, la stathu foie, la perte osseuse, et
linflammation [356, 357, 373—-375]. De plus, lesiaateurs de SIRT1 comme le resvératrol
[376] et des composés plus récents activant ldsires, les Stacssiftuin-activating
compoundg[377], produisent des effets similaires a ceuxadeestriction calorique, comme
le révélent des mesures physiologiques sur I'anengéker [378] ou le profil transcriptionnel
[379]. Au contraire, I'inhibition de I'activité d8IRT1 contribue au syndrome métabolique et
au diabete, et exacerbe les effets d’un régimerichgraisse chez la souris et 'hnomme [367,
380].

Pendant les derniéres années, de nouvelles étuntiepporté la preuve de I'importance des
orthologues de Sir2 dans le ralentissement duigg@iment et dans I'extension de la durée de
vie aussi chez d’'autre especes que la levurestglie le ver [381, 382], la drosophile [383],
et la souris [384, 385RAinsi, il y a de plus en plus d’arguments convaitsaqui laissent
penser que les sirtuines régulent le vieillissemeatqui d’ailleurs est tout a fait en accord

avec le role important qu’elles jouent dans larretsbn calorique.

2. Régulation métabolique par SIRT1 dans les diffty tissus

SIRT1 module les réponses métaboliques au seitudeprs tissus lors de différents stimuli
physiologiques (figure 24). Dans le foie, SIRT1 ohoe la glycolyse inhibant I'enzyme
glycolytigue PGAM-1 (phosphoglycérate mutase-1jlietinue I'accumulation de lipides en
supprimant la synthése a travers l'inhibition deEBR1c 6terol-response lement-binding
protein 19 [386] et en favorisant I'utilisation grace a I'activatide PGC-& et PPAR [387].
De plus, SIRT1 régule la production hépatique deage via PGC+l[355], CRTC2 CREB-
regulated transcription co-activator) 2388] et FOXOL1 {orkhead box O}1[389].

Dans le muscle squelettique, SIRT1 attenue la ¢fgeovia I'activation de PGCel et
ameliore l'utilization des lipides via la stimulati de PGC-d et PPAR: [323]. Dans cet
organe, SIRT1 et AMPK constituent un circuit réoguement positif de régulation. AMPK
active SIRT1 via la régulation positive du geneNdbeMIPT qui, comme discuté avant, produit
le cofacteur NAD [322, 324]. A son tour, SIRT1 active ’AMPK en agant sur la kinase qui
l'active, LKB1 (liver kinase B)[390] : en effet, sa désacétylation engendreawmgnentation
de son activité, de sa localisation cytosoliqudesson association avec I'activateur STRAD
(STE-related adapte(390].
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En réponse a une privation en nutriments, SIRTibakiadipogenese et facilite la lipolyse
dans le tissu adipeux via la répression de PPBR1]. De plus, SIRT1 permet I'acquisition
des caractéristiques typiques du tissu adipeux panrdes adipocytes du tissu adipeux blanc
via l'activation de PPAR et Prdm16 PR domain containing 16392].

Dans le cceur, SIRT1 augmente la tolérance a I'm@éhéctivant 'enzyme endothéliale oxyde
nitrigue synthétase (eNOS) [393], et protége colttggertrophie via I'activation de PPAR
[394].

Dans le pancréas, SIRT1 augmente la sécrétion utiives a travers l'inhibition de la
transcription d’'UCP2 [395].
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Figure 24 : Schéma des voies de signalisation métdigues controlées par SIRT1 dans les différentsssus.
Les fonctions de SIRT1 dans les majeurs tissushubtpes, tels que le foie, le cceur, le tissu adigdanc et le
muscle squelettique sont représentées dans ogtire fiDans le foie, SIRT1 active la gluconéogenesd GC-

la et FOXOL1, et facilite la dégradation de CRCT2esaitl jeun prolongé. SIRT1 inhibe la glycolyse adra la
répression de I'enzyme glycolytigue PGAM-1. De plBERT1 répond au jeun et favorise I'oxydation desles
gras via l'activation de PPAR inhibant la synthese des acides gras en orieS&EBP1c vers la dégradation.
SIRT1 est un régulateur positif de LXR, modulantsai’homéostasie du cholestérol de I'organismenDke
muscle squelettique, SIRT1 exerce des actionsained, augmentant I'utilisation des acides graga@tisant la
glycolyse comme décrit ci-dessus. Dans ce tissRT Slet AMPK se régulent positivement de facon néxjpe.
AMPK active SIRT1 en stimulant I'expression du gé&oeant pour NAMPT, enzyme responsable de la sgathé
de NAD'. SIRT1 active TAMPK en désacétylant LKB1. Dangtilesu adipeux blanc, SIRT1 mobilise la graisse
du tissu adipeux blanc via PPARour réguler I'utilisation des lipides dans leef@t le muscle. De plus, via la
désacétylation de PPARpour faciliter la liaison de Prdm16, SIRT1 réglikcquisition par le tissu adipeux
blanc de propriétés du tissu adipeux brun afin ghaenter la dépense d’énergie. SIRT1 est dégradiéeasun
régime riche en graisse via la caspase 1 activgeea étre régulée positivement par I'adiponectBIRT1 est
également bénéfique dans le cceur en augmentaotélarice a I'ischémie via l'activation d'’eNOS et ken
protégeant contre I'hypertrophie via l'activatioa BPAR. Les cibles qui sont directement activées par SIRT
sont montrées en vert. Celles qui sont répriméeislubées par SIRT1 sont représentées en oranggptéddie
[396]
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B. SIRT1 et HTAP

Plusieurs études ont montré que SIRT1 joue uningp@rtant dans le systeme vasculaire. Par
exemple SIRTL1, dont I'expression est induite parflur luminairein vitro, active eNOS,
favorisant ainsi la production d’'oxyde nitrique,iggant vasodilatateur et inhibiteur de la
prolifération des CML [397]. SIRT1 améliore les &ions endothéliales aussi en supprimant
'expression du récepteur de I'angiotensine Il ggetl dans les CML, empéchant ainsi la
contraction vasculaire et 'augmentation de la gices artérielle [398]. L’amélioration de la
fonction endothéliale par SIRT1 a été prouvée amssivo. La surexpression de SIRT1 au
niveau de I'endothélium prévient le développemeat Idthérosclérose chez des souris
susceptibles de développer cette maladie, nouaves une alimentation riche en graisse
[399]. SIRT1 exerce en outre des effets anti-inflaatoires dans les cellules endothéliales
[400-402] permettant la réduction de I'expressian rdolécules d’adhésion endothéliales
[402]. Il a été démontré que SIRT1 est aussi inid@idans d’autres phénomenes qui protegent
de l'athérosclérose, tels que la stabilisation piegues athérosclérotiques [403, 404], la
diminution de la capture du cholestérol et de lanfttion des cellules spumeuses [405] ou
encore l'inhibition de I'expression et de I'actiiat du facteur du tissu endothélial qui induit
'agrégation des plaquettes et une augmentaticdhrdmbus naissant [406].

Si le réle de SIRT1 dans le systeme vasculaireééBygue a été largement étudi€, son role
dans les vaisseaux pulmonaires, et notamment ddm&P, demeure largement inconnu.
Cependant, au regard de ce qui précede, SIRT1gbjouer un réle trés important dans ce
contexte. En effet, cette désacétylase est unatsgul clé du métabolisme énergétique qui
induit l'activation de la biogenese et des fonctianitochondriales. D’'un autre coté, les
cellules vasculaires dérivant de patients attaditi§ AP sont caractérisées par une réduction
de leur capacité oxydative en faveur de la glyamlyassociée a diverses dysfonctions
mitochondriales. L’hypothese que la signalisatierSRT1 pourrait étre altérée dans I'HTAP
semble donc tout a fait raisonnable. Effectivemel#s travaux ont suggéré que SIRT1
pourrait étre un régulateur négatif du développdnden’HTAP. Le resvératrol, polyphénol
qui active plusieurs cibles, dont SIRT1, préviemtfait le développement de 'HTAP induit
par la monocrotaline, via des actions antiproltiges, anti-inflammatoires, et anti-oxydatives
[407]. De plus, la fonction endothéliale est aussnéliorée dans les petites arteres
pulmonaires ou I'expression d’eNOS est renforcadeéraitement avec le resvératrol [407].
Le traitement préventif avec le resvératrol empéulssi I’hypertrophie du ventricule droit en

diminuant en partie I'apoptose des cardiomyocytésles dommages structuraux des
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mitochondries induits par la monocrotaline [408hnS une autre étude, il a été montré que le
resvératrol prévient non seulement le développemefiHTAP induite par la monocrotaline,
mais permet aussi sa régression ; ceci est asaoaigaintien de I'expression de 'ubiquitine
ligase atrogine-lafrophy-related E3 ubiquitin liga3equi est modulée par SIRT1 dans les
CML-AP humaines [409]. Chen et ses collaboratedi®] ont recemment exploré les effets
du resvératrol dans le cadre d’'une hypoxie chramiguontrant que le resvératrol normalise
I'hypertrophie du ventricule droit chez des rat m&auxin vivo, et inhibe la prolifération des
CML-AP humainedn vitro, ce qui est associé a une atténuation de I'indaalie I'arginase
[410]. Une étude tres récente a avance I'idée dge& Bpourrait jouer un role protecteur dans
'HTAP en montrant qu’une restriction calorique @ude terme améliore I'HTAP induite par
la monocrotaline et que ces effets bénéfiques asmbciés a I'activation de la voie de
signalisation SIRT1/eNOS [411]. De plus, la suresgion de SIRT1 augmente la
phosphorylation et, donc, I'activité d’eNOS, exearicane protection similaire sur I'HTAP en

absence de restriction calorique [411].

C. La régulation de l'activité de SIRT1

La régulation de l'activité de SIRT1 se produitificdents niveaux (figure 25). S’il a déja éte
indiqué que sa localisation subcellulaire détermame partie son activité, une régulation
additionnelle est cependant nécessaire, étant dqoeéplusieurs sirtuines partagent les

mémes compartiments et qu’elles doivent pour awgintsur des substrats spécifiques.

1. Régulation de son expression génique

L’expression de SIRT1 change selon les conditidnsiplogiques. Elle est induite quand les
niveaux d’énergie sont faibles, par exemple lorgnd’ privation en nutriment [412], et
réprimée quand les niveaux d’énergie sont excegsdisexemple lors d’'un régime riche en
graisse [326]. L'analyse du promoteur de SIRTE&wIE des sites de liaison pour plusieurs
facteurs de transcription : son expression est@efpar FOXO01 [412], PPAR413], PPAR
[414] et CREB ¢AMP response element-bindjrig15], alors qu’elle est réprimée par PPAR
[416] et CHREBP ¢arbohydrate response element-binding protg#i5]. La transcription de
SIRT1 est aussi réprimée par HIGdypermethylated in cancer) 1417] et I'enzyme de
reparation de ’ADN poly(ADP-ribose) polyméraseda 8].

A un niveau différent de régulation, les micro-AR{siRs) modulent les niveaux d’ARNmM

via la dégradation du transcrit primaire ou lintitn de sa traduction. Ainsi, le miR-34a
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murin réprime l'expression de SIRT1 suite a un sstrgénotoxique [419]. De facon
intéressante, I'inhibition de SIRT1 induite par ’rBRa est accentuée dans I'obésité due a un
régime riche en graisse [420], suggérant que cigtieraction est physiologiqguement
pertinente. Le miR-199a réprime également I'expoessie SIRT1 et celle du senseur
d’'oxygéne HIF-& [350]. Durant I'hypoxie, miR-199a est régulé enisba dans les
cardiomyocytes, permettant ainsi I'expression deT3l et HIF-Li, et, par conséquent, la
stabilisation de p53 et la diminution de I'apoptp&2l].

2. Régulation par des modifications post-traductedies

La réegulation de lactivité de SIRT1 par des madifions post-traductionnelles est peu
connue. Néanmoins, plusieurs sites de phospharglatnt été identifiés [422]. Le complexe
cycline B-CDK1 ¢yclin-dependent kinase) lie SIRT1 et le phosphorylén vitro. Des
mutations dans les sites de phosphorylation pextdeb progression normale du cycle
cellulaire, méme si les voies impliquées dans ffet de SIRT1 sur la prolifération restent
inconnues [422]. SIRT1 est aussi phosphorylée mig tésidus par JINKJUN N-terminal
kinasg§, notamment durant le stress oxydatif [423]. Cptavoque la désacétylation de
I'histone H3, mais pas celle de p53 [423], suggeénae la phosphorylation dirige SIRT1 vers
des cibles spécifiques. Il a été montré que la phmylation par cette kinase augmente
seulement de maniere transitoire l'activité de SIREBtant donné quelle rend cette
désacétylase plus sujette a l'ubiquitination ethajoa la dégradation [424]. De plus, les
kinasedDual-specificity tyrosine phosphorylatisegulated kinasd (DYRK1) et 3 (DYRK3)
phosphorylent SIRT1 au niveau de la Thr522 [428fLasionnant une augmentation de la
désacétylation de p53 par SIRT1 et empéchant lagepdans le cadre d'un stress
génotoxique [425].

SIRT1 est aussi sujette a la sumoylation, qui augenkactivité de SIRT1 dans des cellules
en culture [426]. Suite a un stress génotoxiqueynae la lumiére ultraviolette ou le 8,
'enzyme desumoylant SENRgntrin-specific proteajenactive SIRT1, favorisant la mort
cellulaire [426]. Shinozaki et ses collaborated®7] ont récemment montré que SIRT1 peut
aussi étre nitrosylée et ainsi inhibée suite a timutus inflammatoire, ce qui a pour
conséqguence l'activation de p53 et p65 et dontinaugation de la réponse proinflammatoire
et de I'apoptose. Enfin, la méthyltransférase Setiiéthyle et inhibe SIRT1, prévenant son

interaction avec p53 [428].
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3. Régulation par la formation de complexes

Les sirtuines sont aussi régulées via la formadmeomplexes avec d’autres protéines.
AROS fctive regulator of SIRTlest la seule protéine connue pour réguler pesitent
SIRT1 suite a la formation d'un complexe qui méne l'iahibition de [Iactivité
transcriptionelle de la cible de SIRT1, p53 [42PJusieurs régulateurs négatifs ont en
revanche été décrits. NCoRdu€lear receptor co-represso) &t SMRT gilencing mediator
of retinoid and thyroid hormone receptdf®rment un complexe avec SIRT1 et PRAEh
condition de privation pour inhiber I'induction tadipogenese contrdlée par PPAR91].
DBC1 (deleted in breast cance) lie le domaine catalytique de SIRT1 et inhibe sotivité

in vitro suite a un stress génotoxique [430, 431]. La pente physiologique du complexe
DBC1-SIRT1 a été confirmé puisque la formation dumplexe est inhibée durant la
restriction calorique mais augmentée chez les saoht maintenues en régime riche en

graisse [432].
4. Régulation par le NAD

Il a déja été mentionné que les sirtuines dependiebfacteur NAD pour leur activité et il
n’est donc pas surprenant que la disponibilité &DNsoit un point crucial de la régulation.
Les niveaux de NADaugmentent dans le muscle, le foie et le tisspeadi blanc durant la
privation, la restriction calorique et I'exercic@P, 359], occasionnant I'activation de SIRTL.
A linverse, un régime riche en graisse chez lagisaéduit le rapport NADNADH [433].

La disponibilité du NAD est aussi modulée par sa synthése. La biosyntieésevose fait a
partir du tryptophane et a essentiellement lieusdanfoie et dans le rein (pour une revue
[321]). Néanmoins, le NADpeut aussi étre synthétisé a partir de I'acidetiriue (via la
voie Preiss—Handler) ou du nicotinamide (a traVv@rgoie de sauvetage) qui sont tous deux
présents dans l'alimentation humaine sous la fodmea vitamine B3 [434]. De facon
intéressante, il a récemment été montré que |din&uide riboside, qui est présent dans le
lait et est déja connu comme étant un activateuadgnthése de NADdans les bactéries,
agit comme un précurseur du NABt comme activateur de la synthése du NABns la voie

de sauvetage des cellules eucaryotes [435]. Er,dattraitement avec un autre précurseur de
NAD®, le nicotinamide mononucléotide, active SIRT1 etéhore la tolérance au glucose
chez les souris [436], méme si il faut préciser gaeprécurseur n’est pas présent dans le

régime humain.
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En plus de la biosynthése, la manipulation devitési des enzymes consommant NARut
aussi altérer les niveaux de NADrégulant ainsi I'activité des sirtuines. Les {olpP-
ribose) polymérase@ARPS) sont considérées comme les principalesneezylégradant le
NAD" [437, 438]. Dés lors qu’elles sont activées pa demmages a 'ADN, ces enzymes
catalysent le transfert d’unités d’ADP-ribose duAa des protéines substrats pour former
des polyméres branchés d’ADP-ribose, menant auindéels niveaux intracellulaires de
NAD®. Etant donné que SIRT1 et PARPs utilisent la mééserve intracellulaire de NAD

un lien fonctionnel entre PARPs et SIRT1 a été psép Deux études récentes ont révelé que
la délétion de PARP1 et PARP2 active SIRT1 chesolais et conduit a une augmentation du
nombre de mitochondries, & une augmentation dépardse d’énergie et a la protection de
I'obésité induite par le régime [418, 439]. Leséliéins de PARP1 et PARP2 activent SIRT1
selon deux mécanismes distincts : la délétion deFPIAaugmente les niveaux intracellulaires
de NAD', et la délétion de PARP2, qui est un répresseliegeression de SIRT1, augmente
'expression de SIRT1. Le traitement de cellulesdeusouris avec l'inhibiteur pan-PARP
PJ34 conduit aussi a I'activation de SIRT1, suiva® mémes mécanismes [439]. La délétion
de CD38 ¢luster of differentiation 38 un autre consommateur important de NAD
augmente aussi les niveaux de NA® l'activité de SIRT1 [440]. CD38 catalyse la tése

et hydrolyse de I'ADP-ribose cycliqgue du NAR ADP-ribose, produit étant impliqué dans la
régulation déa concentration de Gacytosoliqug441]. De facon intéressante, des inhibiteurs
spécifiqgues de CD38 ont été développés [442] etemiyavec les inhibiteurs de PARPs, de

nouvelles possibilités pour activer pharmacologigest certaines sirtuines.

5. Composés régulant I'activité des sirtuines

Desactivateurs naturels de SIRT1 ont été identifiés et ont pemiasfiner les connaissances
relatives a la régulation des sirtuines [443]. Rlus polyphénols issus de plantes, notamment
le resvératrol, peuvent induiri vitro, I'activation de Sir2 Le traitement de la levure avec
ces composés augmente sa durée de vie [376]. Léradiol augmente I'activité de SIRT1 et
stimule aussi la fonction mitochondriale chez lar&[356, 357], la protégeant de I'obésité
induite par le régime et améliorant la performaad&xercice et la résistance au froid [357].
Quand les souris nourries avec un régime richeraissg sont traitées avec le resvératrol,
elles vivent en outre plus longtemps [356, 444] kté montré que le resvératrol améliore

I'activité mitochondriale et le contréle métabole@galement chez 'homme [445].
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Plusieurs composés synthétiques capables d’ac@iN®F1, appelés Stacsiiftuin activating
compoundg ont été décrits. Un de plus utilisévivo est SRT1720 [377], qui, similairement
au resvératrol, protege contre I'obésité induitelpaégime via 'amélioration de la fonction
mitochondriale [358] et augmente la durée de vestriris obéeses [360]. Bien que les effets
physiologiques du resvératrol et de SRT1720 sdemgement acceptés, le mécanisme par
lequel ils activent SIRT1 est encore largement 4éd10, 411, 496—499, 500].

Il a été suggéré que le resvératrol activerait IP#lau lieu d’'activer SIRT1 [356, 358]. En
accord avec cela, I'effet du resvératrol sur \atdi mitochondriale et le contréle métabolique
est perdu chez les souris déficientes en AMPK [3B®], méme si cela ne démontre pas
forcement une interaction directe AMPK-SIRT1. Cafaar, la méme étude a montré que le
resvératrol augmente le ratio NADIADH d’une fagon dépendante de 'AMPK, permettant
I'activation des sirtuines en aval [449]. Par aga@odes agonistes de 'AMPK, tels que le 5-
aminoimidazole-4-carboxamide ribonucléotide (AICARYgmentent les niveaux de NABt
activent la désacétylation de PG&-dépendante de SIRT1 [322]. Des expériences ogtéév
que lactivation de I'AMPK par l'exercice ou la téstion calorique précéde une
augmentation des niveaux de NA& I'activation de SIRT1 [359].

Les effets bénéfiques de I'activation de SIRT1 olse chez plusieurs modeles animaux ont
favorisé la découverte et la conception d’activetepharmacologiques des sirtuines,
vraisemblablement comme mimétiques de la restriat@orique. Dans le méme temps, des
inhibiteurs des sirtuines ont été proposeés pour le traitemerguetlques cancers, ou SIRT1
est surexprimé [451-453], de la maladie de Parkirjid64], et de I'infection du VIH [455].
Le sirtinol a été identifié dans un test cellulgi@ur sa capacité a inhiber la Sir2 de levure et
la SIRT2 humainen vitro [456]. Deux analogues, l& et le p-sirtinol, sont de 2 & 10 fois
plus puissants que le sirtinol contre la SIRT1aeSIRT2 humaines [457]. Parmi les autres
inhibiteurs de la SIRT1 il est possible de citerstaamine [458] et le cambinol [459], qui
inhibent aussi la SIRT2 [458] et la SIRTS5 [460]|ext dérivés de I'indole (EX-527).
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Figure 25 : Représentation schématique des mécanissirégulant I'activité de SIRT1.

a) L'expression de SIRT1 est régulée par divertetas de transcription. Notamment, FOXddrkhead box
01), PPAR. (peroxisome proliferator-activated recepiy, PPAR3 et CREB ¢AMP response element-bindjng
la modulent positivement, alors qUuePARy, CHREBP ¢arbohydrate response element-binding prdtein
PARP2 poly(ADP-ribose) polymerase) 2t HIC1 fiypermethylated in cance)) 1a répriment. L'expression de
SIRT1 est aussi inhibée par les microARNs miR-3deiR-199a. b) Des modifications post-traductiotel
réversibles influencent l'activité de SIRT1. Le qaexe cycline B-CDK1 ¢yclin-dependent kinase) 1
phosphoryle SIRT1, permettant ainsi la progresdiams le cycle cellulaire. L’activation de la kinaBe¢K (JUN
N-terminal kinasg par les espéces réactives de I'oxygéne engeadpbdsphorylation de SIRT1, suivie par la
désacétylation de I'histone H3. DYRKdual specificity Tyr-phosphorylated and regulatétbke ) et DYRK3
activent SIRT1 en la phosphorylant, menant a lacktylation de p53 et, donc, a une augmentatida darvie
cellulaire. Un stress génotoxique, tel que la lumiditraviolette (UV) ou I'exposition au peroxyd#égdrogéne
(H-,O,) occasionne la désumoylation de SIRT1 par SEdHEPt(in-specific protea3einactivant ainsi SIRT1.
L'enzyme responsable de la sumoylation activatieeSIRT1 est inconnue. C) La formation de complexex
d’'autres protéines influence I'activité enzymatiqleeSIRT1. NCoR1-SMRTh(iclear receptor co-repressor 1-
silencing mediator of retinoic acid and thyroid hwoone receptgret SIRT1 inhibent I'activité transcriptionelle
de PPAR. Un stress genotoxique et métabolique (régimeerieh graisse) induit la formation du complexe
DBC1 (deleted in breast cance)-BIRT1, menant a I'inactivation de SIRT1. Le coey@ LSD1 Lys-specific
demethylase)iSIRT1 réprime I'expression des cibles de Notehlaidéméthylation et désacétylation d’histones
spécifiques, mais cet effet est contrebalancé aetivation de la voie Notch. d) Les niveaux duaméur NAD
influencent profondément la fonction de SIRT1. batenu en NAD est augmenté en présence des précurseurs
NA (nicotinic acig, NAM (nicotinamide) ou NR (nicotinamide ribosidpar I'activation de 'AMPK AMP-
activated protein kinagesuite a des situations telles qu’un stress étigrg® le traitement avec l'activateur de
I’AMPK resvératrol ou l'inhibition de la consommati de NAD par les inhibiteurs de PARP ou CD38 (PARPI
or CD38i, respectivement). L'élévation des nivea@xNAD" conduit a 'activation de SIRT1, qui & son tour
méne a la génération de nicotinamide a partir deDNAe nicotinamide peut aussi inhiber SIRT1 via un
mécanisme de rétrocontrdle négatif. De [461]
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Objectifs de I'étude

Au travers de cette introduction, 'lHTAP apparaitime une pathologie trés complexe, dont
le développement peut étre influencé par un fondhétigue, des meécanismes de
déclenchement tel que I'inflammation et/ou desdarg environnementaux. Sa complexité est
démontrée par I'absence a ce jour de traitememb@igues ou pathogéniques capables de
soigner cette maladie.
Néanmoins, des études récentes ont mis en évidenci@e important de la mitochondrie et
du métabolisme dans la pathogénése de 'HTAP. ten, é6s CML-AP de patients présentent
un remodelage métabolique caractérisé par une tiédude I'oxydation phosphorylante
mitochondriale associée a une augmentation de/tmlgse méme en présence d’oxygene. Ce
remodelage est accompagné par diverses dysfonctiottchondriales, notamment une
raréfaction du réseau mitochondrial, qui engendidéttivation de plusieurs voies de
signalisation convergeant vers 'augmentation derlaifération et la résistance a la mort
cellulaire.
La désacétylase SIRT1 est un important régulatedalmolique, notamment via I'activation
du régulateur clé de la biogenese mitochondrial€R&G dont I'expression est diminuée
dans les CML-AP de patients atteints d’HTAP. Aidaiguestion d’'une possible implication
de SIRT1 dans la pathogénéese de 'HTAP se pose.
Difféerentes études [407—411] suggérent en effablenprotecteur de SIRT1 dans 'HTAP, au
regard de l'effet bénéfigue obtenu suite a sorvatitin par le resvératrol ou la restriction
calorigue. Néanmoins, il est important de noter gee deux activateurs possedent un large
éventail de cibles [462, 463], et que ces éetudegphorent pas les effets métaboliques de
SIRT1 sur le développement de I'HTAP. En générdmplication de SIRT1 dans
I'hyperprolifération des CML-AP n’a pas été étudiée
Les objectifs principaux de cette étude ont donc étles suivants :

» [l'étude de I'état d’activation de SIRT1 dans les CM-AP humaines et de rat en

hyperprolifération ;
» I'exploration du possible réle causal de SIRT1 dank prolifération des CML-AP,
au moyen d’outils pour réguler cette désacétylaseedacon spécifique ;
» Tlinvestigation des effets potentiels de l'absencgénétique de SIRT1 dans le

remodelage vasculairen vivo ;
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e l'analyse des voies métaboliques pouvant contribuea I'effet de SIRT1 sur la
prolifération des CML-AP.
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Matériel et méthodes

Modeles in vitro

A. Culture primaire de cellules du muscle lisse dértere

pulmonaire de rat
Les cultures primaires de cellules du muscle |dsdartére pulmonaire (CML-AP) de rat

sont dérivées de rats Wistar males de 250-300 g.abhénaux sont anesthésies par injection
intrapéritonéale de pentobarbital sodique (100 gigk'ensemble constitué de la trachée, du
cceur et des poumons est rapidement isolé et ramte uhe solution de Krebs (119 mM Nacl,
4,7 mM KCI, 2,5 mM CaGl 1,17 mM MgSQ, 1,18 mM KHPQ,, 25 mM NaHCQ, 11 mM
glucose) froide. En utilisant des ciseaux et desgs de dissection, l'artere pulmonaire est
isolée, transférée dans du DMENDulbecco’s Modified Eagle Mediympréalablement
chauffé et supplémenté avec 1% antibiotique/antotigue et dénudée de l'adventice
résiduelle. L'artere pulmonaire est ensuite coupgepetits morceaux et incubée dans du
DMEM 1% antibiotique/antimycotique enrichi de egEnase de type | (150 U/ml) et
d’élastase (0,125 mg/ml) a 37°C pendant 90 minses agitation. Le lysat tissulaire obtenu
est ensuite homogénéisé et filtré a 70 um. Les @¥AL-sont collectées aprés une
centrifugation de 5 minutes a 300 g, resuspendaas du DMEM contenant 15% de SVF
(sérum de veau feetal) et 1% antibiotique/antimyemj et ensemencées dans une flasque de
25-cnf tapissée de collagéne I. Les cellules sont ca$ivé 37°C dans une atmosphére de
95% d’air et 5% C@jusqu’a la sous-confluence, puis trypsinisées atsfiérées sur des
flasques de 75-ct Le milieu est changé tous les 2 jours. Chaqueaupde culture est
préalablement tapissé de collagene | (50 ug/mlL@2 Ol acide acétique) par une incubation
d’'une heure a température ambiante ; avant d’ensegndes cellules, les supports sont rincés
une fois avec du PB®liosphate buffered salipe

Toutes les expériences sont effectuées entre le 2éte 6eme passage.

