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IMPLICATION DES FIBROBLASTES ADVENTITIELS D’ARTERES INTRAPULMONAIRES DANS LA
PHYSIOPATHOLOGIE DE L’HYPERTENSION PULMONAIRE : ROLE DES CANAUX TRPV4

La circulation pulmonaire est un systéme a faible pression (entre 10 et 15 mmHg au repos).
Son principal role est la ré-oxygénation du sang qui permet l'apport aux organes du dioxygene
nécessaire a leur fonctionnement. L’hyperTension Pulmonaire (HTP) est I'une de ses principales
pathologies. Il s’agit d’'une maladie rare engageant le pronostic vital du patient, définie par une
pression artérielle pulmonaire moyenne supérieure ou égale a 25 mmHg au repos. Elle s’explique par
une augmentation des résistances vasculaires pulmonaires liée, entre autres, au remodelage artériel
présent dans cette pathologie participant a la diminution de la lumiere artérielle. En effet, chez les
patients atteint d’HTP, les trois tuniques formant l'artére (intima-media-adventice) voient leur
structure se modifier. La plupart des travaux portent sur le remodelage de la media, mais de plus en
plus d’études montrent que les premieres altérations observées se situent au niveau de I'adventice.
Plus précisément, les fibroblastes, les cellules majoritaires de cette tunique, agiraient comme
régulateur clé de la fonction vasculaire pulmonaire. En réponse a un stress extérieur tel que I’hypoxie
(a I'origine de certaines formes d'HTP), elles seraient les premiéres cellules a s’activer d'ou leur
dénomination par certains de « cellules sentinelles ». Cette activation se manifeste entre autres par
des changements phénotypiques (différenciation en myofibroblastes), leur prolifération, leur
migration, et la surproduction de protéines de la matrice extracellulaire. Ainsi les fibroblastes
participent directement au remodelage artériel global observé dans I'HTP.

Le calcium est connu pour réguler un grand nombre de voies de signalisation cellulaire impliquées
dans les phénomeénes précédemment cités. Au laboratoire, I'implication du canal TRPV4 (Transient
Receptor Potential Vanilloid 4), un canal non sélectif perméable aux ions Ca*, a déja été montré
concernant le remodelage de la media. ’activation du canal, amplifiée en situations pathologiques,
participe a la migration et a la prolifération des cellules musculaires lisses des artéres pulmonaires.
Aussi, des données de la littérature montrent que TRPV4 joue un role important dans l'activité
délétere des fibroblastes dans les sclérodermies, les fibroses pulmonaire et cardiaque. Il nous a donc
semblé intéressant d’étudier I'implication des fibroblastes et du canal TRPV4 dans le remodelage
adventitiel artériel lors de I'’hypertension pulmonaire.

Pour ce faire, nous nous sommes intéressés, dans une premiere partie, a I'implication du canal TRPV4
dans ce remodelage au niveau tissulaire. Nous avons ainsi montré, a I'aide de deux modeles animaux
hypertendus, un induit par l'injection de monocrotaline et l'autre induit par une exposition
hypoxique chronique, que la protéine TRPV4 est surexprimée dans |’adventice alors que son
remodelage est significativement atténué chez des souris invalidées pour le gene trpv4.

Dans un second temps, nous avons alors étudié le role de ce canal dans les réponses cellulaires
impliqguées dans le remodelage adventitiel. Pour cela nous avons mis au point la culture de
fibroblastes d'adventice d'arteres intrapulmonaires de rats. Puis par une approche pharmacologique
(activateurs et bloqueurs du canal) et a 'aide de siRNA, nous avons montré que I'activation du canal
TRPV4 favorise la prolifération (par incorporation de BrdU) et la migration (par test de breche) des
fibroblastes, ainsi que leur activité profibrotique avec la surproduction de matrice extracellulaire
(MEC) (par quantification de I'expression protéique par Western blot).

Il serait désormais intéressant de cultiver les fibroblastes en mimant in vitro les conditions
pathologiques, en les plagant dans un environnement hypoxique et/ou en les soumettant a un
étirement chronique, et d’évaluer I'impact de I’'HTP sur le canal et ses actions cellulaires.

Mots clés
Artére intra-pulmonaire, fibroblaste, hypertension pulmonaire, remodelage adventitiel, TRPV4






IMPLICATION OF ADVENTITIAL INTRAPULMONARY ARTERY FIBROBLASTS IN THE
PATHOPHYSIOLOGY OF PULMONARY HYPERTENSION: ROLE OF THE TRPV4 CHANNEL

Pulmonary circulation is a low pressure system (between 10 and 15 mmHg at rest). Its first role
is blood oxygenation which allows to carry dioxygen to the organs fontionnality. Pulmonary
Hypertension (PH) is one of the main pulmonary diseases. It is a rare and potentially fatal disorder,
defined by a high arterial pulmonary mean pressure (greater than or equal to 25 mmHg at rest). This
high pressure can be explained by the elevation of pulmonary arterial resistance and related to
narrowing of the lumen of the artery, induced, among other, by the arterial remodeling in this
pathology.