94



Pulmonary artery

- Intraperitoneal e -
is isolated with the

Artery

injection with sodium
pentobarbital help of forceps —— Tunica ntima:
= Lungs are rapidly and dissection sedothetam
removed scissors . lumen of all
) § vessels
& - 3 B
Tunlca media: — adventitia:
smoath muscle | [ callagen
cells and elastic fibers
fibers
' | I' §,’ |
: 1h 30 min Vessel is cutinto
: ) 3rc small pieces
Cells pellet is - The tissue 180 rpm
transferred into a lysate is filtered
125 flask through a 70 pm
cell strainer Collagéi uimi)
- centrifugation 3 :

at 300 g for 5 min

Figure 26 : Représentation schématique de la procéce d’isolement des cellules du muscle lisse de
I'artére pulmonaire de rat.

L'artere pulmonaire isolée des poumons de ratsalViesst dénudée du tissu adventitiel résiduel, cowmépetit
morceaux et sujette & une digestion enzymatiqudapaollagénase de type | (150 U/ml) et I'élasté3d25
mg/ml) pendant 90 minutes & 37°C. Le lysat estiendiliré a 70 um, les CML-AP sont collectées apuhe
centrifugation de 5 minutes a 300 g et ensemenia®Es une flasque de 25-tm

B. Culture des cellules humaines de muscle lisse hrtere

pulmonaire
Les CML-AP humaines ont gracieusement été fourpigs nos collaborateurs de Il'unité

Inserm UMR-S999 du Centre Chirurgical Marie Lanmgloe. Ces cellules sont obtenues a
partir d’explants d’artere pulmonaire (diamétrel®-mm) de patients atteints d’HTAP
idiopathique (CML-AP-HTAP) ou d’autres maladies mpohaires, notamment de cancer
(contréles, CML-AP-CTL). Ces explants sont réalik@rs de prélévements chirurgicaux et
sont stockés dans du DMEM a 4°C pendant 48 heumeenmmm. L'intima et le tissu
adventitiel résiduels sont ensuite enlevés a l'aldepinces. La média des vaisseaux est
coupée en petits morceaux (3-5 fymgui sont transférés dans des flasques de culture
cellulaire. Pour permettre la prolifération des GME, les tissus vasculaires sont incubés
dans un milieu complet composé de DMEM contenahicage (4,5 g/L), SVF (15%), L-
glutamine (2 mM), HEPES (20 mM), EGF (10 U/ml), uhse transferrine sélénium 1X,
antibiotiques (penicilline 100 U/ml et streptomyeif,1 mg/ml) et un fongicide (fungizone
0,05 mg/ml). Aprés 2 semaines d’incubation enviles, CML-AP collectées dans le milieu
de culture et le tissu vasculaire sont transféuésde nouvelles flasques. Les explants de la
méme artére pulmonaire sont transférés plusieuss[#®4]. Les CML-AP, qui nous sont

fournies congelées entre le 2éme et le 3eme passagautilisées jusqu’au 6eme passage.
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1. Phénotypage des CML-AP de rat

Cinquante mille CML-AP de rat sont ensemencées daaplaques de 12 puits contenant des
lamelles en verre de 18 mm de diamétre, et incuBddseures a 37°C pour permettre leur
adhésion. Les cellules sont ensuite rincées aveeBfy fixées pendant 15 minutes avec du
PBS froid supplémenté avec 4% de paraformaldehyde’(4), puis elles sont perméabilisées
avec du PBS enrichi de 0,2% TRITON X-100 pendamirtutes.
L’autofluorescence qui peut dériver d’aldéhydesdibest prévenue par une incubation avec
du NH,CI (50 mM dans du PBS) pendant 30 minutes.
Les sites non spécifiques sont bloqués dans dusBBglémenté de 5% d’albumine de sérum
bovin (BSA) pendant 45 minutes sous agitation lefit@ rpm/min). L'incubation avec
I'anticorps primaire est effectuée pendant la Bu#°C sous agitation lente. Pour vérifier le
phénotype musculaire lisse des CML-AP, les antea@yivants, dilués dans 500 ul de PBS
additionné de 1% de BSA, sont utilisés :

* o actine du muscle lisse (Acris antibodies, AP16262R 2,5 ug/ml) ;

» calponine (Santa Cruz, sc-28545, 1 : 200), autraposant des filaments fins de

I'appareil contractile des CML ;
» transgeline (Santa Cruz, sc-50446, 1 : 50), pretéant I'actine faisant partie de la
famille des calponines.

Pour chacun des anticorps secondaires un contggatin est réalisé au moyen d’un puits
contenant 500 ul de PBS avec 1% de BSA exemptidaps primaire.
Les cellules sont ensuite incubées, sous agitéiote et dans I'obscurité (pour protéger la
sonde couplée a I'anticorps), avec I'anticorps sdagre pendant 1 heure.
Enfin, une incubation de 5 minutes sous agitateord avec 4uM de Hoechst est réalisée afin
de marquer les noyaux.
Les incubations ci-dessus, a moins qu'il ne soicH@ autrement, sont effectuées a
température ambiante. En outre, entre chaque étajelavages avec du PBS sont effectués.
Les lames, montées sur une goutte de milieu de agenmowiol, sont stockées dans
'obscurité a 4°C jusqu’a leur visualisation au rogcope confocal TCS SP8-gated STED

Leica.
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Figure 27 : Images représentatives du phénotypagessl CML-AP de rat.

Le marquage ded-actine du muscle lisse (a gauche), de la calpof@neentre) et de la transgeline (a droite),
trois protéines spécifiques du muscle lisse, a et vérifier le phénotype musculaire lisse ddisiles isolées
de l'artere pulmonaire de rat.

2. Transfection transitoire des cellules

Pour diminuer l'expression de SIRT1 dans les CML-Ale transfection inverse est
effectuée. Les cellules sont ensemencées dans lieu rde transfection (Santa Cruz, sc-
36868) contenant un réactif de transfection (S&na, sc-29528) et un mélange de trois
ARN d’interférence (siARN) dirigés spécifiquememnintre SIRT1 (siSIRT1, Santa Cruz, sc-
108043 pour les CML-AP de rat et sc-40986 pourde&H_-AP humaines) ou n'ayant pour
cible aucun ARNm connu (control siARN-A, sc-3700De maniere plus détaillée, une
solution contenant le milieu de transfection (8pt)le réactif de transfection (0,48 pl)
(solution A) ainsi qu’un volume similaire du miliele transfection supplémenté par 5 pmol
du siARN (solution B) sont préparés. La solutiorgt ajoutée a la solution B et ce mélange
est incubé pendant 45 minutes a température ambitarts I'obscurité, et est ensuite dilué
dans du milieu de transfection pour obtenir un raduinal de 48 pl. Les volumes définis ci-
dessus sont utilisés pour la transfection de 20 OML-AP de rat ou 15000 CML-AP
humaines, dans un puits d'une plaque 96 puits.cefisles sont centrifugées, lavées une fois
avec du milieu de transfection, et resuspendues dvenélange A+B, pour ensuite étre
ensemenceées. Six heures apres la transfection, d& PMEM supplémenté de 30% de SVF
et 2% antibiotique/antimycotique sont ajoutés aliemide transfection. Vingt-quatre heures
apres le début de la transfection, les cellulesstextées avec le siARN contrdle ou dirigé
contre SIRT1 sont rincées puis cultivées 24 hedees un milieu contenant 0,5% de SVF ;
les cellules ensuite sont traitées. Le taux desfeation, évalué par cytométrie en flux en
utilisant un siARN couplé a l'isothiocyanate deditascéine FITC (Santa Cruz, sc-36869), est
d’environ 60%. L’évaluation de l'efficacité de laahsfection par détection de la protéine

SIRT1 indique qu’apres 48 heures de transfectibrmjoeac au moment ou le traitement est
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appligué, la quantité de cette désacétylase esiteéde 70% dans les CML-AP de rat et de
85% dans les CML-AP-CTL humaines ; ce niveau resteoutre stable jusqu’a la fin du
traitement qui dure 24 heures.

3. Infection des cellules
Pour augmenter I'expression de SIRT1 dans les CNRL-#ne infection par adénovirus est

réalisée. Trois mille CML-AP de rat par puits sadrs ensemencées dans des plaques 96
puits et incubées pendant 24 heures a 37°C pouorgpiee leur adhésion. Cent picrolitres de
milieu de culture composé de 0,5% SVF et 1% artidpie/antimycotique et contenant
300 000 particules virales sont ensuite ajoutés mats. Les cellules sont notamment
infectées par des adénovirus de sérotype 5 suneaptilaf galactosidase, utilisés en tant que
contrble, ou par des adénovirus surexprimant laiesgce codant la forme sauvage de la
SIRT1 murine (Vector Biolabs). La MOmultiplicity of infection utilisée, c’est-a-dire le
rapport entre les adénovirus utilisés et le nomdwecellules a infecter, est de 100. Ving-
guatre heures apres le début de l'infection letulesl sont stimulées, et aprés 24 heures
supplémentaires la prolifération est mesurée auemoyu test WST-1. L'efficacité de
l'infection est évaluée par détection de la praé®iRT1 apres 24 heures d’infection, et donc
au moment ou le traitement est appliqué : le niymatéigue est augmenté de 470%, et reste
stable jusqu’a la fin du traitement.

4. Stimulation des cellules

Apres 24 heures d’incubation dans le milieu comen®,5% de SVF et 1%
antibiotique/antimycotique, les CML-AP sont prétbées avec I'un des composés suivants :
STAC-3 10uM (Santa Cruz, sc-222315), sirtinol 5pSarfta Cruz, sc-205976) et SRT1720
1uM (APEXBIO A4180). L'incubation est réalisée, darte méme milieu additionné de 0,5%
de SVF et 1% antibiotique/antimycotique pendanteires. Les cellules contrbles sont
traitées avec le méme volume de diméthylsulfoxydieegt le solvant utilisé pour solubiliser
les composés, La prolifération de ces CML-AP deestt ensuite induite avec du PDGF
(Platelet Derived Growth Factdr(10 nM) pendant 24 heures. Etant donné que let-GF
dérivées de patients HTAP gardent leur phénotypeetpyolifératif en culture, aucune
molécule n’est utilisée pour stimuler leur croissan

Vingt-six heures apres le début de la pré-incobatsoit la prolifération cellulaire est
mesurée, soit les cellules sont rincées deux feés au PBS préalablement chauffé avant
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d’étre congelées et stockées a -80°C pour des sewlyiochimiques ultérieures, soit ces

cellules sont marquées pour étre ensuite obseategscroscope confocale.

5. Etude de la prolifération des CML-AP

a) Incorporation du BrdU
L’incorporation du BrdU, un analogue de la thymaligui est un composant de I'ADN, a été

évaluée a I'aide d’'un kit commercial (Millipore, 27). Pour faire court, le BrdU a été ajouté
au milieu de culture juste apres I'induction depfalifération avec le PDGF. Apres les 24
heures de stimulation, les cellules (20 000 CMLg&Prat ou 15 000 CML-AP humaines par
puits dans de plagues p96) ont été fixées et pdilisE®s pour permettre I'entrée de
I'anticorps primaire dirigé contre le BrdU. Un aitdips secondaire couplé a la peroxydase a
alors permis, apres ajout de son substrat, d'esti@equantité de BrdU en mesurant
I'absorbance a 450 nm ; ceci a ainsi permis déle¢ves cellules en réplication dans chaque

condition.

b) WST-1 (Water Soluble Tetrazolium salt)
Le WST-1 est un sel de tétrazolium stable qui kst €n formazan par des déshydrogénases

mitochondriales. Aprés 24 heures d’incubation aeePDGF, les cellules (3 000 par puits
d’'une plague p96) sont incubées avec le WST-1 (Roth644807001) pendant 4 heures. A
l'issue de cette incubation, le formazan produitcegntifié a I'aide d’un spectrophotometre.
Sachant que le clivage du WST-1 n’est réalisé caredes enzymes actifs, la quantité de
formazan est un index du nombre de cellules métaerhent actives dans la culture.

c) Comptage de cellules
Pour réaliser le comptage de cellules, 30 000 CNAL-de rat sont ensemencées dans des

plaques de 24 puits (p24). Aprés 24 heures de ktiron avec le PDGF, les cellules sont
trypsinisées et comptées a l'aide d’'une celluleMigassez, un hématimetre. Au moins 3

comptages par puits sont effectués.

d) Détection de PCNA
La prolifération des CML-AP est aussi évaluée aalétection par Western blot de PCNA

(proliferationg cell nuclear antigdn une protéine faisant partie de la famille dempa
glissant, dont le role est d’augmenter la procégsoles ADN polymérases réplicatives. Son
niveau d’expression est ainsi un index de I'étatpdelifération cellulaire : la réplication
d’ADN est d’autant plus importante que I'expressitancette protéine est élevée.
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6. Etude de la mortalité des CML-AP

La sonde fluorescéine diacétate a été utilisée pmsurer le taux de mortalité cellulaire ; la
nécrose pour sa part a spécifiguement été évaluée Kodure de propidium. Apres
traitement, les cellules ont été incubées avequ@/inl de fluorescéine diacétate pendant 10
min a température ambiante. Une concentrationdidal 10 pg/ml d’iodure de propidium est
ajoutée a chaque échantillon quelques minutes a@amesure au cymometre Cell Lab
Quanta MPL (Beckman Coulter, Villepinte, France)uPchaque échantillon, au moins 7 500
cellules sont analysées. Les débris et les agrémgdiidaires sont exclus de l'analyse. Le
fluorescéine diacétate est clivé par les estéraahgdaires, ce qui libére le produit fluorescent
(la fluoresceine). Ainsi, seules les cellules viesnpeuvent étre fluorescentes puisque les
estérases ne sont plus actives dans les cellulegesndn ce qui concerne l'iodure de
propidium, seules les cellules nécrotiques, quipmrtiu leur intégrité membranaire, peuvent
étre marquées par cette molécule fluorescenteegdiaiant entre les acides nucléiques (ADN
et ARN).

7. Observation du réseau mitochondrial

Les cellules sont ensemencées sur des lames denl:rdiamétre tapissées de collagéne | et
incubées toute la nuit a 37°C. Apres 24 heuresdbation dans un milieu contenant 0,5% de
SVF puis 24 heures de stimulation, les cellulest soises en présence de Mito-Tracker
Orange (500 nM) a 37°C pendant 15 minutes afin @equoer les mitochondries. Pour
marquer la cellule entiere, la calcéine Alt¢to-methoxy(1 uM) est ajoutée et incubée a
37°C pendant 15 minutes. Les cellules sont entawtes trois fois avec du PBS, fixées avec
du paraformaldéhyde 4% pendant 10 min a 37°Cg¢taiavec 50 mM de NBI pendant 5
min a température ambiante et montées a l'aideiieunde montage mowiol.

La fluorescence est observée a l'aide d'un micnescoconfocal Carl Zeiss LSM-510. Le
Mito-Tracker Orange et la calcéine sont respectamnexcités a une longueur d’'onde de
568nm et 488nm, et leur fluorescence est récuérée longueur d'onde de 570nm et 515-
530nm.

Apres la reconstruction en trois dimensions detulesl a partir d'une série d’images de
chaque cellule a différentes hauteurs, les donrsm® importées et subissent une
déconvolution a l'aide du logiciel AutoDeblur Aut®dalize (MediaCybernetics, Bethesda,
MD). Les images ainsi traitées sont alors analysgss le logiciel IMARIS (Bitplane

Company, Zurich) qui, grace a une fonction pernmétiereconnaissance d’objets, est capable
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de reconnaitre chaque mitochondrie de la celluldyage et d’en donner les caractéristiques
telles que le volume, la surface et la sphéritiggfluorescence émise par la calcéine permet
un calcul précis du volume cellulaire par ce mépwiciel. Les informations délivrées par
IMARIS permettent ainsi de faire des tests stajiss sur I'ensemble de la population

mitochondriale de la cellule.

8. Extraction d’ARN messager et analyse de PCR tgative en temps réel
(gPCR)

Les ARNSs totaux sont extraits des cellules en ageauurs a la procédure standard du TRIzol
(phénol + guanidine isothicyanate, Molecular Rege&enter). Le protocole est composé des
étapes successives que sont ’homogénéisatioplaration des phases, la précipitation, le
rincage et enfin la solubilisation des ARNSs.

La solution de TRIzol est répartie a raison de Ilparl boite de Petri de 60 mm de diamétre
(300 000 CML-AP) ; apres avoir gratté les CML-AR, duspension obtenue est transférée
dans un tube conique contenant des billes en cguan(iMoBio) pour étre broyée a l'aide
d’'un microbroyeur Precellys 24 (Bertin Technologieta procédure de broyage s’effectue
selon deux séquences de 5 secondes avec 5 sedamiepause intermédiaire.

Un volume de 200 ul de chloroforme est alors ajautéhomogénat ; aprés une agitation
vigoureuse, les échantillons sont centrifugés a0Q0 g pendant 15 minutes a 4°C. La
centrifugation permet la séparation de trois phase& phase inferieure organique rose claire
correspondant au phénol-chloroforme contenant lestéipes, une interphase blanche
correspondant a '’ADN génomique et une phase agusupérieure incolore contenant les
ARNS.

La précipitation des ARNs est ensuite permise pgout de 500 pl d’alcool isopropylique a
la phase aqueuse. Apres une incubation a -20°Cndusa nuit, les échantillons sont
centrifugés pendant 15 minutes & 12 000 g a 468 ARNSs forment alors un culot blanc. Ce
culot d’ARNSs est rincé deux fois avec de I'éthadol75%, et ensuite séché a l'air libre
pendant 15 minutes a température ambiante. Les Ag®NEresuspendus dans 15 pl d’eau
exempte de nucléases.

La quantité et la qualité des ARNs sont vérifieasngesurant I'absorbance aux longueurs
d’'onde de 260 nm (pique d’absorbance des aciddgiques) et 280 nm (pique d’absorbance

des protéines). Notons ici qu'une unité d’absorbafldA) a 260 nm équivaut a 40ug/ml
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d’ARN et qu'un rapport A260/A280 compris entre 82 est un index d’'une préparation
pure d’ARN.

La transcription inverse est effectuée a partir @il ’ARN en utilisant un kit (BioRad) de
synthese d’ADN complémentaire, en suivant le pr®au fabriquant. Brievement, un
mélange réactionnel et I'enzyme transcriptase sBevesont ajoutés a 1 pg d’ARN;
I'échantillon est ensuite chauffé a 25°C pendantibutes, puis a 42°C pendant 30 minutes,
et enfin & 85°C pendant 5 minutes. En fin de réacles ADNs complémentaires sont dilués
a 1 ng/ul. Des contrbles négatifs sont réalisés &atranscriptase inverse pour s’assurer de
'absence d’ADN génomique.

L’estimation du niveau d’expression génique esligéa au moyen d’'un systeme de détection
rapide de réaction en chaine par polymérase (PCRitigative (BioRad) en utilisant la
méthode SYBR-Green. Les réactions de PCR sonsééslidans un volume de 15ul dans des
p96 pour une quantité de matrice (ADN complémea}aile 5 ng. Le mélange réactionnel
contient les amorces sens et anti-sens (0,5 uM)r Périfier 'absence de contaminations
exogenes, un contrdle sans aucun échantillon alsééLe protocole de PCR comprend une
premiere étape a 95°C pendant 30 secondes, s@rviéOpcycles avec une étape a 95°C de 5
secondes et une autre de 20 secondes entre 58&6BfCles amorces (Tableau 2). La courbe
de fusion est réalisée pour vérifier qu’un seuldpibest amplifié, ce qui se manifeste par la
présence d’'un pic unique sur le tracé.

Pour chaque géne, une courbe de calibration estrade apres I'analyse de dilutions en série
d’ADN complémentaire, et est utilisée pour calcul@rconcentration des échantillons et
déterminer l'efficacité d’amplification. TBPTATA-Binding Proteijy RPL32 Ribosomal
Protein Large 32, RPLP2(Ribosomal Protein Large B2t la protéine 14-3-3 zeta/delta
(YWHAZ) sont utilisés comme geénes de réféerence @bH_-AP de rat pour obtenir un
facteur de normalisation calculé par le logicielN®eem. Pour ce qui est des CML-AP
humaines, les genes de référence utilisés sont RAIEP, RPLPORibosomal Protein Large
P0) et RPL4 Ribosomal Protein Large)4
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Geénes Amorce sens (5'=23) Temperature
Amorce anti-sens (5'>3') d’hybridation (°C)
ERRa (homme) CTATGG TGT GGC ATC CTG TG B0
GTGATC TCG CAC TCG TTG G
ERRu« (rat) TCAAGG AGG GTG TGC GTC TG 55
CTT GGC CCA GCT GAT GGT GA
GABP (rat} CAC TCAACA TTT CGG GAA GAG 80
CTCATT CATCTG TTGCTC TTG G
GCN5 (homme) CTA TGS GGC AAA CTC TCC AA B0
TCC AGA CTC AGG GAG CTG TT
GPX1 (rat) GTT TCC CGT GCAATC AGT TC 50
TCACTT CGC ACT TCT CAA ACA
NAMPT (rat) TGAATT GCT CCT TCA AGT GC B0
TTT GTT GGG ATC AGT AAC TG
PPARa {homme) CCT CTC AGG AAA GGC CAG TA 60
CAG TGA AAG ATG CGG ACC TC
PPAR (rat) ATG AGT CCC CTG GCA ATG 58
GGEC ATT CTT CCA AAA GGG
RPLPO (homme) GOG ACC TGG AAG TCC AAC TA 50
TTG TCT GCT COC ACA ATG Al
RPLP2 (rat) GCTGTG GCT GTTTCT GCT TC g2
ATG TCG TCA TCC GAC TCC TC
RPL4 {homme) GCA AGC TGAACA TTT TGA g1
TTG GAT CTC TGG GCTTTTC
RPL32 (homme, rat) GCT GCT GAT GTG CAA CAA A B0
GGG ATT GGT GAC TCT GAT GG
SIRT1 (homme) ATT TAT GCT CGC CTT GCT GT 80
CCAGCG TGT CTATGT TCT GG
SIRTS3 (rat) TAC ATG CAC GGT CTG TCG A 50
ACA ACG CCA GTA CAG ACA GG
S0OD2 (homme) CGT CAC COA GGA GAAGTACC B0
AGT CAC GTT TGA TGG CTT CC
TBP (homme, rat) AAS GAC CAT TBC ACT TCG TG B0
GCT CCT GTG CAC ACC ATTTT
Tfam (rat) GAA AGC ACA AAT CAA GAG GAG 50
CTGCTT TTC ATC ATG AGA CAG
YWHAZ (rat) AGA CGG AAG GTG CTG AGA AA 50
GAA GCATTG GGG ATC AAG AA

Tableau 2 : Séquences et températures d’hybridatiodes amorces utilisées.

ERRuo : estrogen related receptor GABP : GA-binding proteinr GCNS5 : general control of amino acid
synthesis protein 5-like 2GPX1 : glutathion peroxydase 1 ; NAMPicotinamide phosphoribosyltransferase
; PPARx: peroxisome proliferator-activated recepter; RPLPO/2 ; RPL4/32 ribosomal protein L4/32
SIRT1/3 : sirtuine 1/3; SOD2 : superoxyde dismutaseTBP :TATA binding protein TFAM : mitochondrial
transcription factor; YWHAZ : 14-3-3 protein zeta/delta

9. Etude de I'expression protéique via Western blot

Grace a la technique de Western blot, il est ptesgie mettre en évidence une protéine
spécifiqgue au sein d'un lysat cellulaire. Une étafxectrophorése permet de séparer les
protéines, une étape de transfert les rend actessida détection par les anticorps, et enfin
une étape de révélation permet leur détection.

Les protéines sont extraites des cellules a I'dida tampon de lyse, dont la composition est
décrite dans le tableau 3. Aprés 30 min d’inculatians la glace, une centrifugation a 15
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000 g pendant 20 minutes est effectuée pour ptécilgis fragments de membrane cellulaire.
Le surnageant est récupéré et la concentratioréigtmt est déterminée par la technique
colorimétrique du kit SMART BCA (iNtRON Biotechnology), qui utilise de I'acide
bicinchoninique a 98% et du sulfate de cuivre B% (Sigma Aldrich). Les ions cuivriques
CU?* sont réduits en ions cuivreux Cupar les protéines, formant ainsi avec lacide
bicinchoniniqgue un complexe pourpre dont l'absodeara 540 nm mesurée par un
spectrofluorimétre (TECAN-Genios) est proportionmeh la quantité protéique. Leur
concentration est déterminée par rapport a une gadenBSA.

Entre 30 et 50 pug de protéines sont séparés selwrpbids moléculaire par électrophorése
dénaturante en gel de polyacrylamide (8-15%). lobmtillons sont dilués au demi dans du
tampon de charge (62,5mM Tris, 25% glycérol, 0,0b4¢u de bromophénol, 2%
dodécylsulfate de sodium, 5% dithiothréitol), pumcubés pendant 5 min a 95°C. Les
protéines sont ainsi dénaturées et chargées négetnt par ledithiothréitol et le
dodécylsulfate de sodium. Les échantillons migrensuite sous I'action d’'un champ
électrigue de 120 V dans un premier gel de conatotr a 5% d’'acrylamide (17% bis
acrylamide 30:0.8, 0,189 mM Tris pH 6.8, 0,1% dgdmdfate de sodium, 0,1% ammonium
persulfate, 0,001% Temed), et ensuite dans unegeéparation a 8-15% d’acrylamide (selon
la taille de la protéine d’intérét) (pH 8,3) immérdans un tampon de migration (0,3% Tris,
1,44% glycine, 0,1% dodécylsulfate de sodium).

En fin d’électrophorese, les protéines sont tragsf® du gel de polyacrylamide vers une
membrane de polyvinylidene difluoride (Immobilon,ilijdore) pendant 1h30 a 4°C sous
action d’'un champ électrique de 110 V. La memlerast préalablement activée par de
I'éthanol et équilibrée par du tampon de transf@r8% glycine, 0.3% Tris, 20% éthanol).
Cette étape permet de charger la membrane poséveaiin qu'elle retienne les protéines
(chargées négativement).

Apres I'étape de transfert, les sites de liaisoms spécifiques des anticorps sont saturés par
incubation des membranes pendant 1 heure dansntpotaPBS additionné de 0,1% de
Tween (PBS-T 0,1%) contenant 5% de lait écreméamne. Les membranes sont ensuite
incubées toute la nuit a 4°C ou 2 heures a tempérambiante avec l'anticorps primaire
dirigé spécifiguement contre la protéine d’intéf@bleau 4), puis 1 heure a température
ambiante avec un anticorps secondaire couplé ayirea peroxydase. Entre chaque étape, les
membranes sont lavées 3 fois avec du PBS-T 0,1%apéri0 min. Les protéines d’intérét
sont enfin mises en évidence par chimioluminesceRoair ce faire, les membranes sont

incubées pendant 5 min avec le substrat de la péase (Luminata Crescendo ou Forte,
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Millipore ou Femto, ThermoScientific). Le substest oxydé par 'enzyme et émet un signal
lumineux visible a l'aide d’'une caméra CCD (CheniD¥RS+Bio-rad). Le signal est
guantifié a I'aide du logiciel Quantity One (Bioebaet normalisé par un contréle de charge
(B-actine pour les CML-AP humaines ou vinculine plesrCML-AP de rat).