Indeed, during the pathology implementation, the structure of the all three layers constituting the
artery wall (intima-media-adventitia) is altered. The media and intima have received much attention
from vascular biologists, howewer an increasing volume of experimental data indicates that this third
compartment undergoes earlier and dramatic remodeling during PH. More specifically, the
fibroblasts, the most abundant cells in adventitia, may act as key regulator of pulmonary vascular
wall structure and function from the "outside-in". The fibroblasts may play the role of “sentinel cell”
in the vessel wall. In responding to various stimuli, these cells are the first artery wall cells to show
evidence of “activation” as proliferation, myofibroblast differenciation, migrationand invasion in the
other wall layer, and extracellular matrix production. That way, fibroblasts participate directly to the
overall artery remodeling observed in PH.

Calcium is involved in numerous cellular signalling pathways such as those previously described. In
the laboratory, we already proved that TRPV4 (Transient Receptor Potential Vanilloid) channel, a
non-selective cationic channel calcium permeable, is involved in media remodeling. Moreover,
several datas show that this channel play an important role in diseases in which we observe a
negative role of fibroblast such as sclerodermia, cardiac and pulmonary fibrosis.

Considering these results, we were interested in the role of TRPV4 in fibroblast during PH more
precisely in the adventitial remodeling process observed in this pathology.

We first demonstrated the involment of TRPV4 in the adventitia remodeling regarding the tissue.
Using two different animal models of PH, chronic hypoxia and monocrotalin models, we identified
that this protein was up-regulated in sick rats and the mouse knock-down for this gene developed
attenuated PH and adventitia remodeling compare to the control.

Then we studied the role of TRPV4 in the mechanism leading to the adventitia remodeling. Thanks to
pharmacological molecule and siRNA we proved that activation of TRPV4 increased proliferation
(BrdU assay), migration (wound assay) and fibrotic activity such as excessed production of
extracellular matrix (using western blot analyse) of the fibroblasts.

With all these results, it would be interested to culture fibroblasts in hypoxic conditions and/or
subjecting themselves to chronicle stretch to imitate HTP pathology and evaluate TRPV4 role in these
conditions

Key words
Adventitial remodeling, fibroblast, intrapulmonary artery, pulmonary hypertension, TRPV4.
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INTRODUCTION






I. Lacirculation pulmonaire

1. Généralités : role et organisation

La circulation sanguine (Figure 1), décrite pour la premiere fois par le médecin
anglais William Harvey en 1628 [1], se compose de deux circulations: la circulation
systémique, aussi appelée grande circulation, et la circulation pulmonaire, la petite

circulation.

La grande circulation est un systéme a haute pression, la pression maximale atteignant
chez le sujet normal de 100 a 140 mmHg dans l'aorte et dans ses branches. Elle a pour réle
de fournir aux différents organes les nutriments, tels que le dioxygéne (0;), nécessaires a
leur bon fonctionnement. Elle débute au niveau du coeur gauche ol le sang est éjecté par
contraction du ventricule gauche vers l'aorte et ses nombreuses ramifications afin
d’alimenter en nutriments les différents organes du corps humain. Puis, le sang dépourvu
d’oxygene et chargé de gaz carbonique, appelé sang veineux, retourne au cceur droit par les
veines caves au niveau de l'oreillette droite ou il rejoindra la circulation pulmonaire par

contraction du ventricule droit.

La circulation pulmonaire permet la réoxygénation et I'élimination du gaz carbonique
dont le dioxyde de carbone (CO,) du sang veineux. C'est un systéme a haut débit (elle recoit
100 % du débit cardiaque) mais a basse pression : la Pression Artérielle Pulmonaire moyenne

(PAPm) est de 15 mmHg au repos chez les sujets sains.
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Figure 1 : La circulation sanguine
D’apreés https://lecorpshumain.fr, la circulation pulmonaire

Le sang pauvre en O; et riche en CO, (en bleu) arrive par les veines caves a |'oreillette
droite du cceur puis est éjecté par contraction du ventricule droit dans la circulation
pulmonaire rechargeant ainsi le sang en O,. Le sang réoxygéné (en rouge) rejoint via les
veines pulmonaires le cceur gauche (au niveau de l'oreillette gauche) et est renvoyé
dans la circulation systémique via l'aorte et ses nombreuses ramifications par
contraction du ventricule gauche permettant ainsi la réalimentation en O, de
I’ensemble des organes du corps humain.