Produit Concentration finale
Tampon RIPA (Radio-ImmunoPrecipitation Assay) :
Tris(hydroxyméthyl)-aminométhane (Tris) 50mM
TRITON X-100 1%
Acide éthyléne diamine tétraacétique (EDTA) TmM
Chlorure de sodium (NaCl) 150mM
Dodécylsulfate de sodium 0.1%
Acide désoxycholique 0,5%
Fluorure de sodium (NaF) 50mM
Pyrophosphate de sodium (NaPPi) 5mM
Dithiothréitol TmM
B glycerophosphate (C;H,0:PNa,) TmM
Fluorure de phénylméthylsulfonyle (PMSF) 0,2mM
Orthovanadate de sodium (Na;VO,) TmM
Anti-protéase (ROCHE) 1mM
Anti-désacétylase (Santa Cruz) Tm

Tableau 3 : Composition du tampon de lyse pour I'déxaction des protéines.

Le TRITON X-100, le dodécylsulfate de sodium efcithe désoxycholique présents dans le tampon RIPA
(Radio-ImmunoPrecipitation Asspgont des détergents utilisés pour dissocierrEsaction protéine-protéine,
protéine-lipide et lipide-lipide et pour dénatulerstructure protéique. Tous les produits ne fdipas partie du
tampon RIPA sont ajoutés extemporanément. Le fheome sodium (NaF), le pyrophosphate de sodium
(NaPPi), le glycerophosphate ;t{GOsPNa) et I'orthovanadate de sodium (N&,) sont des inhibiteurs de
phosphatases. Le fluorure de phénylméthylsulfofMSF) est un inhibiteur de protéase, qui agit decert
avec le mix anti-protéase (ROCHE) et 'EDTA préseiains le tampon RIPA qui inhibe, notamment, les
métalloprotéases. Le dithiothréitol, quant a Ist, un agent réducteur.
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Anticorps Dilution Fournisseur Référence
Ac-FOXO1 1:500 Santa Cruz sc-49437
Ac-histone H1 1:1000 Sigma H7789
Citrate synthase 1:500 Abcam ab9e600
GLUT 1:500 Abcam ab32551
FOxO 11000 Cell signaling 28808
HIF-1a 1:500 Santa Cruz sc-10790
Histone H1 1:500 Santa Cruz sc-10806
MAMPT 1:250 Abcam ab4 5890
PCMNA, 1:1000 Santa Cruz 5C-56
PGC-1a 1:500 Santa Cruz sc-13067
SIRTA 1:4000 Ahcam sc-13067
TFAM 1:500 Santa Cruz 5c-23588
YDAC 1:1000 Fait maison
Vinculine 1:2000 Sigma Y3131
[ actine 1:10000 Santa Cruz sc-4 7778

Tableau 4 : Anticorps utilisés pour les Western blts.

Ac-FOXO1 : FOXO1 acétylé ; Ac-histone H1 : histad& acétylé; GLUT1 glucose transporter 1 HIF-1o, :

hypoxia-inducible factord ; NAMPT : nicotinamide phosphoribosyltransferaséCNA : proliferating cell
nuclear antigen PGC-1i : peroxisome proliferator-activated receptor gammagtivator-1x ; SIRT1 : sirtuine
1 ; TFAM : mitochondrial transcription factor AVDAC : voltage-gated anion channel

10. Immunoprécipitation

Pour mesurer I'acétylation de protéines d’intéu@e approche d'immunoprécipitation (IP) en
condition dénaturante est utilisée.

Les cellules sont resuspendues dans un tamponsdedgnaturant (1% dodécylsulfate de
sodium, 50mM Tris HCL, 5 mM EDTA, 10 mM dithiothtéi, 1 mM PMSF, 15 U/ml de
DNase | a pH 7,4), additionné d’'un cocktail d’initors de protéases (Roche + PMSF 0,2
mM) et un cocktail d’inhibiteurs de désacétylasanta Cruz), puis le lysat est chauffé a
95°C pendant 5 minutes. Pour éviter que le dodelfgte de sodium dégrade les anticorps

pendant I'lP, le lysat est resuspendu dans un tandgolyse non dénaturant (1% Triton, 50
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mM Tris HCI, 5mM EDTA, 300 mM NacCl, 0,02% azide sedium, 1 mM PMSF, a pH 7,4)
complété par les cocktails d’anti-protéases et@édgacétylases cités ci-dessus. Ici, le Triton
interagit avec le dodécylsulfate de sodium, formeinsi des micelles. La lyse est achevée
avec une seringue munie d’'une aiguille 25G, puigdat est centrifugé 30 minutes a 20 000
g, a4°C.

Ensuite, les complexes billes/anticorps sont pégmr Des billes magnétiques (Millipore)
sont lavées dans du PBS-T 0,1%, puis bloguéesutatempon PBS-T 0,1% supplémenté de
2% BSA pendant une heure a 4°C. Aprés rincage dan®BS-T 0,1%, les billes sont
incubées avec I'anticorps dirigé contre les lysinesdtylées (Cell signalling, 9681) pendant
une heure a 4°C.

Apres lavage des complexes billes/anticorps aveeRIs-T 0,1%, I'IP est effectuée. Ainsi, le
lysat protéique est ajouté a ces complexes puihénpendant la nuit a 4°C. Les complexes
billes/anticorps/antigénes sont ensuite rincés dhns®?BS-T 0,1%, resuspendus dans du
tampon Laemmli, chauffés 10 minutes a 70°C puitexés.

L'immunoprécipitat est récupéré puis déposé surpgeir étre ensuite analysé par western
blot.

Modele in vivo : les souris KO SIRT1 générales indu  ctibles
soumises a hypoxie chronique

A. Description des souris

Les souriknock out(KO) SIRT1 générales inductibles ont été gracieesd fournies a notre
équipe par le Dr David Sinclair. Au sein de sonolaloire, des souris C57BL/6J ont été
croisées avec des souris exprimant, de facon uhitpii(sous le contrdle du promoteur de
'ubiquitine, Ub), la protéine de fusion Cre-ERT@nstituée par la recombinase Cre et le
domaine de liaison du récepteur des cestrogenes2)ER0ie. En absence de tamoxifene, qui
est un modulateur sélectif des récepteurs des gests, Cre-ERT2 est retenue dans le
cytoplasme. La liaison du tamoxifene a 'ERT2 ertdyeria translocation de Cre-ERT2 dans
le noyau, ou elle peut recombiner ces substragayair des séquences d’ADN flanquées des
séquences loxP (flox), en causant ainsi leur excisglu génome. La descendance de ce
croisement (C57BL/6J Ub-CreERT2) a ensuite étésémivec des souris ou I'exon 4 de la
SIRT1, qui fait partie du domaine catalytique (ex@8), était flanqué (SIRT1 flox/flox). Le
résultat est la production de souris ou il est ipdessl’'induire, apres injection de tamoxiféne,

107



la délétion de SIRT1 au stade adulte, ce qui perdeets’affranchir des problémes

développementaux observés chez les souris KO Stlam4 la lignée germinale [465].

1. Le génotypage des souris

Afin de vérifier I'invalidation du gene SIRT1, urégotypage des souris est effectué. L’ADN
génomique est extrait de la queue de souris aveselaode « a la soude » (NaOH) : une
partie de la queue est incubée avec du NaOH a 58rabfC pendant 45 minutes, du trisHCI
est ajouté et les queues désagrégées sont enfiifugges pendant 15 minutes a 4°C a 14000
rpm.

Une PCR est ensuite effectuée a partir de 2 pludeageant avec les amorces détaillées ci-
dessous, afin d’amplifier un segment, présent weriggnt chez les souris SIRT1 KO, qui
contient une partie du promoteur de I'ubiquitineieé partie du géne codant pour la protéine
de fusion CreERT2.

Ubc-Pro : 5- GAG GGG AGG GAT AAG TGA GG -3

Cre2 : 5'- GCA AAC GGA CAG AAG CAT TT -3

Pour avoir la certitude que I'absence de bandeespand bien a une souris contrdle et non a
un probleme pendant la PCR ou un oubli de cham@ehe XIAP X-linked inhibitor of
apoptosis proteiy qui est toujours présent est également ampliéé.amorces utilisées sont
les suivantes :

XIAP (s) : 5- GCACGG ATC GTT ACT TTT GG -3

XIAP (as): 5'- GGC TGC TAA GAT TGC TGG AA -3’

Précisons ici que I”"invalidation du gene SIRT1 également vérifiée par Western blot.

2. Le traitement des souris

Des souris femelles SIRT1 flox/flox, exprimant cennCreERT2, sont injectées a environ 3
mois d’age avec une dose de 120 mg/kg de tamoxiféne injection de 30 mg/kg/jour

pendant quatre jours conseécutifs). Chez les spugsentant CreERT2, le tamoxiféne induit la
translocation de cette protéine de fusion dansolam ou elle excise I'exon 4 de SIRT1
(souris KO SIRT1) ; chez les souris qui n'exprimpas la CreERT2, le tamoxifene ne peut
pas s’y lier, et par conséquent I'exon 4 n'est pasisé (souris contrbles). Apres 21 jours,
temps auquel la délétion de SIRT1 est induite,skmsris contréles et KO sont divisées en

deux groupes : 11 souris (5 contrbles et 6 KO) ganiées en normoxie (21%)Qalors que
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12 souris (6 contréles et 6 KO) sont placées, puuire le remodelage vasculaire de l'artére
pulmonaire, dans un caisson a hypoxie (109 g&néreusement mis a disposition par nos
collaborateurs de I'hépital Marie Lannelongue. Asdue de 21 jours de normoxie ou
d’hypoxie, la pression systolique du ventricule idrest mesurée, I'index de Fulton est
déterminé pour évaluer I'hypertrophie cardiaquetdr@ndex Fulton = poids du ventricule
droit/(poids du ventricule gauche+septum)), etdeamons sont congelés pour des analyses
d’immunohistochimie afin d’evaluer la muscularisati vasculaire et d’autres analyses

biochimiques, tels que des Western blot.

INJECTIONS
TAMOXIFEN NORMOXIE

30 mg/kg/fjour 21% 02 .
) SACRIFICE

4.3 24 21 42
~ 3 mois Temps (jours)

] ™ HYPOXIE
Q Flox/flox wt/wt 10% 02 .

Figure 28 : Représentation schématique du protocoletilisé pour I'étude in vivo.

Des souris femelles dgées d’environs trois mois ispectées une fois par jour pendant 4 jours coulss avec
du tamoxifene (dose finale 120 mg/kg) pour indlérelélétion de SIRT1 chez les souris présentarbiiet du
géne de cette désacétylase flanqué des séquengeslfbis semaines aprés ces injections, les samd
sujettes soit a une normoxie (21%) Goit & une hypoxie chronique (10%)@endant trois semaines. A l'issue
de cette période, la pression du ventricule drstitneesurée, les animaux sont sacrifiés, et d’ayaeametres
pour I'évaluation du remodelage vasculaire et eaydé sont analysés.

Flox/flox cre/wt (|

3. Evaluation du remodelage vasculaire et cardiaee les souris

a. Parametres hémodynamiques

La mesure des parametres hémodynamiques est eéaiseCentre Chirurgical Marie
Lannelongue du Plessis Robinson apres I'anesthiesiesouris avec de lisoflurane (4%, 3
L/min) via une chambre & induction (Minerve, EststnFrance). Les souris sont ensuite
pesées et maintenues endormies a l'aide d'un magguiffuse du gaz a un débit de 1 L/min
avec 1-2% d'isoflurane.

Aprés une incision cutanée en regard du sternuntatiméter est inséré dans le ventricule
droit par voie transthoracique afin de mesurerrésgion ventriculaire droite et la fréquence
cardiaque.

Les mesures sont enregistrées par une stationuisdmn (PowerLab 4/35) et analysées en
utilisant le logiciel LabChart (ADInstruments, Oxdp United Kingdom).
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Les souris sont ensuite euthanasiées par exsatiguinvé I'artére aorte puis par dislocation

cervicale.

b. Hypertrophie cardiaque droite

Apres le sacrifice, le cceur est rapidement préléhge fois les oreillettes enlevées, le
ventricule droit est minutieusement séparé du @& gauche et du septum. En cas
d’hypoxie chronique, le ventricule droit s’hypeqioe afin de s’adapter a 'augmentation de
la résistance vasculaire pulmonaire. Pour apprémeremodelage cardiaque, le ventricule
droit et le ventricule gauche plus le septum sa@dép, ce qui permet de calculer ensuite
'index de Fulton, obtenu en divisant le poids dentvicule droit par celui du ventricule

gauche+septum.

c. Muscularisation des artéres pulmonaires

Aprés avoir prélevé le cceur, une ligature estséalau niveau du hile du poumon gauche. Le
lobe est sectionné en aval et congelé dans detd’dirpuide pour analyses biochimiques. En
ce qui concerne le poumon droit, une solution el matrice OCT dptimal cutting
temperaturg et de sérum physiologique y est injectée parnotopgateur de cathéter inséré
dans la trachée. Quand le poumon est distendrgdbée est ligaturée, le poumon est prélevé
et congelé dans de I'isopentane préalablementidefdans de la carboglace puis stockeé a -
80°C. Des coupes de 7um des poumons congelés senitee réalisées en utilisant un
cryomicrotome LEICA CM3050, et sont stockées a €8fifsqu'au marquage ultérieure. Les
coupes sont séchées a l'air libre a températuraaatebpendant une heure, et sont enfin
rehydratées avec du PBS pendant 10 minutes. Ladiixees tissus est ensuite effectuée avec
du paraformaldéhyde froid pendant 10 minutes a ésatpre ambiante. Trois lavages de 5
minutes avec du NXI 50mM sont réalisés pour éteindre l'autofluoreseedu tissu. Les
coupes sont saturées pendant une heure a tempéatbrante dans du PBS supplémenté de
2% de BSA.

Les tissus sont ensuite incubés pendant une hekiréGavec les anticorps primaires dirigés
contre lo. actine du muscle lisse (Sigma, F3777, 1: 200 dacteur endothélial de Von
Willebrand (DAKO, A0082, 1 : 600) dans du PBS coiatet 2% de BSA.

L’incubation avec l'anticorps secondaire est ré&aisgpendant une heure a température
ambiante. Pour marquer les noyaux, la sonde Hoé¢hgtl) diluée dans du PBS est incubée
pendant une minute a température ambiante. ToeseSthpes sont séparées par trois lavages

110



de 5 minutes avec du PBS. Le montage est effectudilesant le milieu de montage DAKO
(DAKO, S3023).

Les échantillons sont observés au videomicroscapDAOBSERVER Z1 — COLIBRI® —
TIRF 3: les arteres pulmonaires de résistancec(avediamétre inférieure a 50 um) sont
discriminées en artéres pulmonaires non muscuésjsartiellement muscularisées ou
totalement muscularisées. La premiére classe camples vaisseaux qui ne sont pas
composés de muscle lisse, la deuxieme présentamisseaux ayant une couche de muscle
lisse présente uniqguement sur une partie de lardiécence de l'artere et les vaisseaux faisant
partie de la troisieme classe montrent une mussatasn sur I'ensemble du pourtour de
l'artére (figure 29).

Au moins 100 artéres pulmonaires sont analyséesghague souris.

VWF aSMA Hoechst Superposition

Part Non
muscularisé muscularisé

Tot
muscularisé

Figure 29 : Images représentatives des artéres pufmaires de souris non muscularisée, partiellement
muscularisée et totalement muscularisée.

Des sections (7 um) sont réalisées a partir de poansongelés, et sont marquées avec un anticorige di
contre le facteur endothélial de Von Willebrand (F)Aét un anticorps dirigé contredactine de muscle lisse (
SMA) couplé a lisothiocyanate de fluorescéine, dérivé de la fluorésceine. L'anticorps primaire ttene
facteur de Von Willebrand est detecté via un angissecondaire couplé a Alexa Fluor 546. Les noysumt
visualisés au moyen d’'un marquage avec la sondecfieente Hoechst.

4. Etude de I'expression protéique via Western blot
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Les protéines contenues dans environ 10 mg defigsuwnaire sont extraites a 4°C dans 250
pl de tampon de lyse dont la composition est deaidns le Tableau 3 a l'aide d’'une
homogénéisation mécanique au moyen d’'un micro-hmoyrecellys 24 (Bertin, France).

Pour les étapes suivantes, le protocole est iden@qcelui utilisé pour détecter les protéines

issues des cellules.

Analyse statistique

Les données sont exprimées en moyenne = SEM.

Les éventuelles différences entre les traitementshi¢ule, PDGF, PDGF+Stac-3 ou
PDGF+SRT1720) sur les CML-AP de rat sont déternsngée utilisant un test ANOVA
(analysis of variancdea une voie suivi d'un test post-hoc non parama@iNewman-Keuls.
En ce qui concerne les expériences d'intérferemteARN et de stimulation avec le sirtinol,
les différences entre les quatre groups (véhiculsaamble, sirtinol ou siSIRT1, PDGF et
PDGF+sirtinol ou PDGF+siSIRT1) sont evaluées vidast ANOVA a deux voies suivi d'un
test post-hoc non paramétrigue Newman-Keuls.

Concernant I'étude menée sur les souris KO SIRT&omiréles, les quatre groupes (contrdle
en normoxie, KO SIRT1 en normoxie, controle en k#wpoet KO SIRT1 en hypoxie) sont
confrontés au moyen d'un test ANOVA & deux voiesgvisd'un test post-hoc non
paramétrique Newman-Keuls.

Les CML-AP provenant de patients HTAP et de pasieoitréles sont comparées en utilisant
le test U non paramétrique Mann-Whitney.

Les différences sont considérées comme signifieatiorsque la valeur p est inférieure a
0,05.
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Résultats

l. Le profil métabolique des CML-AP dérivées de paents atteints
d’HTAP

Le niveau protéique de la citrate synthase, enayenka matrice mitochondriale catalysant la
premiere réaction du cycle de Krebs, et de VDAGItage-gated anion channelcanal
ionique localisé sur la membrane mitochondrialemd, est diminué dans les CML-AP de
patients HTAP (CML-AP-HTAP) en comparaison avec @&gL-AP controles (CML-AP-
CTL) (figure 30A). Etant donné que ces enzymes sonsidérées comme des marqueurs de
la masse mitochondriale, nous pouvons suggéredgaos I'HTAP, les CML-AP présentent
une perte partielle de cette masse. Cela pourtat € résultat d’'une diminution de la
production de nouvelles mitochondries en raisonne’uinhibition de la biogénése
mitochondriale. Pour tester cette hypothese, nsossamesuré le contenu du régulateur clé
de la biogenése mitochondriale, PG&-Effectivement, I'expression de ce co-activateur
transcriptionnel est réduite d’environ 30% dansU®4L-AP-HTAP, confirmant ce qui a été
observé dans une étude précédente [285]. De musoritenu en ARNm des facteurs de
transcriptions PPAR et ERR, dont I'activité est stimulée par PGG;let de I'enzyme
antioxydante SOD2, dont PGGtrans-active la transcription, est aussi diminaésdle
CML-AP dérivant de patients atteints d’'HTAP (figu86B). Dans le méme temps, le niveau
d’expression de GLUTI1g(ucose transporter )l protéine uniport facilitant le transport du
glucose a travers la membrane plasmatique, et dactate déshydrogénase, enzyme qui
convertie le pyruvate en lactate, est augmenté&r@i@0C). Ces résultats suggerent donc un
déséquilibre du métabolisme énergétique favorifangmentation de la voie glycolytique

cellulaire au détriment des phosphorylations oxyeat
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Figure 30 : Le profil métabolique des CML-AP-HTAP.

(A) Les blots représentatifs, a gauche, et lesobisimnmes relatifs, a droite, révélent une diminutae
I'expression protéique des deux marqueurs de lsenastochondriale VDAC et la citrate synthase dass
CML-AP-HTAP (n=4). (B) Le co-activateur transcriptinel PGC-& est moins exprimé dans les CML-AP de
patients HTAP, qui présentent aussi une réductiomideau d’ARNm des facteurs de transcription PRAR
ERRo et de lI'enzyme antioxydante SOD2 (n=4). (C) L'imageprésentative des blots, a gauche, et
I'histogramme correspondant, a droite, montrent ueontenu de GLUT1 et de la lactate déshydrogenas
(LDH) est augmenté dans les CML-AP dérivant deseptt HTAP (n=4). *p<0,05ersusCML-AP-CTL.

ll. La balance acétylation/désacétylation dans le€ML-AP de
patients HTAP

La diminution de la masse mitochondriale et desile#gurs de la biogenese mitochondriale
observée dans les CML-AP-HTAP suggere que le mésab® mitochondrial est régulé
négativement dans ces cellules. Un des régulatbésde I'activité de PGCx1qui controle

la biogénése mitochondriale, est la balance ad#&igldésacétylation qui est contrblée par la
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désacétylase SIRT1 et l'acétyltransférase GCN5xdression en ARNm de GCN5 est
augmentée de plus de 50% dans les CML-AP-HTAPsajoe celle de SIRT1, que ce soit en
ARNmM ou en protéine, ne varie pas par rapport aliiles contrbles (figure 31A et 31B).
L’expression de NAMPT, enzyme générant NAGui est le cofacteur essentiel de SIRT1, est
egalement inchangée (figure 31B). Ces résultatgesegt que les CML-AP-HTAP présentent
un déséquilibre de la balance acétylation/désatéyl en faveur de I'acétylation.

L'analyse des activitets fonctionnelles des enzymemi controlent [I'état
d'acétylation/désacétylation démontre que cesitaedigont effectivement déséquilibrées. Le
niveau d’acétylation de PGGrZt de I'histone H1, deux cibles de SIRT1, augmelaies les
cellules de malades, évoquant une diminution deiVié de cette désacétylase par rapport a
GCNS5 (figure 31C). Pour explorer si ce déséquiliese associé a la hyperprolifération des
CML-AP, lactivité de SIRT1 a été analysée aussnddes CML-AP de rat induites a
proliférer par le facteur de croissance PDGF. Umgneentation du niveau d’acétylation de
PGC-X, de I'histone H1 et du facteur de transcriptiond€Il, une autre cible de SIRT1, est
également observée dans ces cellules (figure 31D).

L’ensemble de ces résultats suggere que la bakrétglation/désacétylation est a faveur de

I'acétylation dans les CML-AP en hyperprolifération
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Figure 31 : La balance acétylation/désacétylationahs les CML-AP.

(A) L'expression en ARNm de l'acétyltransférase G&C&6t augmentée, alors que celle de SIRT1 eséigalt
dans les CML-AP-HTAP (n=4). (B) Le niveau protéiqie SIRT1 et de NAMPT est inchangé dans les CML-
AP-HTAP en comparaison avec les CML-AP-CTL (n=4}) (a forme acétylée des deux cibles de SIRT1,
PGC-In (n=3) et I'histone H1 (n=4), est augmentée das<TKIL-AP dérivant des patients atteints d’'HTAP. (D)
Les formes acétylées des cibles de SIRT1, P&@%3), I'histone H1 et FOXO1 (n=4-6), sont augnéerst
dans les CML-AP de rat induites a proliférer parfdeteur de croissance PDGF (10 ng/ml). *p<0,05,
***n<0,001 versuscontrdle.

Ill. Effet d'une régulation négative de SIRT1 sur | a
prolifération des CML-AP

116



Une augmentation de la prolifération semble éteo@ée a une activité relativement réduite
de SIRT1. Pour vérifier si la SIRT1 peut étre meégecause dans l'augmentation de la vitesse
de prolifération cellulaire, le niveau protéique citte désacétylase a été réduit d’environ
85% au moyen d’'une interférence par ARN dans led - @RA-CTL. Ainsi, comme il est
indiqué en figure 32A, la prolifération, estiméer gancorporation de l'analogue de la
thymidine bromodésoxyuridine (BrdU) dans I’ADN deallules en cours de réplication, est
significativement augmentée de 50% lorsque SIRTH déminuée. Le méme effet de
facilitation de la prolifération est reproduit dams autre modele cellulaire, les CML-AP de
rat. En effet, les résultats présentés en figurB 8R&liquent que la baisse du niveau
d’expression de SIRT1 denviron 70% engendre uéeation du nombre de cellules, du
clivage du sel WST-1 par de cellules viables etl'nieorporation du BrdU (pour cette
derniere, p= 0,06) en présence du facteur de amiesPDGF. Le niveau réduit de la protéine
SIRT1 augmente le nombre de cellules, et semblarifeer le clivage de WST-1 (p= 0,07) et
'incorporation de BrdU (p= 0,09), méme en conditibasale. Pour confirmer I'effet
antiprolifératif de SIRT1, I'inhibiteur spécifique SIRTL, le sirtinol, a été testé sur les CML-
AP de rat. En absence de PDGF l'inhibition ne pomepas d’augmentation significative de
la proliferation, méme s’il est possible de remarguune petite tendance a
'augmentation, alors qu’en présence de PDGF leffe sirtinol mime celui de la sous-
régulation de SIRT1 (figure 32C). Ces résultats tmeor que SIRT1 régule négativement la
prolifération des CML-AP, étant donné que la dinioim de son expression et son inhibition

la facilitent.

117



. SIRT1
A @5\ A 12 2 2 N
@ et
& g‘:& z 1 S s
@ @ © 08 Lo
| © P
o 06 2o
= T @
SIRT1 |&= w 04 57T
E * o 05
. o 0.2 ‘5
B actine  |e—— o
0 =R
CML-AP-CTL humaines CML-AP-CTL humaines
&
B % 12, SIRT1 5
> &
& 2 o 1 w— 25
& & = = 0 *
Cmm =00 ek
_— @
[T “ 3 *
= 08 . o 515
SIRT1 |™ «= = o v
w 04 c ol
5 g
Vinculine | s a %2 z 05
0 0
CML-AP de rat Véhicule PDGF
p= 0,06 C
g 3 — 3.5 dE
= el
= m = 3 B
k- 25 B 25 =
o = T © = —
- O =) 5 - 2 =
2T 3 ZT 9 = =
o = G = =
S 05 | E =
= - ]
Véhicule PDGF Véhicule PDGF Veéhicule PDGF

[ ] Véhicule =3 Sirtinol

Figure 32 : Effet d'une régulation négative de SIRT sur la prolifération des CML-AP.

(A) La sous-régulation de I'expression protéiqueSIRT1 via l'interférence par ARN, illustrée par biot
représentatif & gauche, engendre une diminutiocodtenu protéique de SIRT1 de 85% et une augmentdé
l'incorporation de BrdU par les CML-AP-CTL de 50%=3). (B) L'interférence par ARN dirigée
spécifiqguement contre SIRT1 dans les CML-AP desrafendre une baisse d’environ 70% du niveau praéiq
de SIRT1 et augmente la prolifération induite gaPDGF, mise notamment en évidence par une augtioenta
du nombre de cellules, du clivage de WST-1 et ohedrporation de BrdU (pour cette derniére, p=0,08)
diminution de la protéine SIRT1 favorise aussi angmentation du nombre de cellules des CML-AP tema
basal, et une tendance a I'augmentation du clideg®/ST-1 (p=0,07) et de l'incorporation de BrdU Qp39)
(n=5-6). (C) L'inhibiteur pharmacologique de SIRT4,sirtinol (5 uM), favorise la prolifération d&ML-AP
da rat traitées avec PDGF (10 ng/ml) (n=7). *p<0#p<0,01 versudes contrdles respectifs.

V. Effet de la délétion génétique de SIRT1 sur le
remodelage vasculaire in vivo
Etant donné qu’une régulation négative de SIRTDriae la prolifération des CML-AP,

I'effet de sa délétion sur le remodelage vasculaidenonaire induit par I’hypoxie chronique a
été étudié. Ainsi, des souris invalidées pour leegge SIRT1 (SIRT1 KO pownock ou} et
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des souris contréles (WT powild typg issues de la méme lignée ont été soumises soit a
hypoxie chronique soit & une normoxie pendant 3agees. Les résultats obtenus et présentés
en figure 33 montrent que la délétion de I'exon el }IRT1, faisant partie du domaine
catalytique, conduit a la production d’'une protéirequée. Le niveau de la forme sauvage
de SIRT1 est significativement réduit chez les isoltO en normoxie et en hypoxie,
respectivement de 67% et 80%. De fagon intéresslsgpoumons des souris SIRT1 KO
présentent un niveau de PG@&ifhférieure en condition d’hypoxie. Chez ces squifigypoxie
chronique provoque une augmentation du facteuratesdeription HIF-& beaucoup moins
prononcée que celle affichée par les souris WTinEHinduction du niveau du transporteur
de glucose GLUTL1 suite a I'hypoxie chronique esaum®up plus marquée chez les souris
SIRT1 KO.