D’un point de vue anatomique (Figure 2), le sang veineux est éjecté par le ventricule
droit dans I’Artere ExtraPulmonaire (AEP), qui se subdivise en deux afin d’alimenter les deux
poumons. Ces artéres deviennent les Artéres IntraPulmonaires (AIP) a leur entrée dans les
différents lobes composant les poumons. Chez ’'Homme, on retrouve trois lobes droits et
deux gauches alors que chez le rat et la souris, il y a quatre lobes droits et un gauche. Les AIP

se ramifient alors (17 embranchements chez ’'Homme contre 11 chez le rat), suivant le
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systeme respiratoire, en arteres de plus en plus fines (les artérioles) jusqu’aux alvéoles ou
elles ne sont plus que de simples capillaires. C'est a ce niveau que I'on retrouve la barriére

alvéolo-capillaire ou ont lieu les échanges gazeux.

Apres réoxygénation, le sang regagne le cceur par les veinules, les veines puis de plus grosses

veines appelées les veines pulmonaires qui débouchent dans |'oreillette gauche.

Trachée

Artére intrapulmonaire
Aorte
Artére extrapulmonaire

Veine cave
Echanges gazeux :

Bronche

Septum

interventriculaire Bronchiole

PO
Artériole

Alvéole Veinule

Barriere

Poumon droit Poumon gauche alvéolo-capillaire

Figure 2 : La circulation pulmonaire

Le sang veineux (en bleu) arrive par les veines caves a I'Oreillette Droite (OD) du coeur
puis est éjecté par contraction du Ventricule Droit (VD) dans la circulation pulmonaire : le
sang passe par les artéres extrapulmonaires puis intrapulmonaires au niveau de I'entrée
dans les différents lobes pulmonaires. Les arteres intrapulmonaires se ramifient en
artéres de plus en plus petit calibre jusqu’a devenir des artérioles puis des petits
capillaires au niveau des alvéoles ou se font les échanges gazeux (élimination du CO, et
récupération d’0;). Le sang ainsi rechargé rejoint les veines pulmonaires en passant par
les veinules, puis arrive au cceur gauche par I'Oreillette Gauche (OG) et est envoyé a la
circulation systémique par contraction du Ventricule Gauche (VG).
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2.  Organisation de I'artére intrapulmonaire

Les AIP ont une structure similaire aux autres artéres de l'organisme. Elles se
structurent en trois tuniques concentriques individualisées par la présence d’une limitante
élastique (composée de collagéne et d’élastine). Ainsi, de la lumiere du vaisseau a
I’extérieur, nous distinguons l'intima, la media et I'adventice (Figure 3). Chaque couche
possede des caractéristiques histologiques et fonctionnelles spécifiques contribuant

ensemble au maintien et a la régulation de 'homéostasie du systeme cardio-vasculaire.

Lumiére du vaisseau

Intima
Cellules Endothéliales {CE)

Limitante élastique interne

Media
Cellules Musculaires Lisses (CML)

Limitante élastique externe

Adventice
Fibroblastes, cellules immunitaires,
Adipocytes...

Figure 3 : Schéma d'une artere intrapulmonaire

Les Artéres IntraPulmonaire (AIP) se composent de trois couches concentriques
appelées tuniques. De la lumiére a I'extérieur de l'artére, on distingue I'intima
(monocouche de CE) séparée de la media (superposition de couches de CML) par la
limitante élastique interne. La media est a son tour séparée de l'adventice (tunique
complexe majoritairement composée de fibroblastes) par la limitante élastique externe.
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a. L’intima et les cellules endothéliales

L'intima est la tunique au contact du flux sanguin. Elle est constituée d’une
monocouche de cellules endothéliales (CE) jointives, I’endothélium, reposant sur une fine
couche principalement composée de collagéne, la lame basale. L’endothélium forme ainsi
une couche imperméable, canalisant la diffusion du sang dans le corps. D’un point de vue
phénotypique, les CE ont la caractéristique d’exprimer le facteur de von Willbrand (un des
éléments nécéssaires a I’hémostase primaire), permettant ainsi de les distinguer de maniére

certaine des autres cellules de I'artére.

L’endothélium vasculaire est un organe trés actif. Son positionnement stratégique, entre le
sang et les tissus, permet aux CE de recevoir directement les signaux provenant de la
circulation sanguine ou des autres tuniques, et de communiquer avec leur environnement
cellulaire (en particulier les cellules musculaires lisses de la media). Ces signaux peuvent
provenir de la présence de molécules dans la circulation sanguine, de variations de pressions
osmotiques ou de pressions partielles artérielles en dioxygene. lls peuvent aussi étre dds a
des contraintes physiques comme les contraintes de cisaillements occasionnées par le flux
sanguin et les augmentations de pression intraluminale qui générent des tensions

pariétales (Figure 4).

En réponse a ces signaux, les cellules endothéliales vont étre capables de sécréter des
facteurs vasodilatateurs tels que I'oxyde nitrique (NO), la prostacycline, le facteur
hyperpolarisant, des facteurs vasoconstricteurs, tels que I'endothéline, |'angiotensine, le
tromboxane A2, et des agents de la réponse inflammatoire comme des cytokines et des

espéces réactives de I'oxygéne (ERO) [2]-[4].

L’'endothélium a donc des effets tissulaires et cellulaires importants de par ses roles
centraux dans I'hémostase, la perméabilité vasculaire, la prolifération des cellules

musculaires lisses de la paroi artérielle et dans le tonus vasculaire [5].
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Figure 4 : Représentation des forces mécaniques agissant sur une artére

Le flux sanguin qui exerce des forces de frottement appelées contraintes de cisaillement
ou « shear stress » et la pression sanguine qui exerce des forces perpendiculaires a
I’endothélium, génerent des tensions pariétales sur I'artére régulant I'activité des
différentes tuniques.
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b. La media et les cellules musculaires lisses des arteres

intrapulmonaires

La media est formée de couches de Cellules Musculaires Lisses (CML) appelées Cellules
Musculaires Lisses d’Artére intraPulmonaire (CMLAP) disposées de facon concentrique et
bordées de lames élastiques. Les CMLAP sont des cellules fusiformes qui se distinguent des
autres cellules par I'expression de protéines contractiles comme I'actine alpha du muscle
lisse (a-SMA), leur conférant ainsi leur propriété contractile. Ainsi, dans une artére saine, les
CML ont pour réle essentiel la vasomotricité du vaisseau. Par des phénomenes de
contraction et de relaxation, ces cellules vont permettre de contrdler le flux sanguin et de

distribuer au mieux le sang dans les différentes ramifications.

A l'entrée des poumons, la media des AIP est épaisse et possede plus de lames
élastiques. En progressant dans les ramifications, cette tunique s’affine pour finir par ne

représenter qu’une simple couche de cellules musculaires lisses dans les artérioles.

C. L’adventice et les fibroblastes

L'adventice est la partie la moins bien décrite de I'artére. Elle a été tout d’abord
connue pour son role de protection et de soutien de la structure du vaisseau. Contrairement
aux deux autres tuniques, l'adventice a une structure hétérogene (Figure 5) : elle est
composée de tissu conjonctif dense (principalement des fibres de collagéne et des fibres
élastiques) dans lequel « baignent » différents types de cellules, des fibroblastes qui sont les
cellules majoritaires, des cellules immunitaires (macrophages et des cellules dendritiques),
des cellules progénitrices, ainsi que des petites arteres appelées Vasa vasorum (Vv) qui
permettent I'apport en nutriments aux vaisseaux. On y retrouve aussi des fibres nerveuses
appartenant au systeme végétatif, motrices pour I'innervation des fibres musculaires lisses

et sensitives.

Tout comme la media, I'épaisseur et la complexité de I'adventice s’amoindrit avec la

diminution du calibre de l'artére intrapulmonaire. Ainsi dans les artérioles, I'adventice ne
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représente plus qu’une fine couche et ne contient plus de W.

Vasculogenic zone

Adventitia
Vasa vasorum (Vv)

Adrenergic Nerves

. Lymphocyte - Fibroblasts /- Dendritic Cells

... Endothelial Cells «% Red Blood Cells @ Endothelial Colony Forming Cells

<« Smooth Muscle Cells * Macrophage @ circulating Endothelial Progenitor Cells
@ Resident Endothelial Progenitor Cells Adipocyte

Figure 5 : Composition cellulaire de I'adventice d'artére intrapulmonaire.
D’apres Stenmark K.R. et al., 2013 [7].

L’adventice a une composition complexe : elle est composée de tissu conjonctif dense,
dans lequel on retrouve : les fibroblastes (cellules majoritaires), les cellules immunitaires
(macrophages et cellules dendritiques), des cellules progénitrices, ainsi que des petites
arteres appelées Vasa vasorum (Vv) permettant I'alimentation des vaisseaux. On y
retrouve aussi des fibres nerveuses.

L'adventice, de par sa composition, joue un réle important dans la régulation de la
fonction vasculaire : les cellules immunitaires et les fibroblastes interviennent dans la
communication cellulaire et les phénomeénes immunitaires et inflammatoires via, entre
autres, leur capacité a produire des cytokines et des facteurs angiogéniques [6], [7]. Les Vv,
en plus d’apporter les nutriments nécessaires aux arteres, transportent des molécules
pouvant entrainer des réponses cellulaires adaptées [8]. Et enfin, les fibres sensitives sont

sensibles a la déformation de la paroi du vaisseau.