Normoxie Hypoxie

WT KO WT KO SIRT1 PGC-1a HIF-1a GLUT1
.- 3
SRT1 [ERems=m--]| ¢~ , 28
PGCAA [~ = = = e e = — | &4 2
o
HF1faE=—=sss =T ¢ - 1,5
Bactine[F=wwacace=-] 'En,s - . 1
WT KO WT KO 8 0,5
] [ 0. 0
GLUT1 Norm Hypox Norm Hypox Norm Hypox Norm Hypox

B actine| —|

Figure 33 : Effets de la délétion de SIRT1 d'un paoit de vue moléculaire

La délétion de I'exon 4, faisant partie du domadagalytique de SIRT1, cause la production d’unetgine
tronquée. Le niveau de la forme sauvage de SIRTEigsificativement réduit dans les poumons degisou
déficientes en SIRT1 (SIRT1 KO), en normoxie ethgpoxie (n=5-6). Les poumons des souris SIRT1 KO
montrent une diminution de I'expression de PGCet de HIF-Ii (n=5-6), et une augmentation de GLUT1
(n=3), suite a I'hypoxie chronique.
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Bien que la délétion de SIRT1 n'a pas d’effet emmmxie, suite a I'hypoxie chronique le
remodelage des petites arteres pulmonaires (diarmgérieur a 50 pm) est plus intense dans
les poumons des souris SIRT1 KO. Une diminution pdurcentage des vaisseaux non
muscularisés, associée a une augmentation du poagee des vaisseaux totalement
muscularisés, est notamment observée. La propodiarieres pulmonaires partiellement
muscularisées montre aussi une tendance a l'augtimntchez les souris déficientes en
SIRT1 (figure 34A).

Cela est associé a une augmentation accentuéepdeskion systolique et de I'’hypertrophie
du ventricule droit, cette derniére étant révél@eyne augmentation du rapport entre le poids
du ventricule droit (VD) et celui du ventricule gde (VG) avec le septum (S) (rapport de
Fulton) (figure 34B).
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Figure 34 : Effet de la délétion de SIRT1 sur le imodelage vasculairen vivo.

(A) Images représentatives des artéres pulmondé@esouris aprés marquage avec (de gauche a deoggehde
fluorescente Hoechst, I'anticorps dirigé contrefdeteur endothélial de Von Willebrand (VWF) et aent'o
actine du muscle lisse SMC). La barre d’échelle en bas & droite représené dimension réelle de 50um. Le
remodelage vasculaire suite a I’hypoxie chronigsteptus marqué dans les poumons des souris SIRT1IKO
pourcentage des vaisseaux non muscularisés dimathaies, que celui des vaisseaux entierement museésar
augmente, de facon encore plus importante aprdéléion de SIRT1 (n=5-6). (B) La pression du vieote
droit est aggravée chez les souris SIRT1 KO pguadpmux souris WT aprés exposition a I'hypoxiecctique
(n=4-5). L'index de Fulton, calculé en divisantpeids du ventricule droit (VD) par celui du venttdie gauche
et du septum (VG+S) est plus important chez legisdBIRT1 KO que chez les WT sujettes a I'hypoxie
chronique (n=5-6). *p<0,05, **p<0,01, **p<0,00dersusnormoxie ; $p<0,05, $$p<0,dkrsuswild-type.
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V. Effet d'une régulation positive de SIRT1 sur la
prolifération des CML-AP

Pour confirmer ces résultats qui tendent a mongee SIRT1 régule négativement la
prolifération des CML-AP, l'effet de sa surexpressia été étudié. De facon surprenante,
'augmentation de SIRT1 de 470% induite via l'irtfen par adénovirus n’a aucun effet sur la
prolifération des CML-AP de rat, comme illustré paclivage de WST-1 en figure 35.

4.5 7
4 1
3.5 1

Clivage relatif

vinculine | e

Véhicule PDGF

Figure 35 : Effet de la surexpression de SIRT1 sua prolifération des CML-AP de rat.
L’augmentation du niveau protéique de SIRT1 au mayene infection par adénovirus (multiplicité déetion
de 100) n'a pas d'effet sur la prolifération des IGKMP de rat, comme indiqué par l'inaltération divage de

WST-1 (n=3). adfGAL : adénovirus contréles surexprimant ffa galactosidase ; advSIRT1 : adénovirus
surexprimant SIRT1.

En paralléle, I'effet de I'activation de SIRT1 aéé&ttudié. Tout d’abord, la spécificité de
l'activateur Stac-3 a été vérifiée, via la détectite I'acétylation de certaines cibles de SIRT1,
telles que I'histone H1, FOXO1 et PGG-En figure 36, il apparait que la présence de-Stac
entraine la réduction significative du niveau dtgta&ion de ces trois cibles, confirmant ainsi
gue la désacétylase SIRT1 est activée. Le traiteangt Stac-3 augmente en outre de 65%
I'expression de NAMPT, enzyme qui permet la protuctle NAD', le cofacteur de SIRT1.
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Figure 36 : Effet de Stac-3 sur 'activité de SIRT1

Le traitement avec Stac-3 (10 uM) cause une réatudignificative du niveau d’acétylation des ciblis
SIRT1, a savoir PGCel(n=3), I'hnistone H1 et FOXO1 (n=4-6). Stac-3 prque l'augmentation de la quantité
en ARNm de NAMPT, enzyme nécessaire a I'activitéStiRT1 (n=4). $p<0,05, $$$p<0,00&rsusles CML-
AP traitées avec le PDGF.

Stac-3 a été donc testé dans les CML-AP de rat; ewplorer ses effets potentiels sur la
prolifération. Stac-3 annihile complétement leseeffstimulateurs de PDGF. En effet, le
nombre de cellules, le clivage de WST-1 et I'inavgtion de BrdU reviennent aux niveaux
du contrble suite au traitement avec cet activafegure 37A). Cette observation est aussi
confirmée par la détection du PCNA, qui augmentgeseent suite au traitement avec PDGF
seul, et non en présence de Stac-3 (figure 37B)r Pauver que les effets de Stac-3 sont
dépendants de I'activation de SIRT1, un autre atdiwr spécifique (SRT1720) a été utilisé.
Cet agent inhibe aussi la prolifération, commedigue la réduction significative du clivage
de WST-1, confirmant I'effet antiprolifératif de ST 1 (figure 37C).

De maniere importante, I'effet de Stac-3 n’est pasocié a une augmentation de la mort
cellulaire. Le pourcentage de cellules incapabkeslier et de rendre fluorescente la sonde
fluorescéine diacétate n'augmente pas suite aernant avec Stac-3 ; il en est de méme pour
le pourcentage de cellules nécrotiques, perméallexiure de propidium (figure 37D).
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Figure 37 : Effets de Stac-3 sur la prolifération £la mortalité des CML-AP de rat.

(A) Stac-3 (10 uM) inhibe fortement la proliféati des CML-AP de rat induite par le facteur de ssance
PDGF (10 ng/ml), comme le montrent les diminutimhs nombre de cellules, du clivage de WST-1 et de
l'incorporation de I'analogue de la thymidine Brdit4-7). (B) Stac-3 raméne au niveau du contrélguiantité

du marquer de prolifération PCNA, augmentée suitgatement avec PDGF (n=6). (C) L’activateur sfigae

de SIRT1 SRT1720 (1 pM) inhibe aussi la prolifématdes CML-AP puisqu’il diminue significativemerg |
clivage de WST-1 (n=6). (D) Stac-3 n'affecte pasrlartalité des CML-AP de rat : le pourcentage déules
mortes, n'ayant pas d'estérases actives pour clizesonde fluorescéine diacétate (FDA) en la rendan
fluorescente, n'augmente pas suite au traitemeat &tac-3 (n=7). En paralléle, le pourcentage deles
nécrotiques, perméables a la sonde intercalantNlA@2lure de propidium (PI), est aussi inaltéré (n=g<0,05,
**n<0,01, ***p<0,001 versusles CML-AP contréles non traitées ; $p<0,05, $$p20/ersusles CML-AP
traitées avec le PDGF.

Au vu des effets importants de Stac-3 sur la pFraiion des CML-AP de rat, cette molécule
a été testée par la suite dans les CML-AP-HTAP. &étateur inhibe puissamment aussi
leur prolifération, comme l'indique la réduction 8@% du clivage de WST-1 et la diminution

de 80% de [lincorporation de BrdU (figure 38A). && montre également un effet
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antiprolifératif sur les CML-AP-CTL, bien qu’il sbplus faible : le clivage de WST-1 n’est
en effet pas réduit de maniére significative, etliminution de I'incorporation de BrdU est
moins importante (figure 38B). Enfin, Stac-3 préxidaugmentation du marqueur de la
prolifération PCNA proliferating cell nuclear antigendans les CML-AP-HTAP (figure
38C).
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Figure 38 : Effet de Stac-3 sur la prolifération de CML-AP humaines.

(A) Stac-3 (10 uM) inhibe fortement la prolifératidles CML-AP-HTAP, comme le montre la diminution du
clivage de WST-1 par les cellules viables et laidirtion de I'incorporation de I'analogue de la thigine BrdU

par les cellules en réplication (n=4). (B) L'effattiprolifératif de Stac-3 est confirmé dans leslCAP-CTL,
méme s'il est moins marqué que dans les cellulevéls de patients HTAP (n=3). (C) Stac-3 empéche
I'élévation du niveau du marqueur de prolifératib@NA des CML-AP-HTAP, le ramenant a la valeur des
CML-AP-CTL (n=4). *p<0,05, **p<0,0lversusCML-AP-HTAP ; $p<0,05 versus CML-AP-HTAP.
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VI. Effets métaboliques de l'activation de SIRT1

L’activation de SIRT1 montre un puissant effet ardiifératif sur les CML-AP. Pour
décortiquer les voies métaboliques qui peuventigtptiquées dans cet effet, les niveaux en
ARNmM et protéine de plusieurs acteurs de la big@tEjue des mitochondries ont été
analysés.

Ainsi, l'activation de SIRT1 par Stac-3 engend@ufmentation de la masse mitochondriale
dans les CML-AP dérivant de patients atteints d’'HTAcomme l'indique I'élévation du
niveau protéique de VDAC et de la citrate synthéggire 39A), marquers de la masse
mitochondriale.

Cette augmentation peut étre provoquée par l'adtivadu programme de la biogenése
mitochondriale. Etant donné que SIRT1 est un daégadeurs majeurs du régulateur clé de ce
processus, PGCal I'expression génique des composants de la castadscriptionelle
initiée par ce co-activateur a été mesurée. L'esgpom en ARNm de plusieurs cibles de PGC-
la, telles que les facteurs transcriptionnels ERRPARy, et 'enzyme antioxydante SOD2
est augmentée dans les CML-AP-HTAP suite au tratgnavec Stac-3 (figure 39B),
suggérant donc une activation de ce co-activaigte a I'activation de SIRT1 par Stac-3.

En parallele, Stac-3 engendre une augmentatiora dealsse mitochondriale aussi dans un
autre modéle cellulaire, les CML-AP de rat. En efftac-3 augmente le niveau protéique de
VDAC et de la citrate synthase et, de fagcon coléreaussi la quantité du facteur de
transcription mitochondrial TFAM, impliqué dansttanscription et la réplication du génome
des mitochondries (figure 39C). Cette augmentalmia masse mitochondriale est associée a
I'activation de I'expression génique de facteurstr@dascription activés par PGC-1 tels que
ERRo, PPARy, GABP, ainsi que des cibles TFAM, I'enzyme antidagte GPx1 et la sirtuine
SIRT3 (figure 39D).

Dans I'ensemble, ces résultats suggérent une @iotivde PGC-& SIRT1-dépendante dans
les deux modeles cellulaires, qui méne a son tdactvation du programme de la biogenése

mitochondriale.
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Figure 39 : Effets métaboliques de I'activation dSIRT1.

(A) Stac-3 (10 uM) engendre I'augmentation de Iassamitochondriale dans les CML-AP dérivant deepidi
atteints d’'HTAP, comme le montre I'élévation du tmu de VDAC et de la citrate synthase (n=3). (B)
L'augmentation de la masse mitochondriale suitéraitement avec Stac-3 est associée a une augmendst
I'expression génique de certaines cibles du régutatlé de la biogenése mitochondriale PGCtélles que les
facteurs de transcription ERRet PPAR, ainsi que I'enzyme antioxydante SOD2 (n=4). (€)cS3 occasionne
laugmentation de la masse mitochondriale ausss darmodéle des CML-AP de rat : le niveau protéidae
VDAC et de la citrate synthase est plus élevé suitgaitement avec Stac-3, et cela est assoaié anportante
augmentation du facteur de transcription mitoch@hdfFAM, impliqué dans la transcription et dans la
réplication du génome mitochondrial (n=4-7). (Drugmentation de la masse mitochondriale par Stest3
associée a l'activation de I'expression de plusietibles de PGCel telles que les facteurs de transcription
ERRo, PPAR:, TFAM et GABP, ainsi que I'enzyme antioxydante GPet la sirtuine 3 (n=4). *p<0,05,
**p<0,01, **p<0,001 versusles CML-AP non traitées ; $p<0,05, $$p<0,01, $$$p€0 versus les CML-AP
traitées avec le PDGF ou les CML-AP-HTAP.
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VIl. Effets de l'activation de SIRT1 sur la morphol ogie

mitochondriale
Etant donné que la fragmentation mitochondrialet gte un facteur favorisant I'hyper-

prolifération, nous avons étudié l'effet de l'aation de SIRT1 sur la morphologie
mitochondriale. En effet, comme l'indique la figut®e, le traitement avec Stac-3 prévient les
changements du réseau mitochondrial induits pagrdéifération PDGF-dépendante. Ainsi,
l'augmentation du pourcentage de petites mitoctierdl pn?) et, en paralléle, la
diminution du pourcentage de grosses mitochondfiés unt) sont prévenues par le
traitement avec Stac-3. La forte tendance (p= Q,@59a réduction de la présence de
mitochondries de taille moyenne, ayant un volummmis entre 1 et 5 unen présence de
PDGF est aussi évitée par I'activation de Stac&id\Noouvons donc conclure que l'activation
de SIRT1 normalise la morphologie mitochondrialebéoguant la fragmentation excessive

associée a I'hyperprolifération cellulaire.
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Figure 40 : Effets de I'activation de SIRT1 sur lanorphologie mitochondriale.

(A) Photographies, obtenues par imagerie confocefgésentatives du réseau mitochondrial des CMIdéPat
marqué par la sonde fluorescente MTRIit¢Tracker Orangg La présence de Stac-3 (10 uM) atténue la
fragmentation des mitochondries induite par leefactde croissance PDGF (10 ng/ml). (B) L’histograanm
réveéle que Stac-3 prévient 'augmentation du pauage de petites mitochondriesl (un?) et la diminution du
pourcentage de grosses mitochondries (>8)jcausées par le traitement avec PDGF. Stac-3drdnissi la forte
tendance (p=0,059) a la diminution du pourcentagemitochondries de taille moyenne (entre 1 et 5)um
observée suite au traitement avec PDGF. La moyehherreur standard de quatre expériences indépdad
sont illustrées. Pour chaque expérience, au mansetlules par condition ont été analysées. *p5046rsus les
CML-AP non traitées ; $p<0,05 versus les CML-ARtéms avec le PDGF.
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Discussion

Principaux résultats obtenus

Cette étude a mis en évidence un role potenti€IBd 1 dans la pathogenese de 'HTAP. En
effet, cette désacétylase est moins active danscdiales du muscle lisse de l'artére
pulmonaire (CML-AP) présentant un phénotype hypdifgratif, telles que les CML-AP
issues de patients atteints d’'HTAP idiopathiqueegtCML-AP de rat traitées avec le facteur
de croissance PDGF. L’inhibition pharmacologiquaetous-expression spécifique de SIRT1
favorisent la prolifération des CML-AP de rat enfaines. En outre, la délétion génétique de
cette désacétylase aggrave le remodelage vasciiding par I'’hypoxie chronique chez la
souris, et cela est associé a une augmentationaplentuée de la pression systolique et de
I'hypertrophie du ventricule droit. A l'inverse aktivation pharmacologique de SIRT1 inhibe
profondément la prolifération des CML-AP de ratdets patients HTAP, sans affecter la
mortalité cellulaire. Cette régulation négativelaerolifération cellulaire est associée a une
amelioration du métabolisme mitochondrial, connonoee étant régulé négativement dans les
CML-AP dérivant des patients atteints dHTAP. Eméel, cette étude identifie SIRT1
comme cible thérapeutique prometteuse dans lernnaitt de I'HTAP.

Discussion des résultats et perspectives

A. Les CML-AP des patients atteints d’HTAP présemteun
remodelage métabolique

Un remodelage métabolique caractérisé par une diiom de I'oxydation du glucose en
faveur de la glycolyse, et ce méme en présenceygéme, est une caractéristique de I'HTAP.
Ceci tend a rapprocher cette maladie du cancenplogfie dans laquelle ce phénotype a été
décrit pour la premiere fois par Otto Warburg [4G6}nnant a ce phénomene le nom d’effet
de Warburg. Ce remodelage a été observé danslleeseasculaires pulmonaires telles que
les CML, les cellules endotheliales et les fibrabda [467], et il a été démontré que, de fagon
similaire au cancer, il participe au phénotype mgpaifératif et antiapoptotique cellulaire,
contribuant de ce fait au remodelage vasculaireguune des signatures de 'HTAP [468].

La plupart des informations concernant l'altératttnmétabolisme dans les CML-AP dérive
des modeles animaux d’HTAP. Une dysfonction despdexe I, Il et Ill de la chaine

respiratoire mitochondriale a été ainsi mise eml@&we dans les CML-AP de rats ayant subi
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une injection unique de monocrotaline [469]. Bonekeses collaborateurs [168] ont montré
que les CML isolées de l'artere pulmonaire de rat ffawn hoodell développant
spontanément I'HTAP, présentent un réseau mitoaiandaréfié, une diminution de
'expression de I'enzyme antioxydante SOD2 et uokvation du facteur de transcription
HIF-1a en normoxie, connu pour activer la voie glycolyBgEn ce qui concerne les CML-
AP dérivées de patients atteints d’'HTAP, il a étintré que ces derniéres affichent aussi un
réseau mitochondrial raréfié et une diminution tetivité de SOD2 [168]. En outre,
'expression globale du complexe | et d’HIF dans petits vaisseaux de patients HTAP est
diminuée [168].

La collaboration avec I'équipe de I'hépital Mari@nnelongue nous a permis d'obtenir de
précieuses CML-AP dérivées de patients atteintsSTAP idiopathique ainsi que des CML-
AP de patients non atteints par cette maladiepquservi de contréles. Cela nous a donné la
possibilité d’approfondir les connaissances reéetia I'altération métabolique dans les CML-
AP humaines.

Comme il était attendu, les cellules dérivant digepgs HTAP présentent plusieurs éléments
soutenant I'idée d'un remodelage meétabolique. Efetefdes marqueurs de la masse
mitochondriale, tels que VDAC et la citrate synthasont moins exprimés ; ceci est tout a fait
en accord avec I'observation d’un réseau mitochiahdaréfié dans les CML-AP des patients
HTAP [168]. Cette diminution de la masse mitochdeldr est associée a une régulation
négative du régulateur clé de la biogenese mitabiale PGC-&. Ce résultat est cohérent
avec les études ayant montré que les niveaux d’AR281] et de protéine [285] de ce co-
activateur transcriptionnel sont réduits dans |®L&AP de patients HTAP, et qu’il existe
une corrélation négative entre le niveau de P@Gdnguin des patients et leurs pression
artérielle et résistance vasculaire pulmonaire®J[4De plus, nous avons montré que les
facteurs de transcriptions ERRet PPAR., des cibles de ce co-activateur, sont également
diminués de maniére significative. Le gene de kame antioxydante SOD2, dont la
transcription est trans-activée par PG&-dst aussi moins exprimé dans les CML-AP-HTAP,
confirmant ce qui a été observé dans une étudegeéte [92]. Ces résultats suggerent une
régulation négative de la cascade transcriptioanddl la biogenese mitochondriale dans les
cellules de patients HTAP.

Il a été énoncé précédemment que la masse mitoghlenest finement régulée par la balance
de deux processus opposés : la biogenése mitocakenelr la mitophagie. Par conséquent, les
diminutions de VDAC et de la citrate synthase ob&es chez les CML-AP de patients HTAP

pourraient aussi étre dues a une augmentation diégiadation sélective de ces organites qui
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s’ajouterait a la diminution de la production deuwmelles mitochondries. Cette voie n'a
toutefois pas été explorée dans ce travail etrdispar conséquent tres intéressant d’étudier
les processus mitophagiques dans cette maladigtadtaplus que tres peu d’informations a
ce sujet sont aujourd’hui disponibles. En effetsenl travail suggere une hyperactivation de
'autophagie dans 'HTAP, en s’appuyant sur unevatién du contenu des protéines PINK1
et d’ATG5 (autophagy-related gene) xlivée dans les cellules endothéliales dérivamt d
patients [286]. La dégradation sélective des mitadnies non fonctionnelles est essentielle
pour garantir une bonne qualité de la populationtochiondriale. Cependant, une
augmentation de la dégradation de mitochondriesrate\étre accompagnée d’'une
augmentation de la production de nouveaux orgarstess quoi le résultat pourrait étre
délétére. La quantité de mitochondries pourraftaé@éme pas étre suffisante pour répondre aux
exigences métaboliques cellulaires.

En opposition aux diminutions d’expression deswastelu métabolisme mitochondrial, celle
du transporteur du glucose GLUT1, un des marqueiia voie glycolytique, est augmentée
dans les CML-AP-HTAP. L'augmentation de GLUT1 est accord avec l'observation de
laugmentation de la capture du FD@3F-labeled deoxyglucoseun analogue du glucose,
par les poumons de patients atteint ’HTAP idiojopid [471]. La régulation positive de son
expression correle avec un renforcement de la blgep et est caractéristique d'un large
éventail de types cellulaires cancéreux [472].

L’expression de la lactate déshydrogénase est amsgmentée, ce qui suggere une
favorisation de la fermentation du glucose, c’'edira le découplage de la glycolyse de
I'oxydation du glucose. Ce remodelage pourrait kbuoéer a I'élevation des niveaux de lactate
observée dans le plasma des patients atteint d’'Hd@dPathique [473].

Le recours a la fermentation du glucose durant prodifération rapide pourrait paraitre
surprenant en raison de la présence d’oxygene.éphcation cellulaire est en effet un
processus qui demande beaucoup d’énergie pour enaides fonctions cellulaires et les
réactions biosynthétiques, et I'oxydation du glec@ niveau des mitochondries est un
processus beaucoup plus efficace pour la productidmP que la fermentation du glucose.
Cependant, une augmentation de la glycolyse pemheetmaintenir de hauts niveaux
d’'intermédiaires glycolytiques qui sont pour le@aripnécessaires a la biosynthése [474]. La
génération de cellules filles demande effectivermantéplication de tous les composants
cellulaires, tels que I'ADN, I'ARN, les lipides #&ts protéines, et la dégradation du glucose
assure l'apport des précurseurs de composants giresi(nucléotides, lipides et acides

aminés) utilisés pour former les diverses macrooudds [474]. Dans cette théorie, la
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régulation négative du métabolisme mitochondriataisedonc un aspect secondaire,
influencant de fagon indirecte la prolifération lakdire via le renforcement de la voie
glycolytique.

En paralléle, il a été montré qu'une dysfonctiortoctiondrialeper sepeut influencer la
prolifération des CML-AP. En effet, I'altération da dynamique mitochondriale dans les
CML-AP de patients HTAP, qui présent notamment angmentation de la fission, est
nécessaire pour leur hyperprolifération : l'inhitit pharmacologique de la protéine de la
fission DRP1, en fait, blogue le cycle cellulaiteaenéliore 'HTAP expérimentale [284]. De
facon intéressante, I'activation anormale de Isidis mitochondriale a aussi été observé dans
le cadre du cancer [475]. La fusion apparait égalgraltérée dans I'HTAP. L'expression de
la protéine MFN2 est en effet diminuée dans les GALde patients et de modeles animaux
[285]. Sa surexpression inhibe la prolifération G&4L-AP, et a des effets bénéfiques sur des
parametres de I'HTAP expérimentale tels que I'épssement de la media de lartére
pulmonaire et la résistance vasculaire [285].

La dysfonction mitochondriale peut en outre agieciement sur le remodelage vasculaire de
'HTAP et sur la formation tumorale en modulantpiptose. En effet, I'accumulation
cellulaire est le résultat d’un déséquilibre emdedeux phénomenes opposés de prolifération
et mort cellulaire. Les mitochondries sont esséasigoour le déclenchement de I'apoptose
notamment par la libération des facteurs pro apmoptes cytochrome et Diablo dans le
cytoplasme. Etant donné que cette libération pewirdieu suite a une dépolarisation
membranaire causant I'ouverture du pore de tramsiie perméabilité mitochondrial, méga-
canal voltage-dépendant, I'’hyperpolarisation de®chiondries inhibe I'apoptose. De maniére
intéressante, les mitochondries apparaissent hglagigees dans 'HTAP [166] et le cancer
[476], ce qui pourrait par conséquent contribulerua résistance a la mort cellulaire.

Une diminution de la respiration mitochondriale doih a une diminution du potentiel car
moins de protons sont pompés a travers la memhbmgioehondriale interne [477, 478] ; le
fait que les mitochondries dans 'HTAP et le capcealadies toutes deux caractérisées par
une diminution du métabolisme mitochondrial, soieémgperpolarisées pourrait donc
apparaitre comme une contradiction. Cela peut &miqué par la diminution du &a
mitochondrial observée dans ces deux pathologi@s, [231] : le C& contient deux charges
positives, donc un contenu inferieur de cet ionsdanmatrice mitochondriale provoque une
différence importante de charges positives entespace intermembranaire et la matrice.
L'importance du C& dans la modulation du potentiel de membrane mitodhale a été

montrée, par exemple, par Haslip et ses collabamtf286]. lls montrent que la sous-
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expression d’UCP2uficoupling protein 2 qui contribue a la fuite dépolarisante de pretan
travers la membrane mitochondriale interne [488tagionne une diminution inattendue du
potentiel due a une réduction de la capture dtf Gans la mitochondrie [286]. En effet,
UCP2 est un régulateur clé de I'absorption mitochiae de C&' [481], et l'utilisation d’un
chélateur de CG&prévient la dépolarisation causée par sa sous-sipre[286]. Une autre
explication possible pourrait étre une diminutioe th sensibilité de I'ATP synthase
(complexe V) a I'ADP. Dans ce cas-la, malgré la idition de la synthése d’ATP, le
potentiel de membrane mitochondrial est élevé. fiet EBoligomycine, antibiotique capable
de bloquer le canal protonique de I'ATP synthasegbiant ainsi la synthése d’ATP, engendre
I’hyperpolarisation des mitochondries [478].

Au phénotype hyperprolifératif, a la résistancéa@pdptose et au métabolisme énergétique
altéré des cellules vasculaires pulmonaires desermpat HTAP s’ajoutent d'autres
caractéristiques communes au cancer. Par exempeexpansion monoclonale de cellules
endothéliales a été révélée dans des poumons idatpadtteints d’'HTAP idiopathique [48],
des preuves d’instabilité de courtes séquences N'ABDN microsatellites) au niveau des
Iésions plexiformes [482] et une autosuffisancefaaeurs de croissance tels que le PDGF
[140, 483, 484], 'endothéline-1 [94, 485], la gérune [181] et I'angiotensine 1l [486] ont
également été montrées. Les poumons et les celulesulture issus des patients HTAP
présentent, en outre, des anormalités chromosomigamatiques [487]. Il est cependant
crucial de noter que des differences importantssngiuent le cancer de 'HTAP. L’absence
d’'invasion et de métastase dans 'HTAP [488], leses pathogéniques impliqués et le degré

d’instabilité génomique et d’angiogénese sont aabe de ces différences.