Contrairement a l'idée initiale, I'adventice participe donc activement au contrdéle du tonus
vasculaire ainsi qu’aux réponses immunitaires et inflammatoires de I'organisme et ainsi a

I’'homéostasie du systéme cardio-vasculaire.

INTRODUCTION - La circulation pulmonaire 10



Les fibroblastes sont les cellules majoritaires présentes dans I'adventice. lls forment
une population hétérogéne [9] de par leur morphologie (fusiforme ou étoilée, mais toujours
avec de longs et fins prolongements), leur fonction et I’expression de sites spécifiques a leur

membrane [10].

Il n"existe pas de marqueur spécifique de ces cellules. Généralement, les fibroblastes sont
définis par le fait de ne pas étre des cellules épithéliales, musculaires, endothéliales et
lymphoides. Ainsi, lors de mise en culture des différentes cellules de I'artére, les cellules sont
considérées comme étant des fibroblastes lorsqu’elles ne sont pas positives au marquage du

facteur de von Willebrand (spécifique des CE), ni a celui de I'a-SMA (présente chez les CML).

De maniére générale, les fibroblastes peuvent produire et dégrader les protéines de la
Matrice Extra Cellulaire (MEC) tels que le collagene et la fibronectine et interagir par
I’expression de diverses molécules (facteurs de croissance, chimiokines, cytokines...) avec les
autres cellules qui composent I'artére ainsi qu’avec les cellules de la réponse immunitaire
[11] (Figure 6). Les différences que I'on retrouve au sein de cette population résident dans
leurs différentes capacités a produire de la MEC, dans la sécrétion de molécules (certains
seront plus capables de produire par exemple le facteur de croissance TGFB (Transforming
Growth Factor)) et enfin, dans leur sensibilité accrue ou non a certains stimuli moléculaires
(les facteurs: PDGF-AA (Platelet-Derived Growth Factor AA) et CTGF (Connective Tissue
Growth Factor)) [10]. Ainsi des fibroblastes auront plus un role dans la cicatrisation du tissu

et d’autres dans l'invasion ou la prolifération.
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dégradation MEC : chimiokines,
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cellules de la media cellulesde la réponse
et intima immunitaire

Figure 6 : Role des fibroblastes
D’apres Stenmark K.R et al., 2013 [7].

Les fibroblastes ont un réle majeur dans la fonction vasculaire : ils sont capables de
produire ou de dégrader le tissu de soutien (majoritairement collagéne et fibronectine),
de communiquer avec les cellules de la réponse immunitaire (macrophages, cellules
dendritiques) et les autres cellules composant I'artére pulmonaire (les CML et les CE de
la media et I'intima) et ce grace a la production de facteurs de croissance, chimiokines,
cytokines, ERO...

Les fibroblastes ont des origines différentes. La majorité provient de cellules primaires
mésenchymateuses, mais deux autres origines ont été mises en évidence : la Transition
Epithéliale-Mésenchymateuse (EMT) (aussi endothéliale-mésenchymateuse) [12], [13] et de
cellules de la moelle osseuse [14]. Des études ont méme montré une possible origine de

cellules souches hématopoiétiques [15], [16].

Ces diverses origines peuvent expliquer I'hétérogénéité de cette population cellulaire et

leurs fonctions différentes.

L’'ensemble de ces caractéristiques fait des fibroblastes des cellules d’un intérét certain dans

la régulation du systéme vasculaire.
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ll. L’Hypertension pulmonaire

L’hypertension pulmonaire (HTP) est l'une des principales pathologies touchant la

circulation pulmonaire.

1. Définition et généralités

L'HTP est une maladie vasculaire pulmonaire d’évolution chronique, caractérisée par
'augmentation des Résistances Vasculaires Pulmonaires (RVP) et aboutissant a une
insuffisance cardiaque droite. Elle se définit par une pression artérielle pulmonaire moyenne
(PAPm) supérieure a 25 mmHg au repos, la PAPm au repos chez un sujet sain étant de 15
mmHg. L'augmentation des RVP s’explique par un rétrécissement de la lumiére des
vaisseaux, rétrécissement pouvant avoir diverses origines que nous verrons par la suite

(cf. page 19).