B. La balance acétylation/désacétylation penche svéncétylation
dans les CML-AP en hyperprolifération

Jusqu’a aujourd’hui, aucune étude n’avait expl@at d’activation de SIRT1 dans 'HTAP.
Cependant, Paulin et ses collaborateurs [291] @mitr@ qu’une autre sirtuine impliquée dans
le métabolisme, SIRT3, est sousexprimée dans I'HTd&pathique. En effet, des extraits
protéigues mitochondriaux dérivés d’échantillons mmumon de patients, ainsi que de
modeles animaux d’'HTAP, présentent une réductioeahienu en SIRT3 qui serait due, au
moins en partie, a la diminution de son activatieanscriptionnel PGC+l [291]. Ceci est
associé a une augmentation du niveau d’acétylatésnprotéines mitochondriales par rapport
aux contrbles [291]. Il est & noter que SIRT3 n’pas la seule sirtuine mitochondriale ;
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néanmoins, son activité est prépondérante, étamiédgue parmi les souris déficientes en
SIRT3, SIRT4 et SIRTS5, seules les premieres montnee élévation de l'acétylation des
protéines mitochondriales [489]. De facon intéressachez les patients HTAP la diminution
de I'expression de SIRT3 est associee a I'augmentaie I'expression d’'une isoforme non
active de SIRT3, présentant un polymorphisme deul sucléotide [291]. Chez la souris,
'absence de SIRT3 entraine une augmentation dmthéation inhibitrice des protéines
mitochondriales impliquées dans le cycle de Kraédscitrate déshydrogénase 2 [490]) et de
I'oxydation phosphorylante (complexes I, Il, 11l €t[491]). Il s’en suit une diminution de
l'oxydation du glucose et une augmentation de lgcayse qui, comme discuté
précédemment, sont de caractéristiques partagéesI'®tTAP et le cancer. Une diminution
de SIRT3, pouvant atteindre 40%, a été observés b cancers du sein et des ovaires
[492]. Etant donné que SIRT3 et SIRTL1 travailleatadncert pour stimuler le métabolisme
mitochondrial méme si leur localisation est diffése il semble raisonnable de penser que
SIRT1 pourrait également étre un suppresseur deursn En effet, des travaux récents
utilisant des souris génétiquement modifiées onitnéole réle protecteur de SIRT1 dans de
nombreux cancers [354]. De plus, certaines dons@gsconnent I'implication de SIRT1 dans
le développement d'HTAP. Ainsi, le resvératrolatdstriction calorique, qui activent, entre
autres, SIRT1, ont montré des effets bénéfiques das modeles animaux d’'HTAP [407—-
411).

A la lumiére de ce qui précede, la question d’'usspie role de SIRT1 dans 'HTAP se pose.
Nous avons montré que des cibles de SIRT1 telles lqustone 1 et PGCel sont
hyperacétylées dans les CML-AP dérivées de patldhsP, suggérant une baisse d’activité
de cette désacétylase. De plus, cette inhibitiombsrait étre intimement liée a la
prolifération, puisque les CML-AP de rat présentené augmentation de I'acétylation des
cibles PGC-&, I'histone H1 et FOXOL1 lorsquelles sont stimuléagec le facteur de
croissance PDGF. Pour évaluer les changementsvifdaie SIRT1 nous avons préféré la
mesure de I'état d’acétylation des ses substrafsifsgues [493] a I'utilisation de divers kits
commerciaux disponibles. Ces derniers prévoient effet I'isolement dune SIRT1
immunopurifiée a partir de cellules ou de tisswsguai perturbe les interactions régulatrices
protéine-protéine. De plus, 'enzyme est retiréesale contexte naturel, ou la concentration et
la localisation du NAD, du nicotinamide et de I'O-acétyl-ADP ribose, dqofluencent la
réaction, peuvent varier selon les diverses camtitphysiologiques.

Nous avons ensuite mesuré le niveau de SIRT1 dsn€ML-AP de patients HTAP. Bien

gue son activité semble étre diminuée, son cordePRNmM et en protéine ressemble a celui
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des cellules contrbles. Ainsi, il se pourrait qaepkotéineper sesoit moins active. Pour
vérifier cela, il serait judicieux d'explorer s'dxiste des polymorphismes perte de fonction
pour cette sirtuine. Une autre explication, plugbable, pourrait étre formulée en avancant
gue I'environnement dans les CML-AP des patientsras d’'HTAP serait moins favorable a
son activité de désacétylase. Dans les cellulesfcanses, I'importante augmentation du flux
glycolytigue génere rapidement de I'ATP dans leopldsme, augmentant le rapport
NADH/NAD™ cytoplasmique. Le pyruvate issu de la glycolyseessuite préférentielleent
converti en lactate par la lactate déshydrogénasauAieu d’étre transformé en acétyl-CoA
dans la mitochondrie par la pyruvate déshydrogémasgnérant ainsi le NADa partir du
NADH pour maintenir la glycolyse [494]. L’'accumulat de lactate provoque une
augmentation de NADH comparé au NADe rapport entre la concentration de lactate et
celle du pyruvate étant directement proportionnelrapport entre le NADH et le NAD
[495]. Etant donné que les CML-AP de patients HT&®ht aussi caractérisées par ce
remodelage métabolique, I'nypothése qu’elles préserégalement un rapport NADH/NAD
augmenté est tentante. Sachant que l'activité dRTSBldépend du cofacteur NADcela
pourrait expliquer I'inhibition de SIRT1 observé®&ur confirmer cette hypothese, le rapport
NADH/NAD" dans les CML-AP de patients devrait &tre mesuégeRiment, Christensen et
ses collaborateurs [496] ont concu une méthode muasive utilisant du glucose
hyperpolarisé qui permet de calculer les conceotratcellulaires de lactate et pyruvate et,
donc, du rapport NADH/NAD

Nous avons ensuite exploré I'expression d’autreseums participant a la balance
acétylation/désacétylation, tels que NAMPT et GCNB. premier, indispensable pour
I'activité de SIRT1, affiche des niveaux d’expresssimilaires chez les CML-AP de patients
et controles. GCN5, l'acétyltransférase antagontte SIRT1, est surexprimée chez les
patients HTAP, au moins pour ce qui concerne SorNMR Il serait trés intéressant
d’approfondir I'étude de son réle dans cette maladin effet, 'hyperacétylation et, par
conséquent, l'activité diminuée de PG&feuvent étre causées par une inhibition de SIRT1
ou une activation de GCN5.

Dans I'ensemble, ces résultats suggerent que dmbalacétylation/désacétylation penche vers
I'acétylation dans les CML-AP dérivées de pati¢fhiiAP.

C. La régulation négative de SIRT1 facilite la pr#ration des
CML-AP
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Le réle causal de SIRT1 dans la prolifération délpegun contexte cellulaire : par exemple, il a
été démontré gu’elle agit en tant qu’oncogéne tienesellules endothéliales aortiques de porc
et les cellules de mélanome humaines [497, 498}saju’elle inhibe la prolifération des
cellules humaines du carcinome du colon et du cagasrique [499, 500].

Aucune étude n’a exploré la régulation de la péodifion des CML-AP par cette désacétylase.
Nous avons montré que l'inhibition pharmacologiglee SIRT1 par le sirtinol augmente la
prolifération des CML-AP de rat induite par le faat de croissance PDGF. Etant donné que
les activateurs et inhibiteurs pharmacologiques/@eune pas étre spécifiques selon la dose
utilisée, nous avons spécifiquement sous-régulée ceésacétylase via la technique de
linterférence par ARN pour vérifier que l'effet rsda prolifération dérivait bien de
l'inactivation de SIRT1. Nous avons confirmé leer@e suppresseur de tumeur de SIRT1
dans les CML-AP de rat et humaines, montrant quinténution de son expression facilite la
prolifération de ces cellules. Cela témoigne le i@ghthogénique de l'altération de la balance

acétylation/désacétylation dans I'hyperprolifératies CML-AP.

D. La délétion génétique de SIRT1 aggrave le remagde vasculaire
induit par I'hypoxie chronique chez la souris

Diverses études ont suggéré un rble protecteutRI€lSdans le développement de 'HT AP
vivo [407-411]. Néanmoins, les activateurs de SIRTIis@s dans ces travaux, le resvératrol
et la restriction calorique, ne sont pas spéciiqoaisqu’ils ont plusieurs autres cibles [462,
463]. Par conséquent, les effets observés peuv@ited de I'activation d’autres voies que
celle de SIRTL1. La seule preuve que SIRT1 peuttflEment améliorer 'HTAP dérive de sa
surexpression, qui montre un effet bénéfigue surrate ayant subi une injection de
monocrotaline [411].

Jusqu’a aujourd’hui, aucune étude n'avait été ciiadaur les effets potentiels d'une
régulation négative de SIRT1 dans le remodelagewaise pulmonaire, signature de
'HTAP. Ainsi, nous avons exploré les conséquerttese délétion genétique de SIRT1 chez
la souris dans des conditions d’hypoxie chronigeennue pour induire un remodelage
vasculaire. Nous avons montré que les souris ideeasi pour le géne de SIRT1 (souris SIRT1
KO) présentent un remodelage vasculaire plus ieteuge les souris controles issues de la
méme lignée apres 3 semaines d’hypoxie chronigaka €st associé a une aggravation de la
pression systolique et de I'hypertrophie du ventadroit. Au vu de I'effet pro-prolifératif de

la sous-régulation de SIRTd vitro, il est tentant d'imaginer que 'augmentation deBules
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positives a I'actine du muscle lisse observée tlmsaisseaux pulmonaires des souris SIRT1
KO soit provoquée par 'augmentation de la prodifeim des CML-AP. Cependant, comme il
a été discuté dans lintroduction, I'épaississeméatla media et la néomuscularisation
peuvent aussi étre causés par d’autres phénomtatesgue la migration d’autres types
cellulaires. Ainsi, pour vérifier si les CML-AP desuris KO hyperproliferent, une expérience
complémentaire d’immunohistochimie devrait étredigte, telle gu’'un double marquage du
muscle lisse et d’'un marqueur de prolifération, rpeérifier si ces souris présentent une
augmentation de leur colocalisation.

D’un point de vue moléculaire, les souris SIRT1 E®hypoxie montrent un niveau réduit de
PGC-1u par rapport aux souris contréles, suggérant g&3 Slpeut moduler non seulement
son activation mais également son expression ostagalité. Bien que SIRT1 soit surtout
connue comme un activateur post traductionnel dmeactivateur, elle semble agir aussi sur
son expression génique. En effet, Amat et seshmitdeurs [501] ont montré que, dans le
muscle squelettique, SIRT1 contrdle sa transcriptia une boucle d’autorégulation de PGC-
la, suite a la formation d’un complexe avec ce covatgur et le facteur myogénique MyoD
(myogenic determing factprLa diminution d’expression de PGG-pourrait donc engendrer
une baisse du métabolisme mitochondrial, qui, conhaeété discuté précedemment, favorise
la prolifération des cellules vasculaires pulmoesidans I'HTAP. Il est cependant important
de noter que, contrairement a ce qui est obsemsg KHTAP humaine, I’hypoxie chronique
chez la souris augmente le niveau protéique de B&GEusieurs études ont montré une
activation de ce co-activateur transcriptionnetesai I'hypoxie. En effet, son expression est
induite dans les myotubes en culture par des donditmimant I'ischémie [502]. De fagon
similaire, I'hypoxia hypobare active PGG:-%t la biogenése mitochondriale dans le sous-
cortex cérébral murin [503].

Cette induction en condition hypoxique pourraie@&tn mécanisme permettant d’augmenter la
production d’ATP et de limiter les dommages provspar la carence d’oxygene. La
réduction de I'expression de PGG-aprés la délétion de SIRT1 pourrait donc préveeite
réponse, et la production d’énergie devrait étwgri® principalement par la glycolyse, qui
permettrait donc la production des intermédiairésegsaires pour la biosynthése durant la
prolifération cellulaire. En effet, les poumons dssuris SIRT1 KO présentent une
augmentation du transporteur du glucose GLUTL, &w@gg que la voie glycolytique est
activée. Cependant, cette observation reste acétrBrmée, par exemple via la détection
d’autres marqueurs glycolytiques, tels que la phoBpctokinase et le glycéraldéhyde 3

phosphate déshydrogénase.
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Récemment il a été démontré que, dans le musclettique, SIRT1 peut aussi améliorer
I'activité mitochondriale via une voie PGG+iIndépendante [504]. En effet, SIRT1 stabilise
'ubiquitine ligase Von Hippel-Lindau, qui reconhales résidus de lysine hydroxylés sur
HIF-1a, provoquant ainsi une dégradation majeure de d@edade transcription. Or HIFal
inhibe c-myc, un facteur de transcription qui régld transcription de TFAM. Ainsi en
diminuant indirectement le niveau protéiqgue d'HIik-1SIRT1 module positivement
I'expression de TFAM et, par conséquent, I'expmssies géenes mitochondriaux [504]. De
facon inattendue, le contenu protéique d’HiF€ekt inaltéré entre les souris SIRT1 KO et les
contrbles en normoxie, et suite a I'hypoxie chroeigles souris déficientes en SIRT1
présentent méme un niveau d’HIk-ibferieur & celui des souris contréles. Il a étntré que
SIRT1 régule négativement HIktlaussi en le désacétylant directement, bloquarsi &n
recrutement du co-activateur transcriptionnel p80@duisant alors son activité [505].

Ce facteur de transcription joue un réle clé damspéthogenése de I'HTAP, induisant
I'expression de genes de la voie glycolytique tdfais, au regard de son expression chez les
souris SIRT1 KO, l'aggravation du remodelage vaaicalobservée chez les souris SIRT1 KO
ne passerait pas par cette voie.

L’hypoxie chronique chez la souris induit une augtagon du niveau de SIRT1. L’induction
de SIRT1 par I'hypoxie a déja été observée au nivies cardiomyocytes : la régulation
négative du microARN miR-199a, qui déstabilise IR de SIRT1 et HIF-d, mene en
effet a 'augmentation de I'expression de ces @esnet donc a la diminution de I'apoptose
due a la destabilisation de p53 [421]. Une autteleétmontre au contraire que I'hypoxie,
occasionnant une baisse des niveaux de NAfuse la régulation négative de SIRTIL,
prévenant donc I'action inhibitrice de cette désgdaée sur HIF-& [505]. Ainsi, la régulation
de SIRT1 par I'hypoxie semble étre un mécanismeptexe, probablement dépendant du
type cellulaire.

Si a la suite de I'hypoxie chronique la délétion 8ERT1 a des conséquences sur le
remodelage vasculaire et cardiaque, aucune différest observée entre les deux génotypes
en normoxie. Cela contraste avec ce qui a été wbgar Paulin et ses collaborateurs [291]
suite a la délétion de SIRT3: en effet, les so@RT3 KO développent spontanément
'HTAP. Cependant, quelques observations sont sé&es. Bien que les deux sirtuines
soient impliquées dans le métabolisme, leurs fonstsont bien distinctes. SIRT1 agit via la
transcription AMPK- et PGCetdépendante de génes mitochondriaux codant pour des
protéines impliquées dans la biogenése, la fusida &ssion des mitochondries, ainsi que

pour des composants de la chaine respiratoire. BpOUr sa part active les composants
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mitochondriaux du cycle de Krebs et de I'oxydatposphorylante [506]. Par conséquent, il
est tout a fait possible que leur délétion ait défets différents. SIRT1 est une protéine
senseur du stress oxydant [507] et il n'est dorec uaprenant que les effets de sa délétion
n‘apparaissent qu’'apres l'exposition au stress kigpe. En effet, plusieurs études ont
montré des différences significatives entre lexdgnotypes seulement apres exposition des
animaux déficients en SIRT1 a un stress, tels ¢emeddtoxine [508] ou une réaction
allergique [509]. De plus, la délétion de la mémeume peut avoir deux effets
contradictoires. En effet, alors que Waypa et sdalwrateurs [510] montrent que des souris
invalidées pour SIRT3 ne développent pas une HTIAB gevére que les souris sauvages de
la méme lignée aprés exposition a I'hypoxie chroajgPaulin et ses collaborateurs [291]
démontrent en revanche que la déficience en SIRI&mine a elle seule le développement
spontané de I'HTAP chez la souris. Cela pourraé @6 a fond génétique qui differe entre les
animaux. Comme le discutent par Paulin et ses lumideurs, la délétion de SIRT3, géne
impliqué dans le métabolisme, aurait un impact piysortant chez les souris utilisées dans
leur étude, les 129/Sv, car elles présentent gyif@ un métabolisme plus lent et une fonction
mitochondriale plus faible que les souris C57BL/é khutre étude [291]. Une autre
explication pourrait étre 'age des animaux utdisins les deux travaux. SIRT3 a en effet été
associée au vieillissement et il a été suggéréogtte désacétylase pourrait jouer un réle
important aux ages plus avancées [511, 512]. Cgmenétant donné que dans les deux
articles I'age des animaux n’est pas spécifié;abhnpas possible de faire d’hypotheses a ce
sujet.

A ce propos, il est important de noter que dansenétiude les souris ont été utilisées a I'age
de 4 mois et demi. Il se pourrait que la délétienSIRT1 ait des effets a des stades plus
tardifs chez des animaux non soumis a des situgatin stress. Pour cela, il serait tres
intéressant d’induire la délétion de SIRT1 chez sogris et de les laisser vieillir, puis de

mesurer le remodelage vasculaire et cardiaque.

E. La surexpression de SIRT1 n’influence pas la fifération des
CML-AP.

Nous avons montré que la surexpression de SIRTityasement a sa sous-expression, n'a
aucun effet sur la prolifération des CML-AP estinpge le clivage du sel WST-1. |l est

important de souligner que ce test, trés simpl@ratique a réaliser, présente des points
faibles. En effet, il ne permet pas de distinguarm® augmentation du signal est due a une

140



augmentation de la prolifération ou bien a une dution de la mort cellulaire. En outre, étant
donné que le clivage du sel WST-1 se base suniictle déshydrogénases mitochondriales,
il se pourrait qu'a nombre égal de cellules lemaix different si une condition affecte
I'activité de ces enzymes. SIRT1 étant un modulgpesitif du métabolisme mitochondrial, il
serait judicieux de confirmer le résultat obtenu gie@s moyens plus précis d’évaluation de la
prolifération cellulaire, tel que la mesure ded@mporation du BrdU.

Dans le cas ou ce résultat était confirmé, I'absetieffet de la surexpression de SIRT1 sur la
prolifération pourrait paraitre surprenante. Cep@nd des études ont démontré qu’une
augmentation de I'expression de SIRT1 ne corretefpacement avec une augmentation de
son activité [513]. En général, il est reconnu dpesurexpression d’'un enzyme peut étre
associée a une diminution de son activité. Par plentes niveaux de guanylate cyclase
augmentent considérablement chez les patientattdiHTAP, alors que son activité est
fortement réduite [627]. Cela pourrait étre un nmézime de compensation cellulaire pour
répondre aux niveaux élevés d’enzyme inactive.

En ce qui concerne SIRT1, il est important de gaald’esprit que cette enzyme est un
senseur métabolique de la cellule, répondant ateank de NAD, qui est son cofacteur. Par
conséquent, une augmentation de protéines SIRTlpew# pas se traduire par une

augmentation de protéines SIRT1 actives si I'é&@tamolique cellulaire ne change pas.

F. Stac-3 active SIRT1 dans les CML-AP.

Pour activer SIRT1, nous avons utilisé le compos&-3 6irtuin activating compound)3
Bien que diverses études aient démontré que des fitésents dans la nature (par exemple,
le resvératrol), ainsi que des Stacs synthétigheriguement différents, activent SIRTA
vitro en abaissant sa constant de Michaddig) ([356, 360, 376, 377], la légitimité de ces
molécules en tant qu’activateurs directs de SIREtéaobjet d’'un long débat. En effet, des
études ont montré que les Stacs augmentent I'ectilé SIRT1 vers des substrats marqués
avec le fluorophore utilisé pour la détection, maas vers ces mémes peptides lorsqu’ils ne
sont pas marqués [448, 515, 516], soulevant leeddwin possible artefact. Etant donné que
les fluorophores utilisés dans ces études étaigdtophobes [376, 377], Hubbard et ses
collaborateurs [450] ont testé si des groups hysbps pouvaient faciliter I'activation de
SIRT1 par les Stacs. En effet, des motifs hydropeapécifiques trouvés dans des substrats
de SIRTL1 tels que PGGzlet FOXO3a favorisent I'activation par les Stacs. us, dans la

méme étude il a été démontré qu’un résidu de glatiaen position N-terminal par rapport au
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domaine catalytique de SIRT1 est nécessaire pawtivation par les Stacs [450]. Ainsi,
SIRT1 serait directement activée par des Stacsighament différents via un mécanisme
allostérique. Cependant, il est important de soeligjue I'activité de SIRT1 dans ces études
a toujours été mesurée a l'aide de kits qui, comngeisé précédemment, ne permettent pas
d’évaluer I'activité de SIRT1 dans son contextegiblpgique Nous avons donc exploré pour
la premiere fois les effets de Stac-3 sur l'actorade SIRT1 dans des CML-AP de rat via la
détection des formes acétylées et totales de tibises de SIRT1 : PGCel 'histone 1 et
FOXOL1. L'activation de SIRT1 est suggérée par taidution de la forme acétylée des trois
cibles. De plus, nous avons montré une forte autatien de I'expression en ARNm de
NAMPT, une enzyme clé de la voie de sauvetage pwroduction de NAD, cofacteur
essentiel de SIRT1. Comme il a été décrit dangrdiduction, la transcription de NAMPT est
stimulée par TAMPK [322, 324], qui a son tour estivée par SIRT1 via la désacétylation
activatrice de la kinase LKB1, modulateur posigflItARMPK [390]. De facon intéressante, il
a été montré que SIRT1, en complexe avec les factiutranscriptions CLOCKC{rcadian
Locomotor Output Cycles Kapuet BMAL1 (Brain and Muscle ARNT-like),lest recrutée
suivant un rythme circadien au promoteur de NAMPduvant ainsi agir aussi de maniére

directe sur sa transcription [517].

G. La régulation positive de l'activité de SIRT1hibe fortement la
prolifération des CML-AP et est associee a l'activen de la
biogenése mitochondriale.

L’activation pharmacologique de SIRT1 par l'actexat spécifigue Stac-3 inhibe

profondément la prolifération des CML-AP humainégle rat. Le fait que Stac-3 inhibe la
prolifération des cellules contrdles, en plus dpri@ifération des cellules dérivant de patients
HTAP, n’est pas relevant puisque les CML-AP proéfé trés peu physiologiqguement.

De facon cohérente avec ce qui a été observeé dautsas types musculaires, tels que le cceur
et le muscle squelettique [323], I'activation d&R¥1 dans les CML-AP est associée a une
augmentation de la biogenése mitochondriale, anecélévation de I'expression des genes
faisant partie de la cascade transcriptionellegéeipar le co-activateur PGG@G;ltels que
ERRuo et PPAR, qui se traduit par une augmentation significatlee marqueurs de la masse
mitochondriale VDAC et citrate synthase. Il seraés intéressant d’étudier quelle est la
contribution précise de [lactivation du métabolismmeitochondrial dans les effets

antiprolifératifs de I'activation de SIRT1. PoulaeStac-3 pourrait étre utilisé pour traiter des
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cellules ou le niveau protéique d’'un des plus ingods médiateurs des effets métaboliques de
SIRT1, PGC-i, a été modulé négativement.

De facon intéressante, le traitement avec Sta@rBuk aussi I'expression d’un autre géne
régulé positivement par PGGy1’'enzyme antioxydante SOD2. Archer et ses collatsurs
[92] ont montré que son expression est réduite £ ML-AP issues de patients atteints
d’'HTAP et de modéles animaux, a cause d’'une hypytadion au niveau du promoteur et
de la région stimulatrice de ce géne. La sous-sgmre de SOD2 dans les CML-AP de rat
reproduit le phénotype hyperprolifératif et résigta I'apoptose des CML-AP-HTAP [92].
Cela est au moins en partie dd a I'activation d*é normalement déstabilisé par }&
issu de la réaction catalysée par SOD2, et a Bitibh des canaux potassiques voltage-
dépendantsensibles aux espéeces réactives de I'oxygene fORinverse, le rétablissement
du niveau de SOD2 inhibe la prolifération des CMB-&t permet la régression de I'HTAP
vivo. Par conséquent, il se pourrait que l'activatian léxpression de SOD2 par Stac-3
contribue a I'effet antiprolifératif de cet actieatr de SIRT1.

Diverses études ont montré des effets bénéfiquesl'atdivation du métabolisme
mitochondrial sur 'HTAP expérimentale chez l'animamettant ainsi en évidence la
possibilité d’'un traitement métaboliqgue de 'HTAPar exemple, il a été montré que
'administration de dichloroacétate améliore 'HTARduite par I'hypoxie chronique, la
monocrotaline et la prédisposition génétigtenvf hoodell chez le rat [164, 308, 518]. Le
dichloroacétate inhibe la pyruvate déshydrogénasas&, conduisant a l'activation de la
pyruvate déshydrogénase. Cette enzyme, localisgeldanitochondrie, est responsable de la
conversion du pyruvate, issu de la glycolyse, a¥ty&CoA, ce dernier étant un substrat du
cycle de Krebs, nécessaire pour I'oxydation phosghnte. Le trimetazidine et la ranolazine,
des inhibiteurs d’'une enzyme de I'oxydation mitauthgale des acides gras, présentent aussi
des effets bénéfiques dans I'HTAP expérimentalanttionné que I'oxydation des acides
gras contribue a l'inhibition de I'oxydation de ghse via le “cycle de Randle”, détaillé en
figure 40, son inhibition prévient ce remodelagetahélique, limitant ainsi le phénotype

cellulaire pro-prolifératif et antiapoptotique obg&dans I'HTAP [519, 520].
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Figure 41 : Représentation schématique du cycle dandle.

Le cycle de Randle est la relation réciproque dfdrsgdation de glucose et I'oxydation des acideasg(FAO).
L'acétyl-CoA et le citrate produits par I'oxydatiales acides gras inhibent la pyruvate déshydroggii3H) et
la phosphofructokinase (PFK), respectivement, dimitt I'oxydation du glucose quand les acides goag s
abondants. Le trimetazidine (TMZ) et la ranolaziR&N), les inhibiteurs pharmacologiques de I'oxydatdes
acides gras, peuvent donc restaurer I'oxydatiogldcose. CPT1/2 indique la carnitine palmitoylti@nase 1/2;
FA-CoA, fatty acytCoA; FATP1/6,fatty acid transport proteinl/6; Glutl/4,glucose transporterl/4; HK,
hexokinase; IMM, inner mitochondrial membranelLDHA, lactate déshydrogénase A; OMMjyuter

mitochondrial membranée [520]

Au regard des effets bénéfiques sur le métabolmitechondrial et la prolifération cellulaire
in vitro, il serait tres intéressant de tester Stac-3,roauire activateur spécifique de SIRT1
tel que SRT1720 (trés utilisé pour les étuikegivo), dans un modeéle animal d’'HTAP, pour
explorer s’il serait d’'une part capable de préveniy mieux encore, de faire régresser cette
maladie, et d’autre part si ce traitement serabe® a une amélioration du métabolisme
mitochondrial dans les cellules vasculaires etialemss d’autres organes. En effet, de fagon
intéressante, le remodelage métabolique a été v@bsemn seulement dans les CML, les
cellules endothéliales et les fibroblastes, maissiadans les cardiomyocytes du ventricule
droit, les cellules immunitaires et le muscle sqttegjue, suggérant un trouble métabolique
globale dans 'HTAP [468]. Cela indique donc la sibdité d’'un traitement systémique, qui
pourrait se montrer plus efficace que les thérapietsielles qui ciblent des voies dont
I'altération est restreinte aux poumons.

De plus, pour explorer la contribution de I'amédition du métabolisme mitochondrial dans
I'effet bénéfique attendu, il est tentant d’actispécifiguement SIRT1 et d’'induire 'HTAP

chez des souris déficientes en PGCHn effet, dans les études citées auparavarautesirs
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n'ont pas démontré la contribution de la normaiisatiu métabolisme pour la régression de
'HTAP. En outre, le dichloroacétate, en plus dilvdr la pyruvate déshydrogénase kinase,
présente également d’autres effets : par exemnlpteriige en partie les dysfonctions liées a
I'activation anormale de I'axe HIF-1+K..5 et la production d’espéeces réactives de I'orgge
[168].

H. La régulation positive de lactivité de SIRT1 mdifie la
morphologie mitochondriale.
Nous avons montré que le traitement avec Stac-3ifimdd morphologie mitochondriale,

prévenant notamment l'augmentation du pourcentage pdtites mitochondries et la
diminution de la proportion de grosses mitochorgdiieduites par la prolifération PDGF-
dépendante.