Bien qu’il s’agisse d’une pathologie rare, elle n’en est pas moins considérée comme grave du
fait de son mauvais pronostic : I'augmentation des RVP et de la PAPm s’oppose a I'éjection
du sang par le ventricule droit obligeant celui-ci a pomper de facon plus importante pour
faire parvenir le sang dans la circulation pulmonaire entrainant sa muscularisation. Ce
phénoméne est appelé hypertrophie compensatoire. Lorsque cette hypertrophie devient
inadaptée (lors d’atteintes chroniques), I’hypertrophie aboutit a une insuffisance cardiaque

droite puis au déces du patient [17].

La symptologie clinique non spécifique (dyspnée et essoufflement) de cette pathologie
rend le diagnostic généralement tardif contribuant au mauvais pronostic.
Le diagnostic formel s’effectue par cathétérisme cardiague droit, méthode invasive
permettant I'exploration hémodynamique (mesure des pressions et du taux de saturation en
oxygéne du sang) des différentes cavités cardiaques droites ('oreillette droite et le

ventricule droit) ainsi que de I'artere pulmonaire et des capillaires pulmonaires (Figure 7).
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Figure 7 : Cathétérisme cardiaque droit

D’apres le cours « HéEmodynamique invasive intracardiaque droite et gauche : HTAP,
Valvulopathies » du DIU de Cardiologie Interventionnelle 2014 du Professeur Cédric
Delhaye (Hopital Cardiologique - CHRU de Lille)

La mesure par cathétérisme cardiaque droit permet |’exploration hémodynamique
(mesure des pressions et du taux de saturation en oxygéne du sang) des cavités
suivantes : I'oreillette droite, le ventricule droit, I'artére pulmonaire et par extension
celle des capillaires pulmonaires.

Au vu de son caractére invasif, cette exploration est réalisée aprés une démarche clinique
rigoureuse comportant trois étapes : l'interrogatoire du patient (détermine les facteurs de
risques : antécédents familiaux, prise d’anorexigenes, infection par le Virus de
I'lmmunodéficience Humaine (VIH)...), 'examen clinique : recherche de possibles pathologies
associées a I'HTP, et les résultats d'explorations complémentaires. Parmi ces examens
complémentaires, il y a I'échographie cardiaque, qui est I'examen non invasif de référence
devant toute suspicion d'HTP ou dans le cadre de dépistage.

Si la suspicion d’HTP est maintenue, la mesure de la PAPm par cathétérisme cardiaque droit,
seul examen de référence permettant d’affirmer le diagnostic d’HTP de facon formelle, est
effectuée [18].

Il existe aussi un test physique appelé « test de marche six minutes » qui correspond a la

distance maximale pouvant étre effectuée par le patient en six minutes. Cette distance est
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corrélée avec la sévérité de la pathologie et est un critére important pour le suivi et dans la

détermination de la gravité aprées diagnostic de la pathologie [19].

2. Classification

L'HTP est une pathologie dont les étiologies peuvent étre trés diverses ce qui implique
une approche multidisciplinaire pour la prise en charge des patients. Une classification
clinique internationale des HTP a été élaborée définissant cing groupes, au sein desquels les
HTP sont regroupées en fonction de leurs similitudes quant a leurs présentations clinique,

histologique, physiopathologie, et leur prise en charge thérapeutique.

Cette classification a cing groupes, a été mise en place par les Sociétés Européennes de
Cardiologie et de Pneumologie lors du quatrieme symposium mondial de I'hypertension
pulmonaire en 2008 a Dana Point [20]. En 2013, lors du cinquieme symposium a Nice, cette
classification fut légerement modifiée [21], puis mise encore a jour en ao(it 2015 [18] pour

aboutir a celle présentée ci-dessous (Tableau 1, page 18) :

Groupe 1 : Hypertension Artérielle Pulmonaire (HTAP)

Le groupe 1 regroupe les HTP touchant les artéres pulmonaires distales. Dans ces

pathologies, la PAPm est relativement élevée avec des pressions autour de 55 mmHg [22].

Il contient quatre différents sous-groupes : les formes idiopathiques, dont 'origine
n’est pas encore identifiée, les formes héritables (pouvant étre héritées ou transmises) dues
a une mutation au niveau d’un des génes identifiés comme étant a prédisposition, les HTAP
induites par la prise de toxines et de médicaments comme la prise de psychostimulants tels
I'amphétamine, la cocaine ou les anorexigenes (le fenfluramine, le dexfenfluramine...) et
enfin, les HTAP associées a d’autres pathologies comme une infection par le VIH, une

cardiopathie congénitale, une hypertension portale...

L'HTAP est une maladie rare. En France, sa prévalence est de 15 cas par million

d’habitants et son incidence de 2,5 cas par million d’habitants par an selon une étude
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prospective de 2002 a 2003 [22], [23]. Cette méme étude montre que la forme idiopathique
guant a elle, a pour prévalence 5,9 cas par million d’habitants et pour incidence 1 cas par

million d’habitants par an.

Deux autres groupes 1 nommés respectivement « 1 » et « 1” » sont a distinguer de ce
groupe 1. Il s’agit d’"HTAP dues a une maladie veino-occlusive ou a une hémangiomatose
capillaire pulmonaire (1’) ainsi que I'Hypertension Pulmonaire Persistante du Nourrisson
(HPPN) (1”), cause fréquente d’admission en réanimation néonatale. Ces groupes se

différencient du groupe 1 par leur pronostic et leur prise en charge thérapeutique.

Groupe 2 : Hypertension pulmonaire associée a une maladie du cceur gauche

Une maladie du coeur gauche est la cause la plus fréquente d'HTP. Les cardiopathies
gauches rendent difficile le pompage du sang hors de la circulation pulmonaire. La
circulation pulmonaire voit alors la pression augmenter au sein de ses artéres provoquant, si

la situation devient chronique, I'HTP.

Les atteintes du coeur gauche peuvent étre liées a des dysfonctions ventriculaires ou

auriculaires gauches mais également des maladies valvulaires du coeur gauche.

La prise en charge du patient cible d’abord et avant tout la maladie du coeur gauche en

cause.

Groupe 3 : Hypertension pulmonaire due a une maladie pulmonaire ou a une hypoxie

chronique

Les maladies respiratoires chroniques telles que la Broncho-Pneumopathie Chronique
Obstructive (BPCO), I'apnée du sommeil, I’hypoventilation alvéolaire ou des séjours en
altitude (ol la PO, y est diminuée) sont responsables des HTP de ce groupe. L’atteinte des

vaisseaux se situe au niveau pré-capillaire.
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Il s’agit généralement d’HTP dites modérées : les patients présentent une PAPm n'excédant
pas 35 mmHg. Ces HTP sont donc moins séveres que les HTAP (HTP du groupe 1) qui

provoquent des PAPm supérieures a 40 mmHg [32].

La prise en charge de ces pathologies se fait par le traitement de I'étiologie et par

oxygénothérapie.

Groupe 4: Hypertension pulmonaire post-thromboembolique chronique et

obstruction artérielle pulmonaire autre

L'HyperTension Pulmonaire Post-Embolique chronique (HTP PE) est rare. Elle est
secondaire a une obstruction des artéres pulmonaires. Cette obstruction est liée a la
persistance et a I'organisation fibreuse de caillot (tissu cicatriciel) a la suite d’embolies
pulmonaires pouvant passer inapercues. Dans ce groupe sont placées aussi les HTP liées a

d’autres obstructions artérielles pulmonaires.

Groupe 5 : Hypertension pulmonaire ayant des mécanismes multifactoriels incertains

Le groupe 5 concerne les hypertensions pulmonaires ayant des mécanismes
multifactoriels incertains ou pas encore élucidés incluant les désordres hématologiques
(comme les anémies hémolytiques chroniques, les syndromes myéloprolifératifs, les
splénectomies), systémiques (comme la sarcoidose, le lymphangioléiomyomatose...) et
métaboliques (les glycogénoses, les dysthyroidies...).

L'hétérogénéité de ce groupe empéche la réalisation d’'une description génétique,

épidémiologique et des différents facteurs de risque.
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1. Hypertension artérielle pulmonaire (HTAP)

1.1.
1.2.
1.2.1.
1.2.2.
1.3.
1.4.
1.4.1.
1.4.2.
1.4.3.
1.4.4.
1.4.5.

HTAP idiopathique

HTAP héréditaire, familiale ou génétique

Geéne BMPR2 (Bone Morphogenetic Protein Receptor type Il)
Géne autre

Induite par la prise de toxines ou de médicaments
Associée a :

Une connectivite

Une infection par le VIH

Une hypertension portale

Une cardiopathie congénitale

Une schistosomiase

1'. Maladie veino-occlusive pulmonaire et hémangiomatose capillaire pulmonaire

1.1.
1.2.
1.2.1.
1.2.2.
1.3.
1.4.
14.1.
1.4.2.

Idiopathique

Héréditaire

Géne EIF2AK4 (Eukaryotic translation Initiation Factor 2-Alpha Kinase 4)
Géne inconnu

Induite par la prise de toxines ou de médicaments ou a une irradiation
Associée a :

Une connectivite

Une infection par le VIH

1". Hypertension pulmonaire persistante du nouveau-né

2. Hypertension pulmonaire associée a une maladie du cceur gauche

2.1
2.2.
2.3.
2.4.

3.1
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.

1.1.
1.2

5.1.

5.2.

5.3.
5.4.