Cela pourrait aussi participer a I'effet antipréfitif de Stac-3 étant donné que, comme il a
été discuté précédemment, des études ont démamtréagmorphologie de mitochondries
influence la prolifération des CML-AP. En effegsl CML-AP issues de patients atteints
d’HTAP présentent un réseau mitochondrial fragmegitéeci est associé a une augmentation
de la forme phosphorylée active de DRP1 [284]. hiliition pharmacologique ou
moléculaire de DRP1 bloque le cycle cellulaire enébore I'HTAP induite par la
monocrotaline chez le rat, réduisant la prolifénatides CML-AP [284]. A linverse,
I'activation de la fission via I'administration dmbalt induit le développement d’'une HTAP
[284]. La fragmentation du réseau mitochondrialerts8e dans les CML-AP de patients est
due a une augmentation de la fission d'un cétésraassi a une diminution de la fusion. En
effet, la protéine MFN2, impliquée dans la fusi@la membrane externe mitochondriale, est
sousexprimée dans les CML-AP de patients atteitti§ AP [285]. La réduction de son
expression dans des CML-AP contréles cause unendtian de I'expression de son co-
activateur transcriptionnel PGGrlet engendre une augmentation de leur prolifératfon
l'inverse, sa surexpression dans des CML-AP issigepatients atteints d’HTAP aboutit &
I'élévation de la fusion mitochondriale, associée ralentissement de la prolifération
cellulaire et 'augmentation de I'apoptose [285puUs pouvons donc suggérer que l'inhibition
de la fragmentation mitochondrial par Stac-3 imypdid'activation de PGCelqui a son tour
est capable d'augmenter I'expression de la prokéiid2 [285].

La forme des mitochondries pourrait affecter lalifgmation cellulaire en modulant la
physiologie mitochondriale. En effet, il a été nrémjue des mitochondries formant un réseau

tubulaire sont énergétiguement plus efficaces qes wmhitochondries fragmentées. Des
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mitochondries allongées, obtenues suite a la dimnudu processus de fission, sont
protégées de la mitophagie et ont une densité éesiplus importante, ce qui facilite
I'oligomérisation de 'ATPase pour maintenir la guxtion d’ATP et permettre la survie de
cellules en privation [521]. De plus, il a été atveeque des altérations dans I'expression
d’OPA1, qui diminuent le processus de fusion mitoudrial, affectent le métabolisme
mitochondrial réduisant la synthése d’ATP guidéel@s substrats du complexe | [522].

Des changements de la morphologie mitochondridleeincent non seulement la production
énergétique, mais aussi d’autres fonctions mitodhales essentielles, telles que la
génération d’espéces réactives de l'oxygéne, I''umtasie de CA et I'apoptose. Par
exemple, suite a I'exposition a de fortes dosegldeose, les mitochondries se fragmentent
rapidement, produisant plus d’especes réactivelorggéne. De facon importante, il a été
montré que cette fragmentation mitochondriale ésegsaire pour la surproduction d’especes
réactives de I'oxygene induite par de hautes cana#ons de glucose [523]

La MFN2 régule positivement les interactions rétiou endoplasmique-mitochondries. Son
absence affecte directement I'absorption d&" @ar la mitochondrie durant la libération de
C&”* régulée par l'inositol triphosphafB24], alors que sa surexpression induit I'apoptose
probablement en raison d’'un lien excessif réticukeimedoplasmique-mitochondries qui, par
conséquent, pourrait conduire & un transfert déréesle C& entre le réticulum
endoplasmique et les mitochondr[g&5]. Il est important de noter, toutefois, qu’'uéieide
tres récente a remis en question ce modele largeaterpté, montrant que la délétion de
MFN2 cause une augmentation du couplage strucetrdbnctionnel entre le réticulum
endoplasmique et la mitochondrie [526]. De plusdildsion DRP1-dépendante du réseau
mitochondrial prévient les vagues calciques damg#nite, protégeant ainsi contre I'apoptose
provoquée par le Ga[527]. La sousexpression d’'OPA1 augmente la védost 'ampleur de
l'augmentation de CA mitochondrial, probablement via I'augmentation dianttre de
jonctions des crétes contr6lé par cette protéinfusien [528]. Cela pourrait en effet faciliter
I'accés du C#& aux transporteurs de la membrane des crétes.

Enfin, il a été montré que l'inhibition de la fiesi mitochondriale ou la stimulation de la
fusion retardent significativement I'apoptose. P&ret ses collaborateurs [529] ont démontré
gue l'inhibition de la fission n'empéche pas laélition de Smac/DIABLO, mais elle peut
retarder celle du cytochroneeCela peut étre obtenu via I'inhibition du remadgd des crétes
mitochondriales, un processus nécessaire a la isatinh efficace du cytochronegd530].

Ainsi, I'ensemble des résultats obtenus dans éttide montre que l'activation de SIRT1

induit un profond remaniement des mitochondriesoguicerne a la fois le métabolisme et la
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structure de ces organites. L'augmentation de |za@t oxydative et l'inhibition de la
fragmentation, qui peuvent d'ailleurs étre licesreerelles, sont potentiellement capables
d'induire l'effet antiprolifératif de I'activateude SIRT1 Stac-3. L'étude qui permettra

d’identifier la contribution de chaque modificatidans cet effet est donc envisageable.
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Annexes

Annexe 1

Sirtuinl Regulates Human and Rodent Pulmonary Artey Smooth
Muscle Cell Proliferation: Role in Pulmonary Arterial

Hypertension.
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Abstract

Background- Energy metabolism shift from oxidative phosphatign towards glycolysis in
pulmonary artery smooth muscle cells (PASMCs) iggested to be involved in their
hyperproliferation in pulmonary arterial hypertarsi (PAH). The deacetylase sirtuinl
(SIRT1) is an important modulator of energy metaolvia different pathways including
activation of peroxisome proliferator-activated @ptor gamma coactivator-1 alpha (PGC-
1a), the master regulator of mitochondrial biogenesis

Methods and results Content of PGC-d and its downstream targets as well as markers of
mitochondrial mass (voltage-dependent anion chaanelcitrate synthase) were diminished
in human PAH PASMCs. These cells and rat PASMGQsudtited by platelet derived growth
factor demonstrated a shift in cellular acetyladedtetylated state, as evidenced by the
increase of the acetylated forms of SIRT1 targ&ttohe H1 and FOXO1. Rat and human
PASMC proliferation was potentiated by SIRT1 phatolagical inhibition or specific
downregulation via short interfering RNA. Moreovafter chronic hypoxia exposure, SIRT1
KO mice displayed a more intense vascular remogelompared to their control littermates,
which was associated with an accentuated increaseight ventricle pressure and
hypertrophy. Sirtuinl activator Stac-3 decreasextydation level of histone H1 and FOXO1
and strongly inhibited rat and human PASMC proéifem without affecting cell mortality.
This effect was associated with the activation afoaihondrial biogenesis evidenced by
higher expression of mitochondrial markers and dsiveam targets of PGGrl

Conclusions- Altered acetylation/deacetylation balance contbley SIRT1 inactivation
seems to be involved in the pathogenesis of PAH thredenzyme could be a promising
therapeutic target for PAH treatment.

Key words: sirtuin, pulmonary arterial hypertension, prolé&gon, mitochondrial biogenesis,

smooth muscle
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Introduction

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a rare detdly cardiopulmonary disorder,
characterized by an extensive remodeling of snaid medium-sized pulmonary arteries,
mainly due to the hyperproliferation of pulmonarteay smooth muscle cells (PASMCs).

PAH PASMCs share some common features with carste) as growth dysregulation,
resistance to apoptosis, and a metabolic remodgllindeed, like cancer cells, PASMCs
display a shift from oxidative phosphorylation tods glycolysis even in the presence of
oxygen, condition known as the Warburg effect. Thistabolic alteration is sustained by the
pathological activation of transcription factorscBuas c-Myc and the hypoxia-inducible
factor-1la (HIF-1a)% as well as the inhibition of the transcriptiosttar FOXOZ, contributing

to PAH PASMC mitochondrial dysfunction. Indeed, PAASMC mitochondria present

numerous abnormalities (for review, §emcluding lowered oxidative capacity and altered
mitochondrial dynamics leading to mitochondrial gimeentation. The recovery of

mitochondrial function via the increase in oxidatigapacity’ and/or the restoration of

fusion/fission balan& proved beneficial for the treatment of PAH in aairmodels, thus

appearing as a promising therapeutic approach.

Cellular acetylation/deacetylation balance is amartant regulator of energy metabolism
including mitochondrial function. Particularly, siin 1 (SIRT1), which is a NADdependent
deacetylase, has been found to augment mitochdéridnetion via several mechanisms. In
various tissues including liver and skeletal musSKRT1 enhances mitochondrial biogenesis
and fatty acid oxidation by deacetylating and thactivating the master regulator of
mitochondrial biogenesis, PGGx{reviewed in%). Sirtuinl is able to promote mitochondrial
gene expression also via a PG&€iidependent pathway. By destabilizing Hlé-it prevents
HIF-la-mediated inhibition of c-Myc, activator of the mscription of mitochondrial
transcription factor A (TFAM), thus increasing tlegpression of mitochondrial-encoded
respiratory genés Finally, SIRT1 can improve mitochondrial activiby activating stress
signaling pathways via the mitochondrial unfoldedbtgin response and the nuclear

translocation and activation of one of FOXO traimion factors as shown in worrfs

Thus, one could hypothesize that SIRT1 may be t@tein PAH and that its activation could
have beneficial effects in this disease. Howevazither the state of SIRT1 nor the

acetylation/deacetylation balance in PAH pulmonaegsels of patients or in experimental
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models has been investigated. Of note, anothernemzyelonging to this family, sirtuin3,
having mitochondrial location and activating metabpathways, such as mitochondrial fatty
acid oxidation® and oxidative phosphorylatibit> is downregulated in human PAH
Importantly, some studies pointed out a potentratgztive role of SIRT1 in PAH. Indeed,
resveratrol, a non-specific SIRT1 activator, hasrbéound to prevent, and even reverse,
monocrotaline®® and chronic hypoxia? induced PAH, as well as PAH-associated right
ventricle hypertropHy. Furthermore, Ding et &f.have recently shown that calorie restriction
activating SIRT1 and SIRT1 overexpression can amseliorate monocrotaline-induced PAH.
However, all these studies used non-specific SIRiEfivators, resveratrol and calorie
restriction having in fact a large range of otharget$®**. Moreover, SIRT1-triggered
metabolic signaling pathways (which could be ineolvin resveratrol or calorie restriction

beneficial effects on PAH) were not explored.

Here, we investigate for the first time the stafte&StRT1 signaling pathway in human PAH
PASMC as well as in rat PASMC stimulated with plettelerived growth factor (PDGF). We
demonstrate that the acetylation/deacetylationnoalas shifted towards acetylation in PAH
and PDGF-treated PASMCs. We show that SIRT1 isgathe regulator of PASMC growth:
its pharmacological inhibition, as well as its gpedownregulation enhances human and rat
PASMC proliferation. Moreover, we provide eviderfoe SIRT1 role in PAH development,
since its genetic deletion aggravates chronic higpmduced PAH in mice. We then prove
that SIRT1 can have beneficial effect in PAH treatinby using the SIRT1 specific activator
Stac-3, which completely prevents PDGF-inducediferaition and, importantly, abolishes
almost totally the proliferation of PASMCs from PApatients without effect on the cell
mortality. Finally, we show that SIRT1 activatioa associated with the increase in the
expression of genes implicated in mitochondrial cfion and the augmentation of
mitochondrial biogenesis, thus providing a mechaniexplanation for the role of
acetylation/deacetylation balance.
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Material and methods

An expanded Methods section is available in thenerbnly Data Supplement.

Rat and human PASMCs

Primary culture of rat PASMCs were derived from Z380 g male Wistar rats. After
anaesthesia via intraperitoneal injection of sodipemtobarbital (100 mg/kg), the trachea,
heart and lungs were rapidly removed, and the poémpoartery isolated and deprived of
residual adventitial tissue using dissection foscapd tweezers. Pulmonary artery was then
cut in small pieces and incubated in 1% antibiatitmycotic (a/a) Dulbecco’s modified
eagle medium (DMEM) containing 150 U/ml type | eglenase and 0.125 mg/ml elastase at
37°C for 90 minutes under shaking. Tissue lysate th@n filtered through a 70 um cell
strainer. Cells were collected and cultivated ifoltetal bovine serum (FBS) and 1% a/a
DMEM at 37°C in a 95% air-5% CO2 atmosphere tibcsonfluence. Medium was changed
every other day. Culture material was previoushated with 50 pg/ml collagene 1.
Experiments were performed between passages 2 .aAd &nimal care and experimental
procedures conformed to the European Communityiggiigrinciples in the care and use of
animals (Directive 2010/63/EU of the European Rarknt) and authorizations to perform
animal experiments according to this decree weraiméd from the French Ministry of
Agriculture, Fisheries and Food (No. D-92-283, I&8mber 2012).

Human PASMCs were kindly provided by Inserm unit RM999 of Centre Chirurgical
Marie Lannelongue. Cells were obtained from pulmmgnartery explants (5-10 mm of
diameter) realized during surgery of patients affédy idiopathic PAH (PAH PASMCs) or
lung tumors (CTL PASMCs) (Table S1). Human PASMCsrev cultivated in DMEM
containing glucose (4.5 g/L), FBS (15%), L-glutamif2 mM), HEPES (20 mM), epidermal
growth factor (EGF) (10 U/ml), insulin-transferrg@lenium (ITS) 1X, normocin (0.1 mg/ml),
1% a/a, and used until passage 6.

Treatments of rat and human PASMCs

After 24-hour incubation in 0.5% FBS and 1% a/aptaimented medium, PASMCs were pre-
incubated for 2 hours with one of the following quuands diluted in the same medium:
10uM stac-3 (Santa Cruz), 5uM sirtinol (Santa Cramgd 1uM SRT1720 (APEXBIO).
Control cells were treated with vehicle (DMSO). R&SMC proliferation was then induced
with 10ng/ml PDGF for 24 hours. Since PAH PASMCsintaan their hyperproliferative
phenotype in culture, no compound was used to &ietheir growth.

Evaluation of PASMC proliferation and death
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PASMC proliferation was measured via four differapproaches. BrdU incorporation was
evaluated using Millipore kit, following the manatarer instructions. WST-1 (Roche)
cleavage was measured by a spectrophotometer. dBehiting was performed using a
Malassez haemocytometer. The protein amount off@raling cell nuclear antigen (PCNA)
was detected via WB.

For measuring PASMC death, cells were labeled @ithpug/ml fluorescein diacetate (FDA),
and FDA negative cells were detected by flow cyttmyn€FC500, Beckman Coulter). To
analyze late apoptosis/necrosis, cells were alseldd with 10 pg/ml propidium iodide (PI).
In vivo study

Inducible SIRT1 KO mice were obtained from Sinclaaboratory®. 3-month old female
mice (C57BL/6J carrying both the UBC-Cre-ERand the SIRTEXAE4MOXAEL Hjleles) were
subjected to 4 consecutive injections of tamoxiféfiveal concentration 120mg/kg) to induce
SIRT1 deletion. WT mice were injected with the satpacentration of vehicle (peanut oil).
After three weeks, mice were exposed to chroniokigp(10% Q) in a ventilated chamber
(Biospherix, New York, NY). A mixture of room aind nitrogen was flushed in the chamber
to maintain the hypoxic environment. Normoxic mgere kept in the same room, with the
same light/dark cycle. After three weeks, mice waresthetized with 4%, 3 L/min isoflurane.
After skin incision of the sternum, direct transthmc insertion of a catheter into the right
ventricle was performed, and right ventricle presswas measured via PowerLab 4/35
software. The thorax was opened, mice were themaaatized via exsanguination from the
aorta, and the lungs and heart rapidly removed.righ ventricle (RV) was dissected from
the left ventricle plus septum (LV+S), and then faenples were weighted for determining
the Fulton’s index (RV/(LV+S)). Right lungs werejanted with a solution 1:1 of OCT
(optimal cutting temperatujeand physiological serum, and then frozen for sghent
immunohistochemical analysis, and left lungs weoedn for WB.

Statistical analysis

The data are presented as meantSEM.

For stac-3 and SRT1720 treatment of rat PASMCgeubfices were determined using one-
way analysis of variance followed by non paramdtigsvman-Keuls post-hoc test. For short
interference experiments, sirtinol treatment amdvivo study, differences were evaluated
using a two-way analysis of variance followed byrmmarametric Newman-Keuls post-hoc
test. Human CTL and PAH PASMCs were compared usargparametric Mann-Whitney U
test.

Differences were considered as significant whemlpes <0.05.
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Results

Metabolic Profile in Human PAH PASMCs

In PASMCs from idiopathic PAH patients (PAH PASMCspitochondrial mass was
decreased compared with control PASMCs (CTL PASMGs) evidenced by reduced
mitochondrial voltage-dependent anion channel (VDAGd citrate synthase protein content
(Fig.1A). Consistently, the protein level of mitacidrial biogenesis master regulator PGLC-1
was reduced in PAH PASMCs, and this was associatitda downregulation of its targets,
such as the transcription factor peroxisome pnaitter-activated receptor (PPARx) and the
estrogen-related recept@i(ERRuy), as well as the antioxidant enzyme superoxidendiase 2
(SOD2) (Fig.1B). In parallel, the glucose transpoit (GLUT1) and lactate dehydrogenase
(LDH) protein levels were increased (Fig.1C). Thiisese results suggest an energy
metabolism shift from mitochondrial oxidative phbspylation towards glycolytic pathway in
human PAH.

Acetylation/deacetylation balance in PAH PASMCs and®PDGF-treated rat PASMCs
Deacetylation of PGCel is one of its main regulator, therefore we hypsthed that a
downregulation of mitochondrial biogenesis casaad@AH PASMCs controlled by PGCal
could be linked to altered acetylation/deacetytatlmmlance. We first measured the gene
expression of the histone acetyltransferase gemeratol of amino-acid synthesis 5-like 2
(GCN5), which is known to acetylate various cetg&ts including PGC+l, thus inhibiting
its activity’>. GCN5 gene expression was markedly increased iH PASMCs, whereas
SIRT1 (deacetylase counteracting GCN5 action) gexmession was unaltered (Fig.2A).
Protein content of SIRT1 was also unaffected in FB&EMCs, as well as the protein content
of nicotinamide phosphoribosyltransferase (NAMPHig(2B), an enzyme which is essential
for SIRT1 activity, producing the SIRT1 cofactor BA ?°. The balance between the
acetylated and total forms of the SIRT1 targetsohis H1 (Fig.2C) and PGCz1(Fig.S1A)
was shifted towards higher acetylation in PAH PASMTaken together, these findings
suggest that acetylation/deacetylation balancehifted towards acetylation and, thus, the
SIRT1 signaling pathway is impaired in PAH PASMQ@ualitatively similar results were
obtained in rat PASMCs, where PDGF-induced prdtien (Fig.2D) was associated with
increased content of the acetylated forms of histdft and FOXO1, another SIRT1 tafdet
(Fig.2E), as well as of PGCzXFig.S1B).
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Effect of SIRT1 downregulation or inhibition on human and rat PASMC proliferation

Next, we investigated whether altered acetylatieaéetylation balance could play a causative
role in PASMC hyperproliferation. We downregulat®tRT1 expression by 85% via siRNA
in control human PASMCs (Fig.3A). The decline inRR3L protein level boosted CTL
PASMC proliferation, as shown by the 50% incremsthe incorporation of the thymidine
analog BrdU by replicating cells (Fig.3A). In orderconfirm this finding, we silenced SIRT1
also in rat PASMCs. Again, the reduced level of BIRby almost 70%) enhanced PDGF-
induced proliferation, as evidenced by the incraaseell number, cleavage of WST-1 by
viable cells and BrdU incorporation. Sirtuinl retioc favored cell proliferation even under
basal conditions in the absence of stimulatingoiac(Fig.3B). We further corroborated these
observations by showing a facilitation of PDGF-indd proliferation also via SIRT1
pharmacological inhibition with sirtinol (Fig.3CYhus, these results indicate that SIRT1

downregulation could be a causative factor for PASperproliferation.

Impact of SIRT1 genetic deletion on pulmonary vasdar remodeling

We then investigated the potential role of SIRTMwdiegulation in vascular remodeling
induced by chronic hypoxia exposure known to trig§MC proliferation. Thus, SIRT1
inducible knock out (SIRTKO) mice and their wild type (WT) littermates wezgposed to
either chronic hypoxia or normoxia during three kgee\s represented in Fig.4A, the deletion
of SIRT1 exon 4, belonging to the catalytic domded to the production of a truncated
protein. SIRT1 wild-type protein was significantheduced in SIRT1 KO mice both in
normoxia and hypoxia, respectively by 67% and 808ocontrol lungs, chronic hypoxia
exposure induced a slight increase in PG(pfotein level, which was completely absent in
SIRT1 KO lungs. Interestingly, hypoxia-induced e&se of the transcription factor Hlke-1
was less pronounced in SIRT1 KO compared to wipktyWT) mice, whereas GLUT1
induction after chronic hypoxia was much more intgot in SIRT1 deficient mice.

A deeper vascular remodeling, with an increasehe gercentage of completely muscular
pulmonary arteries, paralleled by a decrease irpdreentage of non-muscular arteries, was
observed in mutant lungs. The percentage of plyrtraliscular vessels was also slightly
increased in KO compared to WT mice lungs (Fig.4Bhis was associated with an
exacerbated increase in the right ventricle presand hypertrophy (Fig.4C).Thus, the
inactivation of SIRT1 aggravates vascular and eardemodelingn vivo.
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Inhibition of PASMC hyperproliferation via SIRT1 ph armacological activation

To test whether correction of the acetylation/dgdagon balance could have beneficial
effect on PASMC hyperproliferation, we investigatéte effects of the pharmacological
activator of SIRT1Stac-3. As expected, Stac-3 §ipmtly decreased the content of
acetylated SIRT1 targets histone H1 and FOXO1tiRASMCs (Fig.5A), as well as PGGr1
(Fig.S2). Since SIRT1 seemed to be also involvetthénexpression of NAMP¥2° the rate-
limiting enzyme in the NAD biosynthetic pathway, we studied NAMPT mRNA lewasld
found that Stac-3 considerably increased it (Fig,3Aus favoring the synthesis of the SIRT1
cofactor.

Next, we studied the effect of Stac-3 on PDGF-imduproliferation in rat PASMCs. This
treatment completely abolished PDGF proliferatiffect, as was shown by the decrease in
cell number, the reduction in WST-1 cleavage aral itthibition of BrdU incorporation
(Fig.5B). Moreover, the protein level of the prelifition marker PCNA was normalized when
Stac-3 was added to PDGF-treated PASMCs (Fig.58)utther verify this observation, we
used another SIRT1 activator, SRT1720. This comgalso blunted PASMC proliferation
though to a lesser extent (Fig.5C). Importantlg dnamatic antiproliferative effect of Stac-3
was not associated with an increase in cell delmitieed, Stac-3 increased neither the
percentage of cells unable to cleave the viabihgrker FDA nor the percentage of necrotic
cells, permeable to propidium iodide (Fig.5D).

Given the great inhibitory effect of SIRT1 activation rat PASMC proliferation, we tested
Stac-3 in PAH PASMCs. The proliferation of thesdiscevas almost completely abolished,
with a decrease by more than 50% of WST-1 cleavageduction of BrdU incorporation by
80% and the diminution of the protein content af firoliferation marker PCNA by almost
50% (Fig.5E).

The state of PGC-&r downstream cascade and mitochondrial biogenesis ap SIRT1
activation

To provide mechanistic insights into the pathwagteptially implicated in Stac-3 effect on
PASMC proliferation, mRNA and protein levels of sesd actors of mitochondrial
bioenergetics were analyzed. Stac-3-mediated SIRdtivation increased PAH PASMC
mitochondrial mass, as evidenced by the elevatioAC and CS protein level (Fig.6A).

This augmentation can be explained by activatiormabchondrial biogenesis as Stac-3

198



increased the expression of PG&+holecular partners PPARand ERR as well as the
expression of the antioxidant enzyme SOD2, knowbeaegulated by PGCui® (Fig.6B).
Similar results were obtained in rat PASMCs, wh8tac-3 also promoted mitochondrial
biogenesis, as indicated by the increase of VDA@ @& protein level, as well as of the
mitochondrial transcription factor A (TFAM) (Fig.§CAs in PAH PASMCs, in rat cells,
Stac-3 activated the expression of PGCdartners (PPAR ERRx and NRF2), and of
elements of PGCettriggered cascade (TFAM, the antioxidant enzymeitaghione
peroxidase 1 (GPx1), and mitochondrial deacetytatain3 (SIRT3)) (Fig.6D). Therefore,
SIRT1 activation is clearly associated with the aated upregulation of mitochondrial

biogenesis pathway.

Effects of SIRT1 activation on mitochondrial morphdogy

Since mitochondrial fragmentation can favor hypeliferation, we also studied SIRT1 effect
on mitochondrial morphology. Stimulation with PD@feluced mitochondrial fragmentation,
which was abolished by Stac-3 treatment (Fig.7A BRdSIRT1 activation thus normalizes
mitochondrial morphology by inhibiting hyperprolitgion-associated excessive

fragmentation.
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Discussion

The present study has highlighted a potential oflé¢he deacetylase SIRT1, an important
modulator of cell metabolism, in PAH pathogenekideed, we have shown that SIRT1 is a
powerful negative regulator of rat and human PASptGliferation. A deficiency in SIRT1
can be a factor favoring PAH development as wasvshio a model of chronic hypoxia.
Conversely, SIRT1 activation could be considered &l to inhibit PASMC proliferation.
PAH PASMCs exhibited reduced expression of VDAC @8] mitochondrial mass markers,
confirming the rarefaction of the mitochondrial wetk observed in patients’ cells in an
earlier stud§. This was associated with a negative regulatiomitéchondrial biogenesis, as
indicated by the decreased protein level of thetenaggulator of mitochondrial biogenesis
PGC-Li, also shown by Ryan et 3las well as the reduced expression of its targhes,
transcription factors PPARand ERR and the antioxidant enzyme SOD2. The partial tdss
mitochondrial mass by PAH PASMCs was counterbaldrnme a considerable increase in
GLUT1 expression, which is in line with the incream the uptake glucose of glucose
analogue FDF by PAH patients' luigsevidencing enhanced glycolytic flux. The LDH
expression was also increased, thus favoring tleoupling of glycolysis from glucose
oxidation. Such a remodeling could contribute t® iticreased plasma lactate levels found in
Chuvash PAF¥, as well as in idiopathic PAH patiefits

The observed loss of mitochondrial mass in PAH PASMuggests a negative regulation of
mitochondrial biogenesis probably due in part te townregulation of PGCel Indeed,
protein content of this master regulator of mitauthwal biogenesis is lowered. However, its
activity is known to be modulated by post-transiaéil modifications, such as the
acetylation/desacetylation balance controlled by tacetyltransferase GCN5 and the
deacetylase SIRTL As a matter of fact, the expression of acetykfarase GCN5, which is
able to inhibit PGC-d*, is decreased without counterbalanced increasdearcetylase
SIRT1. Whatever the actual activity of cell acet@s and deacetylases, the domination of
acetylated forms of various cell targets (historie HOXO1, PGC-4) in PAH and PDGF-
stimulated rat PASMCs shows a clear shift of tHar@e towards acetylation.

The causal link between weakened deacetylationigcand PASMC proliferation has been
provided by experiments using SIRT1 silencing oarpiacological inhibition by sirtinol.

Indeed, both interventions increased rat and huR@BMC proliferation, providing the first

200



evidence of pathogenic role of acetylation in PASMgperproliferation, which could be
overcome by SIRT1 activity.

The positive antiproliferative role of SIRT1 wagther confirmed in the experiments where
SIRT1 deletion in mice significantly aggravated axdar remodeling induced by chronic
hypoxia exposure. This effect was accompanied byenease in right ventricle pressure and
hypertrophy. Interestingly, SIRT1 deficiency abbés hypoxia-induced increase in PG&L-1
protein level seen in WT lungs and this could att&gea PGC-da—controlled pathways
including mitochondrial biogenesis. We and otffesave shown that hypoxia increases
SIRT1 expression whereas SIRT1 is able to regl®&E-1 transcriptiort’ In SIRT1 KO
lungs, hypoxia-mediated increase in SIRT1 expressdlocked and this could abolish the
augmentation of PGCelexpression. A marked rise in GLUT1 expressionlRT3 KO lungs
argues that under hypoxic conditions, SIRT1 deficieinduces an imbalance in favor of
glycolysis at the expense of oxidative phosphoiytat

Recently it has been demonstrated that SIRT1 cantama mitochondrial biogenesis also via
a PGC-b-independent pathway SIRT1 stabilizes the ubiquitin ligase Von Hippéhdau
(VHL), which recognizes HIF-d hydroxylated lysines, thus leading to the degiadatf this
transcription factor. Since HIFelinhibits c-myc, transcription factor activator ®FAM
expression, SIRT1-mediated HIF-1 downregulation itpedy modulates TFAM and,
consequently, mitochondrial gene expresSioHowever, in our experiments, Hifprotein
level was unaltered by SIRT1 deficiency under nogaoln chronic hypoxia, SIRT1 KO
lungs show a reduced HlFe:lresponse. Therefore, PAH aggravation in SIRT1 K{@em
seems to be independent of this transcription facto

It has been proposed that the stimulation of mochial metabolism could be a promising
therapeutic approach to proliferative disordershsag cancét. Reversing the metabolic shift
from glucose oxidation to glycolysis has provedbéoefficient to treat PAH in animal models,
and is currently the subject of clinical trialsHere, we show that the pharmacological
activation of SIRT1 by Stac-3 leads to a stronghition of PAH PASMCs proliferation
without effect on cell viability. An increase inglexpression of transcription factors involved
in mitochondrial biogenesis was observed, with lassequent increase in mitochondrial mass.
These effects of Stac-3 seem to be a consequerntdiecof SIRT1 activation because Stac-3
has no effect on mitochondrial mass in cells retiried with activation-defective SIRTAL
More detailed investigation carried out on rat PA&vhas shown that Stac-3 increases the
expression of different factors maintaining mitoetinal biogenesis (PPAR ERRy, NRF2,

TFAM). Moreover, SIRT1 activation prevents PDGFuodd mitochondrial fragmentation.
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Interestingly, a recent study has demonstratedntfitaichondrial fission is essential for PAH
PASMC proliferation, with its inhibition causing Iteycle arrest and ameliorating PAH
experimental modelsIn parallel, mitofusin 2, a protein involved iritothondrial fusion, is
downregulated in PAH PASMCs, and the restoratioiisoéxpression inhibits PAH PASMC
hyperproliferatiof. Thus, Stac-3 prevention of proliferation-induceitochondrial fission
could also contribute to inhibition of PASMC preliation. Finally, Stac-3 treatment leads to
the increase of SOD2 expression, whose downreguldtas been shown to contribute to
PAH PASMC hyperproliferation. Indeed, SOD2 promoé&d enhancer were found to be
hypermethylated leading to a decrease in its esymeés. This in turn led to a decrease in
H,0, production, thus allowing HIF-1 stabilization akd potassium channel inhibition, both
pro-proliferative event$® The decrease in SOD2 expression could thus be tdua
combination of epigenetic inhibition and downredula of the co-activator controlling its
transcription. Therefore, its induction upon SIRddtivation could be partly responsible for
Stac-3 antiproliferative effects.

Such a concerted upregulation of various factoratroded by PGC-ti supports the
hypothesis that the metabolic remodeling associatigd the hyperproliferation inhibition
induced by Stac-3 involves PGG-1lactivation via deacetylation. SIRT1-mediated
deacetylation of other targets may also play a foldeed, SIRT1 catalyses the deacetylation
of FOXO1 thus potentiating its transcriptional sit}i**. Yet, PASMC FOXOL1 is a critical
integrator of multiple signaling pathways drivingi®, and reconstitution of FOXO1 activity
is able to restore the physiologically quiescentSREC phenotypé. Anyway, whatever the
relative contribution of PGCel or FOXO1 deacetylation to the inhibition of PASMC
hyperproliferation, activation of SIRT1 leads te ttame endpoint.

In conclusion, our results for the first time derswate an imbalance of the
acetylated/deacetylated state in PAH PASMC assatiatith weakening of the oxidative
phosphorylation machinery. Sirtuinl downregulati®an important factor inducing PASMC
hyperproliferation and favoring PAH development.n@ersely, SIRT1 activation restores
mitochondrial biogenesis and normalizes the hypdifprative phenotype. Thus, targeting
SIRT1 activity may have therapeutic benefit andrespnt a new strategy for the PAH
treatment especially given that SIRT1 upregulatadso seems to be beneficial for the

systemic arteries and the heart {58&and references therein).
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Figure 1: PAH PASMC metabolic profile is shifted from oxidative phopshorylation

towards glycolysis.

(A) PAH PASMCs display a decreased protein leveV&fAC and CS, two markers of
mitochondrial mass (n=4). (B) The expression of tifa@scriptional co-activator PGGris
reduced in PAH PASMCs, which present also a deergashe mRNA content of PPAR
ERRo and SOD2 (n=4). (C) The expression of glucosesparter GLUT1 and LDH is
increased in PAH PASMCs compared to CTL PASMCs nx$<0.05 versus control.

Figure 2. Hyperproliferation of PASMCs is associatd with altered
acetylation/deacetylation balance.

(A) In PAH PASMCs, acetyltransferase GCN5 mRNA eworitis increased, whereas that of
SIRT1 is unaltered (n=4). (B) Protein levels of NRMand SIRT1 in PAH PASMCs do not
differ from CTL PASMCs (n=4). (C) The acetylatedrfoof SIRT1 target histone H1 (n=4) is
increased in PAH PASMCs. (D) 24-hour PDGF (10 ny/réatment induces rat PASMC
proliferation, as evidenced by the increase in aalimber, WST-1 cleavage, BrdU
incorporation and proliferating cell nuclear antig® CNA) protein level. (E) In rat PASMCs,
24-hour PDGF (10 ng/ml) treatment induces an irsgan the acetylated fractions of SIRT1
targets histone H1 and FOXO1, without affectingltqirotein expression (n=4-6). * p<0.05,

** p<0.01, *** p<0.001 versus control.

Figure 3: Sirtuinl downregulation favors PASMC hypeproliferation.

(A) Sirtuinl silencing by siRNA reduces SIRT1 piatelevel and increases BrdU
incorporation in control human PASMC (n=3). (B) t8inl silencing decreases SIRT1
amount and increases PDGF-induced proliferatiorrain PASMCs, as evidenced by the
increase in cell number, WST-1 cleavage and Brdidrporation (for BrdU incorporation,
p=0.06). Sirtuinl protein level reduction shows rantl to increase non-stimulated rat
PASMCs proliferation (n=5-6). (B) Sirtuinl pharmémgical inhibitor sirtinol (5 uM) also
facilitates PDGF (10 ng/ml)-induced rat PASMC pgefation (n=7). * p<0.5, ** p<0.01

Versus respective controls.

Figure 4: Sirtuinl downregulation aggravates chront hypoxia-induced vascular

remodeling.
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(A) The deletion of SIRT1 exon 4, which belongsStRT1 catalytic domain, causes the
production of a truncated protein. Wild-type SIRdrbtein is significantly reduced in SIRT1
KO mice lungs, in normoxic and hypoxic conditions=%-6). Sirtuinl downregulation
abolishes hypoxia-induced increase in PQGCptotein content and blunted elevation in HIF-
la protein while augmenting GLUT1 protein content=%r6). (B) Representative images of
non muscular, partially muscular and totally muaculessels. 7-um lung cryosections are
labeled with antibodies against Von Willebrand ehdbal factor (VWF) (red) and smooth
muscle actindSMA) (green). Nuclei are labeled with Hoechst flesrent probe (blue). Color
merged panels are showed on the right. Chronic iggaduced vascular remodeling is
deeper in SIRT1 KO mice lungs, as evidenced bydiberease in the percentage of non
muscular vessels, paralleled by an increase imptésence of totally muscular vessels (n=5-
6). (C) Right ventricle (RV) pressure elevationaiggravated in SIRT1 KO after hypoxia
exposure (n=4-5). Fulton’s index, calculated asrdi® of RV weight to the weight of left
ventricle (LV) + septum (S), is higher in SIRT1 Kfilce compared to WT mice subjected to
chronic hypoxia (n=5-6). * p<0.05, ** p<0.01, ***49.001 versus normoxia; $ p<0.05, $$

<0.01 versus wild-type.

Figure 5: Sirtuinl activator Stac-3 decreases ceticetylation state and abolishes rat and
human PASMCs hyperproliferation.

(A) In rat PASMCs, Stac-3 (10 uM) treatment cawusaggnificant reduction of the acetylated
levels of SIRT1 targets H1 and FOXO1 (n=4-6). S3aalso increases NAMPT mRNA
content (n=4). (B) Stac-3 strongly inhibits PDGFO (Ihg/ml)-induced rat PASMC
proliferation, as indicated by the decrease in nathber, WST-1 cleavage by viable cells,
BrdU incorporation by replicating cells and protdéng cell nuclear antigen (PCNA)
amount, (n=4); (C) SIRT1 specific activator SRT17A0uM) also inhibits rat PASMC
proliferation, as evidenced by the significant @éase in WST-1 cleavage (n=6). (D) Stac-3
does not affect rat PASMC mortality: fluoresceiaadtate (FDA) negative cells percentage
does not increase upon Stac-3 treatment (n=7) péheentage of necrotic cells, permeable to
the DNA intercalating probe propidium iodide (P, also unchanged (n=4). (E) Stac-3
antiproliferative effect is observed also in hunikéfH PASMCs by the decrease in WST-1
cleavage, BrdU incorporation, as well as PCNA prokevel (n=4). * p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001 versus control non-treated PASMCs; $ p§,06$ p<0.01 versus PDGF-stimulated
rat PASMCs or human PAH PASMCs

211



Figure 6: Sirtuinl activation is associated with anitochondrial biogenesis enhancement
in human and rat PASMCs.

(A) In PAH PASMCs, Stac-3 (10 pM) induces an ineean the protein level of
mitochondrial mass markers VDAC and CS in PAH PASMKG=3). (B) Stac-3 also increases
expression of PGCel molecular partners PPARand ERFR as well as expression of an
antioxidant enzyme, SOD2, known to be regulatedBC-1n (n=4). (C) In rat PASMCs,
Stac-3 also increases mitochondrial mass as ewedény elevation in VDAC and CS protein
level; this is accompanied by an increase in miboachial transcription factor A (TFAM)
content (n=4-7). (D) Stac-3 activates expressiorPGIC-In partners (PPAR ERRx and
NRF2) and of elements of PGQ@+iriggered cascade (TFAM, the antioxidant enzyme
glutathion peroxidase 1 (GPx1) and sirtuin3 (SIRTB¥4).

Figure 7: Sirtuinl activation inhibits PDGF-induced mitochondrial fragmentation.

(A) Representative confocal images of rat PASMQuatibndrial network, labeled with MTO
(MitoTracker Orangg Stac-3 (10 uM) attenuates PDGF (10 ng/ml)-inducetochondrial
fragmentation. (B) Stac-3 prevents PDGF-inducedrargation of the percentage of small
mitochondria €1 pnt) and the decrease of highly connected mitochor{gfaunt). Stac-3
also inhibits the tendency (p=0.059) of the demeas the presence of medium-sized
mitochondria (between 1 and 5 f)mData are represented as means + standard efrfansr
independent experiences. For each experienceastttien cells per condition are analyzed. *
p<0.05 versus control non-treated PASMCs; $ p< 0e05us PDGF-stimulated rat PASMCs.
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Supplemental material

Supplemental methods

Immunohistochemistry

7-um thicked slices were cut and stained wigmooth muscle actimnEMA) (Sigma, F3777,
1:200), Von Willebrand endothelial factor (VWF) (B®, A0082, 1:600) and 4 uM Hoechst
for nuclear staining. For each mouse, 100 smalkelss(with a diameter <50um) were
examined by a blinded observer. Each vessel wasg@ated as non muscular (vessels
without smooth muscle), partially muscular (vessdlh smooth muscle layer in only part of
their wall) or totally muscular (smooth muscle idemtifiable in the entire vessel
circumference).

Immunoprecipitation

The lysates of PASMCs, including 500 protein, were precleaned with protein A

magnetic beads (Millipore) at 4°C for 1 hour, amert supernatants were collected. The
lysates were incubated with anti-acetylated lysangébody (Cell Signalling, 9681, 1:20) or
with anti-mouse IgG antibodies (Santa Cruz, sc-20R20) at 4°C overnight. Immune
complexes were collected then resuspended in demgtiysis buffer and heated at 70°C for
10 minutes. The immunoprecipitated proteins wergested to Western blot analysis for
PGC-X detection.

Immunoblot

30 to 50 pg of protein extract were loaded onto5%lpolyacrylamide gel, and then
transferred onto a PVDF membrane (Immobilon, Mdtig).

Primary antibody (see table S3) incubation wasgperéd either overnight at 4°C or for 2
hours at room temperature. The incubation of petasg-coupled secondary antibody was
realised for 1 hour at room temperature. Proteiagewisualized using Luminata Crescendo
or Forte (Millipore) peroxydase substrates using@D camera (ChemiDoc XRS+Bio-rad).
Band density was quantified using Quantity Onevearfé (BioRad) and normalised to a
housekeeping proteirfs @ctin for human PASMCs or vinculin for rat PASMCSs)

Quantitative RT-PCR

Total RNAs were extracted from cells using TRIzWlo{ecular Research Center). Briefly,
chloroform was added to TRIzol, samples were cigged at 10000 g for 15 minutes at 4°C,
and three phases were thus obtained: a proteiaioarg phenol-chloroform fraction, a DNA
containing interphase and a RNA containing agu@base.

The addition of isopropanol to the aqueous phdsaatl RNA precipitation.
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Reverse transcription was performed from 1 pg RMN#g BioRad complementary DNA
(cDNA) synthesis kit, following manufacturer insttions. Negative controls without reverse
transcriptase were performed to verify the absefcenomic DNA in the samples.

Gene expression was evaluated using a quantita@R system (BioRad) with SYBR-Green
dye. PCR reaction was realised on 5 ng cDNA. Reaatiix contained 0.5 uM sense and
anti-sens primers (see table S2). To confirm theeabe of exogenous contaminations, a
negative control without sample was realised. @hegene, a calibration curve was obtained
analysing cDNA series dilutions, and was used tlwutate sample concentration and
determine amplification efficiency. TBP (TATA-Bindy Protein), RPL32 (Ribosomal
Protein Large 32), RPLPZRibosomal Protein Large P2) and 14-3-3 zeta/dphatein
(YWHAZ) were used as reference genes for rat PASMCebtain a normalisation factor
calculated by GeNorm software. For human PASMCslL.3P TBP, RPLPO (Ribosomal
Protein Large P0) and RPL4 (Ribosomal Protein Ld)geere used as reference genes.
Mitochondrial network analysis

Cells were incubated for 15 minutes at 37°C witl® 50 MitoTracker Orange MTO for
mitochondrial staining. Cells were then fixed w8 PFA for 10 min at 37°C, auto-
fluorescence was quenched via 5-minute incubatiin %0 mM NH,Cl and were mounted
using mowiol mounting medium..

3D confocal images were acquired collecting a Zesestack with 63x objective by an
inverted Laser Scanning Microscope (Zeiss LSM 5MI)O was excited by 543 nm helium
neon laser. 3D images were deconvoluted using Aeittld AutoVisualize software
(MediaCybernetics) to increase confocal systemluéso, and then analyzed using Imaris
software (Bitplane Company) to provide informatammitochondrial volume.

PASMC transient transfection

Reverse short interference RNA transfection watpmed to downregulate SIRT1 in rat and
human PASMCs. Cells were seeded in a transfectiedium (Santa Cruz) containing
transfection reagent (Santa Cruz) and a mix ofettsbort interfering RNA specifically
directed against SIRT1 (siSIRT1, Santa Cruz) onirfgamo known target (control siRNA-A,
Santa Cruz). 24 hours after the transfection, eedliee cultivated for additional 24 hours with
0.5% FBS containing medium, then treated. Transfeatate, evaluated by flow cytometry
using a FITC-coupled siRNA (Santa Cruz), was al@@fo. Transfection efficiency was
confirmed by SIRT1 protein level.

Evaluation of PASMC proliferation and death
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PASMC proliferation was measured via four differeapproaches. BrdU incorporation by
replicating cells was evaluated using Millipore, Kitllowing the manufacturer instructions.
WST-1 (Roche) cleavage by viable cells was meadoyesi spectrophotometer. Cell counting
was performed using a Malassez haemocytometer3 amiints per condition were realised.
The protein amount of proliferating cell nucleatigean (PCNA) was detected via WB.

For measuring PASMC death, cells were labelled @ithpug/ml fluorescein diacetate (FDA).
FDA is cleaved by cellular esterases only in viat#ls thus releasing fluorescein, which is
fluorescent. FDA negative cells were detected bw ftytometry (FC500, Beckman Coulter).
To analyse late apoptosis/necrosis, cells were lalsglled with 10 pg/ml propidium iodide
(P1). Only late apoptotic/necrotic cells, which balost their membrane integrity, can be
labelled by this nucleic acid intercalating fluarest agent.

For each sample, at least 7 500 cells were analgstlaggregates and debris were excluded

from analysis.

Supplemental tables
Supplemental figures

Figure legends

Table S1: Features of PAH and control patients.

Table S2: Primer sequences.

Table S3: List of antibodies.

Figure S1: Hyperproliferation of PASMCs is associagd with altered
acetylation/deacetylation balance of PGC-d

(A) The representative image of PG@-amount in total protein extracts (input) and in
immunoprecipitated proteins containing acetylatgsines (IP) shows that PAH PASMCs
display an increase in the acetylated fraction &CPlo (n=3). (B) PDGF-induced
proliferation determines an enrichment of acetgd®&C-1. in rat PASMCs (n=3).

Figure S1: Stac-3 enhances PGCeldeacetylation.

In rat PASMCs, Stac-3 (10 pM) treatment causesyaifgiant reduction of the acetylated
levels of SIRT1 target PGCaln=3).
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Table S1

Patient Age Gender
H213 26 F
H215 35 F
H211 44 F
H219 41 F
H221 39 M
C106214 43 F
C1374 56 F
C1379 56 M
C1397 64 M
C1398 65 M
C1406 78 M
C1412 61 F
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Table S2

GAA GCATTG GGG ATC AAG AA

Gene Forward primers (5'23’) Hybridization
Reverse primers (5'>3') temperature (°C)
ERRa (human) CTATGG TGT GGC ATC CTG TG B0
GTGATCTCG CAC TCGTTG G
ERR (rat) TCAAGG AGG GTG TGC GTC TG 65
CTT GGC CCA GCT GAT GGT GA
NRF2 (rat) CAC TCA ACA TTT CGG GAA GAG B0
CTCATTCATCTG TTIGCTC TTG G
GCNS (human) CTA TGG GGC AMA CTC TCC AL &0
TCC AGA CTC AGG GAG CTG TT
GPX1 (rat) GTT TCC CGT GCAATC AGT TC &0
TCACTT CGC ACT TCT CAA ACA
NAMPT (rat) TGAATT GCT CCT TCA AGT GC B0
TTT GTT GGG ATC AGC AAMC TG
PPARa (human) CCT CTC AGG AAA GGC CAG TA &0
CAG TGA AAG ATG CGGACC TC
PPARu (rat) ATG AGT CCC CTG GCA ATG 58
GGC ATT CTT CCA ARA CGG
RPLPO (human) GCG ACC TGG AAG TCC AAC TA &0
TTG TCT GCT CCC ACA ATG AA
RPLP2 (rat) GCT BTG GCT GTTTCT GCT TC &2
ATG TCG TCA TCC GAC TCC TC
RPL4 (human) GCAAGC TGA ACA TTT TGA 51
TTGGATCTC TGG GCTTTT C
RPL32 {human, rat) GCT GCT GAT GTG CAA CAA A 50
GGG ATT GGT GAC TCT GAT GG
SIRT1 (human) ATT TAT GCT CGC CTT GCT GT &0
CCAGCG TGT CTATGT TCT GG
SIRT3 (rat) TAC ATG CAC GGT CTG TCG A B0
ACAACG CCA GTA CAG ACA GG
S0D2 (human) CGT CAC CGA GGA GAA GTA CC &0
AGT CAC GTT TGA TGG CTT CC
TBP (human, rat) ALS GAC CATTGCACTTCG TG &0
GCT CCT GTG CAC ACC ATTTT
Tfam (rat) GAA AGC ACA AAT CAA GAG GAG B0
CTGCTT TTC ATC ATG AGA CAG
YWHAZ (rat) AGA GGG AAG GTG CTG AGA AA &0
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Table S3

Antibody Dilution | Manufacturer Reference
Ac-FOX 1:500 Zanta Cruz ce-48437
Ac-histone Hi1 11000 Sigma HYT&4
Cs 1500 Ahcam ah96600
GLUT1 1500 Abcam ah3 2557
FOXO 11000 Cell signaling | 28805
HIF-1u 1:500 Santa Cruz sc-10790
Histone H1 1:500 Santa Cruz se-10808
NAMFT 1250 Anbcam ahd 5890
FCNA 1:1000 Santa Cruz s0-50
PGC1u 1:500 Santa Cruz so-13087
SIRT1 14000 Lpcam sc-13067
TFAM 1500 Santa Cruz 5(-23588
VDAC 1:1000 Home mads
Vinculin 1:2000 Sigma Y0131
B actin o000 | Santa Cruz se-47 7
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A

CTL PAH
1 I
IP= Ac-Lys Input IP Input IP

PGC-1a |l " - —

relative density 1 0.30 0.38 0.40
B Venhicle PDGF
IP= Ac-Lys Input P Input P
PGC-1a — e
relative density 1 0.29 0.53 0.37

Fig. S1
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Fig. S2

PDGF
+

PDGF Stac-3
IP: Ac-Lys Input IP Input IP
PGC-1a _— —n
relative density 1 0.71 0.80 0.25
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Introduction

Heart failure (HF), which is defined as the indlilof the heart to provide adequate
blood flow to meet the needs of the organism, imaor cause of death in industrialized
countries. Although the mechanisms leading to phaihology are still shrouded of mystery, it
appears that alterations in energy metabolism ef ¢hrdiac muscle cell may play an
important role in the onset and the developmenhisfsyndrome. Indeed, it has been widely
demonstrated that this disease is associated wgifisant disruption of energy metabolism,
including mitochondrial function (for review ség so that the failing heart represents an
"engine out of fuel®
During the last decade, our team demonstrated tthatexpression of the peroxisome
proliferator-activated receptor gamma co-activafier (PGC-%y) is clearly reduced in HE.
This co-activator regulates the function of mamgngcription factors involved in energy
metabolism pathways and is consequently considesetlkey regulator of cellular energetics
and especially of mitochondrial biogenekis. Thus, alteration of the PGGrisignalling
pathways could at least partially explain the meliabdisorders observed in HF patients.
Consequently, this co-activator presents itselfaaselevant therapeutic target, since the
stimulation of its expression and/or its functiauld reasonably be proposed to overcome the
chronic energy deficit observed in the failing hear
Recently, a cardiac-specific robotized cellularagssvas developed in our laboratory to
identify inducers oPgc-lux gene expression on H9c2 cardiomyoblasts, revestiagositive
effect of several compounds ®yc-lu transcriptiort The validation of the effect of those
molecules in isolated adult cardiomyocytes has shtvat cobalamin (Cb) (vitamin B12)
exhibited remarkable results on PG&<€lignalling pathways, characterising this moleade
a potential activator of mitochondrial biogenesisiahh could be used in a metabolic therapy
of HF.
A potential role of Cb in cellular metabolism cae buggested regarding previous studies
which showed that deficiency in methyl donors (@l &late (vitamin B9)) in rat induces an
imbalanced methylation/acetylation of PG&-y the protein arginine methyltransferase 1
(PRMT1) and the deacetylase Sirtuin 1 (SIRT1) i leart and in the livér’ In eukaryotic
cells, Cb is metabolized into adenosylcobalamin aredhylcobalamin, the latter being the
cofactor of methionine synthase in the cytosol Wwhicatalyses the remethylation of
homocysteine to methionit€'? Knowing that methionine is converted to S-
adenosylmethionine (SAM), the universal donor angmethylation of numerous proteins, Cb

is clearly required for the methylation of proteingolved in the regulation of many cellular
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pathways. The activity of PGGCsland of proteins controlling its activity like SIRTare
known to be directly or indirectly regulated by bugost-translational modificatiorfs*® 4
therefore, Cb could affect cellular metabolism.

For these reasons, in the present study we testelypothesis that Cb could exhibit positive
effects on myocardial energy metabolism and carfdiaction in an animal model of pressure
overload-induced myocardial dysfunction. To thisdercardiac function and energy
metabolism phenotype of mice that have undergarmswerse aortic constriction (TAC) were

assessed under normal diet and diet supplementedviand folate.
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Materials and Methods

Animals

Five week-old C57B6J mice were fed with normal diD) or with Cb (1 mg/kg) and folate
(15 mg/kg) supplemented diet (SD) before undergsimgery to induce pressure overload by
transverse aortic constriction (TAC) at the age8oiveeks. Anaesthesia was induced by
intraperitoneal injection of ketamine (50 mg/kgdatylazine (8 mg/kg) and silk suture were
placed around the aorta to generate aortic stenbBsisr weeks after surgery, mice were
euthanized by cervical dislocation and hearts wap@lly excised, rinsed in cold calcium-free
Krebs solution and weighed. A part of the left vl was immediately used for
mitochondrial function assessment and another \past flash frozen in liquid nitrogen for
further biochemical determinations. All animal expental procedures were approved by

animal ethics committee of Paris-Sud University.

Echocardiography

Surgery and sacrifice were preceded by echoca@pbgr using a 12 Mhz transducer (Vivid

7, General Electric Healthcare) under 2.5% isoflerggas anaesthesia to assess cardiac
function. M-mode echocardiography was used to detex left ventricular mass, fractional

shortening and left ventricular ejection fraction.

Mitochondrial functional assays in permeabilizedsaia fibres

Mitochondrial respiration was studiéd situ in saponin-permeabilized cardiac muscle fibres
using a Clarke electrode as previously describegrotocol was designed to study sensitivity
of mitochondrial respiration to external ADP aneatine by successively adding pyruvate-
malate (1-2.5 mM), ADP (0.1 mM), creatine (12 mM)daADP (2 mM) to respiration
solution (in mM: 2.77 CafEGTA, 7.23 KEGTA [100 nM free Ca+], 6.56 MgC} [1 mM
free Md+], 20 taurine, 0.5 DTT, 50 K-methane sulfonateJ1®M ionic strength], 20
imidazole, pH 7.1) at 23 °C. The acceptor contatdlor (ACR) was calculated from basal
mitochondrial respiration rate (in the presenceytivate/malate 1/4 mM, without ADP) and
oxygen consumption after addition of a saturatiA@P]. A second protocol consisting in
measuring oxygen consumption after successive iaddif ADP (2 mM), malate (4 mM),
pyruvate (1 mM), glutamate (10 mM), succinate (1M)mand amytal (an inhibitor of
complex I, 1 mM) was also performed. Rates of masjoin are given in pmoles,nin/g dry

weight.
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Enzyme activity

Frozen tissue samples were weighed, homogenizedir{(Berecellys 24) in ice-cold buffer
(50 mg/ml) containing HEPES 5 mM (pH 8.7), EGTA MpDTT 1mM and 0.1% Triton X-
100. Activity of Citrate synthase (CS), cytochromadase (COX) and total creatine kinase
(CK) were determined using standard spectrophoticnassays> ' LDH isoenzymes were
separated using agarose gel electrophoresis pextoan 200 V for 90 minutes. Individual
isoenzymes were resolved by incubation of the gath a coupled enzyme system as

previously describetf

Immunoblotting

Frozen tissue samples were homogenized (BertineRye@4) in ice cold buffer containing
HEPES 50 mM, KCI 50 mM, EDTA 1 mM, beta-glycero-gpbate 5 mM, Triton X100
0.1%, orthovanadate 1 mM, DTT 1 mM, NaF 50 mM, NaPPnM, PMSF 0.2 mM and
antiprotease cocktail set. Protein extracts weparseéed on SDS-polyacrilamide gel (10 to
12%) and then transferred to PVDF membranes fotenedlot or were directly applied on
nitrocellulose membranes using 96-well Bio-BdBiorad) for dot blot. After 1 hour of
blocking in PBS containing TWEENZ20 (0.1%) and neonfalk (5%), the membranes were
incubated overnight at 4°C with primary antibodyitr&de synthase (Abcam ab96600),
carnitine palmitoyl-transferase | (Santa Cruz s8482), superoxide dismutase 2 (Abcam
ab16956), nuclear factor erythroid 2-related fac{®NFE2L2) (Santa Cruz sc-722),
Acetylated-Lysine (Ac-Lys) (Cell signaling 9681) canDimethyl-Arginine asymmetric
antibody (Me-Arg) (Active motif 39231)). Oxybibf protein oxidation detection Kkit
(millipore S7150) was used for protein carbonylatiassessment. After washing, the
membranes were incubated with a secondary antibodpled with horseradish peroxidase
for 1 hour at room temperature and visualized ustemiluminescent substrate (Lumirdta
Western Chemiluminescent HRP Substrates, Millipotéght emission was detected by

autoradiography and quantified using an image-amabystem (Bio-Rad).

Quantitative real-time PCR

Total ventricular RNA was extracted using Trizohagent (Invitrogen). Oligo-dT first strand
cDNA was synthesized from |y of total RNA using iScript cDNA synthesis kit (Brad).
Real-time PCR was performed using the SYBfteen method on CFX96 TouthReal
Time PCR Detection system (Bio-Rad) from 2.5 ng @DRNA levels for all target genes
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were normalized to RPL32 and TBP levels using GeNsoftware'? Primer sequences are

available in supplemental material.

Preparation of samples for homocysteinemia dosage

At sacrifice, blood samples were collected immesyaplaced on ice and plasma was isolated
by centrifugation at 25009 for 15 min at 4°C. Plastmtal homocysteine defined as the total
concentration of homocysteine after quantitativeuotive cleavage of all disulfide bonds,
was assayed by using the fluorimetric high-perforcealiquid chromatography method
described by Fortif’

Cardiomyocyte cultures

Twelve-week old Wistar rats were anaesthetizednbrgperitoneal injection of pentobarbital
(200 mg/kg). Hearts were rapidly excised and pedugretrograde perfusion) with
collagenase to isolate individual adult rat vemiac myocytes as described previously.
Isolated cells were immediately plated on laminated culture dishes in minimal essential
medium (M4780, Sigma) supplemented with 2.5% foelbmlvine serum, penicillin
(200units/mL), streptomycin (100ug/mL), and 2% HEP@pH 7.4) for 1 hour, and switched
to serum-free medium during 16 hours before 24 faucubation in serum-free medium
containing Cb (30uM) or folate (750uM).

Statistical analysis
Results are expressed as mean £ SEM. For in vady sstatistical differences were analyzed
using two-way ANOVA; Newman-Keuls post-hoc were diseo identify significant

differences between means. For cellular study, stt-te was used.
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Results

Cardiac alterations induced by pressure overload & reduced in mice treated with Cb
and folate.

After 4 weeks of TAC, mice fed without or with Ssplayed an increase in heart weight and
lung weight (Table 1) compared to their respecsivam group, as judged by absolute weight
and/or organ weight-to-tibia length ratio. Howevéhe heart weight after TAC was
significantly lower when mice were fed with a dmipplemented with Cb and folate. No
impact of pressure overload was observed on bodly kadney weight in any group.
Assessment of left ventricle mass by echocardidgraphowed that a TAC-induced
hypertrophy was significantly less pronounced inBAC group (Figure 1A). Importantly, a
decrease in left ventricular ejection fraction (LW)Eand fractional shortening (FS) after 4
weeks of TAC was significantly attenuated by SDg(ifes 1B, 1C). Moreover, left
ventricular levels of atrial natriuretic peptide NR) and myocyte-enriched calcineurine-
interacting protein (MCIP1) mRNA were significantlgss upregulated in SD-TAC group
than in ND-TAC group (Figure 1D), evidencing a betfunctional status of the myocardium

in TAC in the presence of Cb and folate supplentemnta

Cobalamin and folate supplemented diet protects cdiac energy metabolism in TAC
model of failing heart.

Given that SD exhibited a protective effect on @rdunction and that Cb was suspected to
impact energy metabolism according to our previstusly® we sought to determine whether
this vitamin could protect cellular energetics asgpecially mitochondrial function in this
vivo model. Thus, mitochondrial respiration was analyae cardiac permeabilized fibres and
revealed the presence of mitochondrial abnormalaiter 4 weeks of TAC in mice fed with
ND (Figure 2). More specifically, respiration rategasured after cumulative addition of
pyruvate, glutamate, succinate and amytal wererdawkbres from ND-TAC heart compared
with ND-sham (Figure 2A). Whereas feeding with Cial dolate supplemented diet did not
show any effect on mitochondrial function in basahditions (ND-sham vs SD-sham)
(Figure 2A), this diet almost completely preventib@ downregulation of mitochondrial
respiration observed under stress (Figure 2A).réstengly, the drop in respiration rates
remarked in ND-TAC mice were combined with a straremnd (p = 0.125) towards a lower
acceptor control ratio in this group which was abserved in mice treated with SD (Figure
2B). In addition, the activity of citrate syntha®eS), which is currently used as a marker of

mitochondrial mass, was significantly reduced in §ibup after 4 weeks of TAC whereas the
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difference was not significant between sham and Tk treated with Cb and folate (Figure
2C). Thus, the all set of these data suggests daatiac protection of Cb and folate
supplemented diet in pressure overload model iscaged with an improved mitochondrial
function.

The protective effect of SD on mitochondrial fuocti under cardiac pressure overload
seemed to be combined with a better preservationmetabolism upstream of the
mitochondrial oxidative phosphorylation. Indeed,dmen chain acyl-CoA dehydrogenase
(MCAD) expression was significantly higher in SD-CTAnice compared to ND-TAC ones,
which suggests that SD improves fatty acid util@atunder conditions of TAC (Figure 2D).
Moreover, the large and significant increase in dkexase 2 Kk2) and pyruvate
dehydrogenase kinase Rdk4 expression as well as prevalence of M-isoforniLDH in
ND-TAC group in comparison with the others groupsggre 2D,E) suggests that the
metabolism of TAC mice is remodelled towards glys®# at the expense of oxidative
metabolism. SD almost completely normalized thesg¢abolic shifts. This suggests that Cb
has generalized effect on the energy metabolismlving different pathways coordinated by
PGC-1.

Mitochondrial biogenesis was sustained after TAC uder Cb and folate treatment.

Further, we investigated whether the treatment witpplemented diet improved PGC-1-
dependent mitochondrial biogenesis pathway. Exmessf Pgc-la and Pgc-18 genes
exhibited a similar decrease in both TAC groupsgfe 3A). However, SD ensured
normalization of mitochondrial transcription factar(Tfam) and nuclear respiratory factor 2
(Nrf2) gene expressions inhibited by TAC. This evidenadsigher activation of PGCal
downstream transcription cascade in TAC group feith WD (Figure 3B) and suggests a
protection of mitochondrial biogenesis pathwayhe heart when cardiac pressure overload
by TAC is associated with diet supplemented witha@d folate.

To investigate the underlying mechanisms allowing activation of PGC-d-mediated
cascade in mice fed with SD that underwent 4 weéKsAC, we first assessed the combined
effect of TAC and diet on post-translational adiiva/inhibition of PGC-&. Given the
involvement of Cb in methylation and in acetylatiohproteins via methylcobalamin, post-
translational regulators of PGGt1lvere studied. Thus, as shown in Figure Antl gene
expression level showed interesting changes sirleega increase was observed after TAC
only in mice treated with Cb and folate, evokindnigher methylation level in this group.

Accordingly, the total methylation level, assesd®d immunoblotting, was significantly
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higher in SD-TAC group than in ND-TAC group (Figut8). Interestingly, ND-TAC mice
displayed a trend (p = 0.142) to a lesser mettorladif proteins in comparison with ND-Sham
mice (Figure 4B). WhereaSirtl gene expression was not impacted by TAC and thet,
general control non-repressed proteinGerf5 gene expression was decreased in SD-TAC
compared to ND-TAC group (Figure 4A). These ressiliggest a higher acetylation level of
proteins, and potentially PGGxlin ND-TAC than in the other groups and especiadl{D-
TAC mice. Indeed, a normalization of elevated tatedtylation level in TAC group by SD

was observed (Figure 4B).

The protective effect of SD was not related to Cbral folate action on oxidative stress
and homocysteinemia.

Knowing that mitochondria are a major producer artdrget of ROS in heart, assessment of
oxidative stress was also performed. Protein caflton level was similar in all groups
(Figure 5A) and gene expression (Glutathione pelase 1, GPX1) or protein level
(Superoxide dismutase 2, SOD2) of antioxidant eregyas well as protein level of Nuclear
factor (erythroid-derived 2)-like 2 (NFE2L2) did tnehow any significant difference between
TAC groups (Figure 5B and 5C), even if NFE2L2 letezided to be lower in ND-TAC group
in comparison to the other groups (Figure 5C).

It is also well known that Cb is intimately linkéd the concentration of homocysteine in the
blood through a stimulation of methionine productifom homocysteine and folate. A
dysregulation of homocysteinemia having been regorio be associated with cardiac
dysfunction, plasma homocysteine concentration wesasured and did not show any

difference between the all groups (Figure 5D).

Cobalamin activated mitochondrial biogenesis in idated rat cardiomyocytes.

Dealing with the fact that SD used in this studysweariched with Cb and folate, the specific
effects of each compound on mitochondrial biogenesiere studied in isolated
cardiomyocytes obtained from adult rat. Whereadsrduescription levels oPgc-lx andPgc-

15 were respectively unchanged and decreased aftetréatment, this latter induced a
significant increase inffam transcription (an increase of 59+10% compared datrol
(p<0.01)) (Figure 6A). Moreover, transcription 6bx1, a gene encoded by mitochondrial
genome, tended to increase (an increase of 114x«%BApared to control (p<0.068), Figure
6A). Importantly, these data correlated with sigiht increase in protein amount of CS and

CPT1, implying an elevation of mitochondria massefCb treatment (Figure 6B). In
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contrast, cardiomyocytes treated with folate ontyribt exhibit any difference in expression
of these same genes in comparison to control (Ei§@), indicating that Cb supplementation
is required to induce an activation of mitochonidoiagenesis.
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Discussion

Alterations of energy metabolism and especiallyoshibndrial dysfunctions have been
largely reported in heart failure syndrome for maears?> 2% lending credibility to the idea

of a metabolic therapy of this disease. In the gmesstudy, we tested this concept by
exploring the potential protective effect of Cbdardiac pressure overload suggested by the
action of this compound on mitochondrial biogenesasealed by the cardiac-specific
robotized cellular assay previously publish&@hus, we show here that feeding with a diet
supplemented with Cb and folate, from 3 weeks lgefoAC to sacrifice, exhibits beneficial
effects in the murine model of myocardial dysfuoctiused in this study. Indeed, the
treatment with Cb and folate clearly minimized thkerations of cardiac contractility
classically induced by TAE #and the protective effect of these B vitamins associated
with sustained mitochondrial biogenesis processeld#s these mechanisms are at least
partly involved in the preservation of mitochonéifianction and in the lesser sensitivity to
TAC of mice fed with SD, the similar oxidative statwith ND and SD seems to suggest that
an antioxidant effect of these vitamins would netd major mechanism of the protective

effect observed in this model.

Cb and folate support PGC-In activity in murine model of cardiac pressure overbad
Although several factors contribute to the path@genof cardiac dysfunction in heart failure,
mitochondrial dysfunction is commonly recognized aas important contributor. Here, we
confirm again the metabolic disorders induced bydiea pressure overload previously
reported® ?® #” Importantly, we show for the first time that a amment with a diet
supplemented with Cb and folate is beneficial ims tpathological model and that the
protective effects of these vitamins on cardiacctiom are combined with a prevention of
mitochondrial damages and more generally with agrkation of energy metabolism.

It has been reported that after a prolonged abdinding, cardiac dysfunction is associated
with metabolic alterations that could be partly lexped by a decrease in PGG-&xpression
and a downregulation of its downstream transcriptiascadé.®® *In the present study, a
clear decrease iRgc-lu transcription was shown in the heart of animalfhwiortic stenosis.
This was associated with a lower transcription llexfeTfam and Nrf2 in ND-TAC group
suggesting an inhibition of PGGrTascade. The normalization BfamandNrf2 expression
in SD-TAC mice evidenced an improvement of PGCattivity when TAC mice were fed
with SD. Actually, PGC-a activity is largely dependant on methylation andtglation states

of the protein> 3* 3! Those states could be suspected to be modifieGbyas shown
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previously. Indeed, this study has shown that metlgnor deficiency in rat induces
detrimental effect on energy metabolism throughirabalanced methylation/acetylation of
PGC-In by PRMT1 and SIRT1/GCNS5 in the heart and in theerli”® methyl donor
deficiency during pregnancy and lactation also aeduheart and liver affliction in offspring
because of the same underlying mechanirvioreover, one of these studies pointed out the
hypomethylation of PGCelto explain the cardiac hypertrophy observed is fatl without
Cb and folate that besides suggests a major roenefgetic status in cardiac remodelling
and thus supports the idea of metabolic therapeaft failure. However, a complementation
of food with Cb and folate had never been testealnmodel of myocardial dysfunction. In our
study, the expression @irtl, Gen5 and Prmtl and particularly the assessment of total
methylation/acetylation level by immunoblotting gegted a lesser acetylation level and a
higher methylation level of PGCalin SD-TAC mice that are in favour of the activatiof
this transcriptional co-activatdf. *3In a convincing manner, these observations whilchva

to propose post-translational modifications of PGOwere associated with the preservation
of mitochondrial function and thus seem to be astien part responsible for the protection of
cardiac energy metabolism observed in SD-TAC group.

The impact of Cb and folate on PG@-&ctivity can be explained by the role of these
compounds in methionine production, the precur§ahe universal methyl donor SAR; **
which allows methylation of this co-activator by MR1; but it can also be advanced that
SAM is required to modulate the activity of numesquroteins which could regulate PG@-1
in a second time, as it has previously been sugdeg&ir SIRT1** Thus, even if no
modification ofSirtl expression were noted in our study, a post-tréinsk activation of this
enzyme could eventually be proposed, reinforciregitiea of a lesser acetylation of PG&-1
suggested by the decreaseGrn5 expression and in total acetylation level in SDETA
group??

Interestingly, there is no obvious direct effectGid onPgc-lu transcriptionin vivo contrary

to what had been shown in céli$iowever, the transposition of what is seen in ente
cellular model to a chronic animal model has tarteasured, especially as the stimulation of
Pgc-Io transcription in adult rat cardiomyocytes repolitedur previous study was transitory
and thus might suggest a complex mechanism. Evehedact that we showed here that Cb,
but not folate, exhibits a stimulating effect ontashondrial biogenesis in adult rat
cardiomyocytes tends to demonstrate that Cb plagsndral role in the activation of the

downstream PGCeltranscription cascade observed in SD-TAC groupthatthis activation
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could not be attributed to a direct effect of felathich was added in the composition of the
supplemented diet to ensure a sufficient sourceeadhyl.

Finally, whereas it is difficult to directly link he adenosylcobalamin pathway to
mitochondrial biogenesis according to what is kn@kout this derivative of Cb, a beneficial
action of this molecule in mitochondrial functiooutd be proposed via its action in the use of
odd chain fatty acid® Indeed, adenosylcobalamin is the cofactor of methlonyl coenzyme

A mutase in mitochondria involved in odd-chain yadcids catabolism®*? and ensures the
entry of the last degradation product of these/fatids, methylmalonyl-CoA, into the Krebs
cycle by its conversion to succinyl-CoA. Moreovarsupply of adenosylcobalamin allows
avoiding a possible accumulation of methylmalongid which inhibits the Krebs cycfé.
Consequently, it can not be excluded that adenoglamin could partly be responsible for

the protection observed in this study.

Protective effect of Cb and Folate in cardiac presse overload is independent of its role
on oxidative stress and on homocysteinemia.

Beyond the effect of Cb and folate on cardiac epengtabolism through PGCxlactivation

in our model, the protective action of these twoviBamins could also be explained by
antioxidant mechanisms. Indeed, Cb and folate Higiemt radical trap¥” *® and they can
prevent oxidative damagés vivo3® *° Moreover, whether it be through methylcobalamin or
adenosylcobalamin pathways, a deficiency in Cbdaadoxidative strest: > Nevertheless,
no oxidative damages were observed after four weEK&C in our model and no difference
in antioxidant elements such as GPX1, SOD2 or NEE2ere noted between TAC groups,
indicating that a potential antioxidant effect bése B vitamins would not be involved in the
protective mechanisms. Besides, Cb oxidative ptioteds often associated with its role in
the control of homocysteinemia. Indeed, Cb is ingdr to maintain a relatively low
homocysteinemia and hyperhomocysteinemia (HHCY) reported to increase ROS
productiof® and to decrease antioxidant mechani$m$ In our study, plasma level of
homocysteine was similar in all groups; conseqgyeitttan be considered that Cb did not act
through this mechanism in the present work.

Of note, the fact that oxidative stress and HHC¥vpusly described in pressure overload
modef® were not observed in our study shows that, afiar fveeks of aortic banding, our
mice were at the beginning of the disease. Inteiggt even if the syndrome was not fully
developed, the metabolic alterations were notethodetrating that these latter occur at an

early stage of the disease and that metabolicplgerauld consequently be relevant.
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The absence of HHCY in our model is also a critmaint to understand the action mode of
Cb in this study. Indeed, even if the underlyingchanisms are not fully elucidated, it has
been described that HHCY can directly or indireclyer cardiac function. Actually, the
vascular alterations induced by HHCY are well kndwibut HHCY can also directly affect
contractile properties of the heart through differenechanisms involving mitochondria or
not*® °° Knowing that homocysteinemia was normal after faeeks of TAC, this potential
protective mechanism of Cb can not be consideredpéain our results.

In summary, we demonstrated here for the first timgt the use of a treatment with Cb
supplemented diet in a murine model of cardiacquesoverload exhibits beneficial effects
on cardiac function. This protective action of Cb associated with a sustained
acetylation/methylation balance which leads to gheservation of mitochondrial biogenesis
and mitochondrial function, potentially involvingpst-translational activation of PG@-1

Overall, these results support the notion thatardiac myopathy, mitochondrial biogenesis,
and especially PGCel is a relevant target to preserved cardiac enengtabolism and

function of the heart, conferring credit to metabtherapy.
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Figure legends

Table 1: Anatomical characteristics of mice 4 weekafter surgery

Figure 1: Effect of TAC on cardiac function under rormal or cobalamin/folate-
supplemented diet.

A-C. Left ventricle mass, Ejection fraction and franab shortening were assessed by
echocardiography before surgery (panels on leff)arsacrifice (panels on righf). Markers

of cardiac damage 4 weeks after surgémp (atrial natriuretic peptide) andcipl (myocyte-
enriched calcineurin interacting protein 1). (n %2068 per experimental group), * p<0.05
sham vs TAC, # p<0.05 ND vs SD.

Figure 2: Effect of TAC on cardiac energy metabolism under normal or
cobalamin/folate-supplemented diet.

A. Rate of respiration measured under phosphorylatiogditions (2mM ADP) in the
presence of substrates for complex | andBll.Acceptor ratio was calculated as the ratio
between maximal respiration rate (ADP 2mM) and beesspiration rate (without ADP) with
malate-pyruvate (4:1mMX. Citrate synthase (CS) enzymatic actividy. mMRNA expression
level of enzymes of carbohydrate and fatty acichlwalisms. E. Proportion of H and M
isoforms of LDH assessed from activity of isoenzyifme= 6 to 8 per experimental group), *
p<0.05 sham vs TAC, # p<0.05 ND vs SD.

Figure 3: Markers of mitochondrial biogenesis in hart of mice fed with normal and
cobalamin/folate-supplemented diet 4 weeks after sgery.

A. mRNA expression level of transcriptional coactorat of mitochondrial biogenesi8.
MRNA expression level of key transcriptional fastof mitochondrial biogenesis. (n =6 to 8
per experimental group), * p<0.05 sham vs TAC, 8.5 ND vs SD.

Figure 4: Effect of TAC on post-translational modiications in heart of mice under
normal and supplemented diet.

A. mRNA expression level ofPrmtl, Sirtl and Gcn5 involved in protein
acetylation/methylation balancB. total methylation (Me-Arg) and acetylation (Ac-Dysf
proteins assessed by dot blots. (n = 6 to 8 pegr@rental group), * p<0.05 sham vs TAC, #
p<0.05 ND vs SD.

Figure 5: Cardiac oxidative status and homocysteimaia of mice fed with normal and
cobalamin/folate-supplemented diet 4 weeks after sgery.

A. Global carbonylation of ventricle proteird. mMRNA expression level dbpx1 C. Protein
level of SOD2 and NFE2LD. total plasma concentration of homocysteine aftereéks of
surgery (n = 6 to 8 per experimental group), * @80sham vs TAC, # p<0.05 ND vs SD.

Figure 6. Markers of mitochondrial biogenesis in cadiomyocytes treated with
cobalamin or folate.

A. mMRNA expression level of transcriptional coactbratand key transcriptional factors of
mitochondrial biogenesis after 24h treatment w28 Cb.B. Protein level of CPT1 and CS
after 24h treatment with 30puM CB. mMRNA expression level of transcriptional coactrat
and key transcriptional factors of mitochondriabd®nesis after 24h treatment with 750uM
Folate. (n = 7 to 9 per experimental group), * @80sham vs TAC, # p<0.05 ND vs SD.
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Table 1

Normal diet Supplemented diet Statistical analysis
o d =
@ P o)
Sham TAC Sham TAC o O 3
(n=7) (n=7) (n=8) (n=7) = = 2.
® o
Q Q S
Body weight (g) 266+ 1 26.4+ 1 25.6 £ 0.5 25+ 1 0.17 0.59 0.83
Heart weight (mg) 1739+ 54 2923+ 145| 157+ 6 2424+ 14 | 0.004  <0.001 0.13
*%* *% ##
Tibia lenght (mm) 173+ 0.1 17.3+ 0.2 171+ 0.1 173+ 0.3 0.59 0.65 0.44
Heart/Tibia (mg/mm) 10.1+ 0.4 17+ 0.9 9.18+ 0.3 14+ 0.7 <0.001  <0.001 0.08
*%* ** ##
Lung/Tibia (mg/mm) 10.8+ 05  17.4+22 | 104+03 158+ 28 0.78 0.009 0.9
Liver/Tibia (mg/mm) 93.2+ 3.2 722+ 45 755+ 3 73.8+ 3.9 <0.001 0.038 <0.001
* #
Kidney/Tibia (mg/mm) 10.5+ 0.4 10.2+ 0.4 9.8+ 0.4 8.7+ 05 0.094 0.038 0.3

* TAC vs Sham
# ND vs SD

248




Primer sequences

Supplemental material

. Hybridation Product
Gene Primers .
temperature size
Anp 5-AGGCCATATTGGAGCAAATC-3' 60°C 88 bp
5-CTCCTCCAGGTGGTCTAGCA-3'
Gens 5-AATGAGCAGGTCAAGGGCTA-3 60°C 73 bp
5-GGATGCTGTGTTTGATGTGG-3'
Gpx1 5-GTTTCCCGTGCAATCAGTTC-3' 60°C 129 bp
5-TCACTTCGCACTTCTCAAACA-3'
HK2 5-TTTCACCTTCTCGTTCCCCT-3' 60°C 175 bp
5-GTCATTCACCACAGCCACAA-3
Mcad 5-CCGTTCCCTCTCATCAAAAG-3' 60°C 129 bp
5'-ACACCCATACGCCAACTCTT-3'
Mcip1 5-CAGCGAAAGTGAGACCAGGG-3' 60°C 309 bp
5-ACGGGGGTGGCATCTTCTAC-3'
Mouse Nrf2 5'-CACTCAACATTTCGGGAAGAG-3 60°C 143 bp
5-CTCATTCATCTGTTGCTCTTGG-3'
Pdka 5-CCTTCACACCTTCACCACAT-3 60°C 189 bp
5-AAAGAGGCGGTCAGTAATCC-3'
Pgc-1la 5'-CACCAAACCCACAGAGAACAG-3 58°C 210 bp
5-GCAGTTCCAGAGAGTTCCACA-3'
Pgc-18 5-TGGAAAGCCCCTGTGAGAGT-3 60°C 202 bp
5-TTGTATGGAGGTGTGGTGGG-3'
Prmtl 5-ATCGAGTTCACCCGATGC-3' 58°C 112 bp
5-TCTTCACTGTTAGGTAGTCCTCCA-3'
Sirtl 5-AAAAGATAATAGTTCTGACTGGAGCTG 3' 60°C 171 bp
5-TGAAGAATGGTCTTGGGTCTTT-3'
Tfam 5-GCTAAACACCCAGATGCAAA-3 60°C 143 bp
5-TACTTGCTCACAGCTTCTTTGT-3'
Coxl 5-AGCAGGAATAGTAGGGACAGC-3’ 60°C 520 bp
5-TGAGAGAAGTAGTAGGACGGC-3
Pgc-1a 5'-CACCAAACCCACAGAGAACAG-3' 58°C 210 bp
Rat 5'-GCAGTTCCAGAGAGTTCCACA-3'
Pgc-18 5-TGGAAAGCCCCTGTGAGAGT-3' 60°C 202 bp
5-TTGTATGGAGGTGTGGTGGG-3'
Tfam 5'-GAAAGCACAAATCAAGAGGAG-3 60°C 175 bp

5-CTGCTTTTCATCATGAGACAG-3'
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Figure 1
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Figure 3
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Figure 6
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Titre : Réle de SIRT1 et de la biogenése mitochondile et de la biogenes
mitochondriale dans la prolifération des cellules d muscle lisse de I'artere pulmonaire

Mots clés : sirtuine, hypertension artérielle pulmonaire, {#éohtion, biogenese mitochondria
muscle lisse

Résumeé : L’hypertension artérielle pulmonaireDans cette étude, nous montrons pour

(HTAP) est une maladie mortelle caractéris@peemiere fois que la la prolifération des CML
par un important remodelage vasculairdP de rat et humaines est caractérisée par

principalement dG a I'hyperprolifération et a leéduction de [lactivité de SIRT1, et es
résistance a l'apoptose des cellules du musalegmentée suite a I'inhibition pharmacologiqu
lisse de [lartere pulmonaire (CML-AP)ou la sous-expression spécifique de SIRTL.

Récemment il a été montré que les CML-ABlus, suite a I'hypoxie chronique, des sour
présentent un remodelage du métabolisméficientes en SIRT1 présentent un remodela
énergétique, avec une régulation négative desculaire plus important que celui observé ch
I'oxidation phosphorylante associée a ures souris contrbles. Au contraire, I'activatio
activation de la voie glycolytiqgue, qui semblpharmacologique de SIRT1 inhibe fortement
contribuer a leur phénotype particulier. Lprolifération des CML-AP, et est associée
désacétylase sirtuinel (SIRT1) est un importdiatctivation de la biogenese mitochondrialé
modulateur du métabolisme énergétique’ensemble de ces résultats suggere (
notamment via son activation deeroxisome l'inactivation de SIRT1 joue un rdle causal da
proliferator-activated receptor gammad’hyperprolifération des CML-AP et cette
coactivator-1a (PGC-Ly), régulateur clé de laenzyme pourrait étre une cible thérapeutiq
biogenése mitochondriale. prometteuse pour le traitement de 'HTAP.
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Title : Role of SIRT1 and mitochondrial biogenesidn the proliferation of pulmonary
artery smooth muscle cells

Keywords : sirtuin, pulmonary arterial hypertension, prol#gon, mitochondrial biogenesis, smooth

muscle

Abstract: Pulmonary arterial hypertensiorthe first time that rat and human PASMC
(PAH) is a lethal disease characterized by proliferation is characterised by a diminution
intensive vascular remodelling, mainly due tof SIRT1 activity, and is potentiated by SIRT1
hyper-proliferation and resistance to apoptogi®armacological inhibition or  specific
of pulmonary artery smooth muscle celldownregulation. Moreover, after chronic
(PASMCs). Recently it has been found thatpoxia, SIRT1 KO mice display a more
PASMCs demonstrate a shift in energptense vascular remodeling compared to the
metabolism from oxidative phosphorylatioontrol littermates. Conversely,
towards glycolysis thus contributing to theipharmacological SIRT1 activation strongly
particular phenotype. The deacetylase sirtuiivdhibits PASMC proliferation, and is
(SIRT1) is a modulator of energy metabolisnassociated with the activation of mitochondria

particularly via its activation of peroxisomeiogenesis. In general, the data obtained show
proliferator-activated receptor gamméhat SIRT1 inactivation plays a causative role

coactivator-1la (PGC-1n), the master regulatorin PASMC proliferation and this enzyme
of mitochondrial biogenesis. Here we show forcould be a promising therapeutic target fof
PAH treatment.
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