Dysfonction systolique du ventricule gauche

Dysfonction diastolique du coeur gauche

Maladies valvulaires

Obstructions congénitales ou acquises au niveau du tract d’éjection ou de remplissage du
ventricule gauche et cardiomyopathies congénitales

Broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO)

Maladie pulmonaire interstitielle

Autres maladies respiratoires avec un profil restrictif et obstructif mixte
Troubles d’apnée du sommeil

Hypoventilation alvéolaire

Exposition chronique aux hautes altitudes

Anomalies du développement pulmonaire

HyperTension Pulmonaire Post-Embolique chronique (HTP PE)
Autre obstruction artérielle pulmonaire

Troubles hématologiques : anémie hémolytique chronique, syndromes myéloprolifératifs,
splénectomie

Troubles systémiques : sarcoidose, lymphangioléiomyomatose, histiocytose a cellules de
Langerhans pulmonaires

Troubles métaboliques : glycogénose, maladie de Gaucher, dysthyroidies

Divers : obstruction pulmonaire tumorale, médiastinite fibrosante, insuffisance rénale
chronique, hypertension pulmonaire segmentaire

Tableau 1 : Classification de I’hypertension pulmonaire.
D’aprés Galie N. et al, 2015 [18].
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3.  Aspects tissulaire et cellulaire

Différents mécanismes physiopathologiques expliquent 'augmentation des résistances
vasculaires pulmonaires dans I'HTP: linflammation, I’hyperréactivité vasculaire et le

remodelage artériel. Ces mécanismes sont étroitement liés entre eux afin d’aboutir a I'HTP.

a. L'inflammation

L'inflammation vasculaire est une composante majeure de I'HTP. Certains posent
méme la question de I'auto-immunité dans le cas de I'HTAP comme le montre la revue de
Perros, Humbert et Cohen-Kaminsky de 2013 [24]. De plus, I'HTAP peut se développer sur
des terrains immunitaires altérés comme suite a une infection au VIH, ou des connectivites.
L'HTAP familiale peut aussi étre liée a une mutation du géne BMPR2 (Bone Morphogenetic
Protein Receptor type Il) qui entraine entre autres une altération du développement des

lymphocytes T dans le thymus [25].

L'inflammation vasculaire est présente pour tous les types d’HTP mais est
majoritairement décrite dans I’'HTAP. Elle se caractérise par un infiltrat inflammatoire dans le
milieu périvasculaire composé majoritairement de LymphocyTes (LT) « helper » (CD4+), de
LT cytotoxiques (CD8) et de LT (CD3+), de cellules dendritiques, de monocytes et de
macrophages [26]. Dans I’'HTAP idiopathique, il a été montré que les cellules immunitaires
NK « Natural killer » y sont dysfonctionnelles [27]. Tuder fit en 1994 la premiére description
de l'infiltrat inflammatoire dans les Iésions plexiformes (cf. page 26) liées au remodelage de

I'intima et de la media dans ’'HTAP sévere.

La circulation pulmonaire connait une élévation de la concentration sérique de
nombreuses cytokines proinflammatoires : les InterLeukines (IL) IL-1B et IL-6, premiéres
cytokines identifiées [28], mais aussi les interleukines IL-2, IL-4, IL-8, IL-10, IL-12p70 et le
TNF-a [29], [30]. La concentration de certaines d’entre elles a pu étre corrélée a la gravité et
de ce fait au taux de mortalité de la pathologie. Ainsi les IL-2, IL-6, IL-8 et IL-12p70 sont

considérées comme des marqueurs de la gravité de I'HTP [29], [31].
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De nombreuses études démontrent I'importance de I'lL-6 dans le développement de I'HTP.
Des souris surexprimant I'interleukine 6 spécifique aux poumons développent une HTP avec
des lésions importantes au niveau de l'intima [32]. Des rats et des souris, auxquels a été
injectée de I'lL-6 recombinante humaine, montrent une augmentation des résistances
vasculaires pulmonaires [33], [34]. Des souris « Knock-Out » (KO) pour I'lL-6, exposées a un
environnement hypoxique pendant deux semaines, développent une HTP et une
hypertrophie cardiaque droite moins séveres que chez les souris sauvages. La

muscularisation des artéres est, elle aussi, atténuée chez les souris KO [35].

Dans I'HTP, il est aussi observé une élévation de la sécrétion de cytokines
chimioattractantes, les chimiokines au niveau de I'inflammation. Les chimiokines sont de
petites protéines « basiques », solubles, responsables de la migration des leucocytes. La
sécrétion de chimiokines et la surexpression de molécules d’adhérance (comme VCAM-1
(Vascular Cell Adhesion Molecule 1) et ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1)) au
niveau de |'atteinte vasculaire permet la diapédése des leucocytes (processus d’infiltration
des leucocytes dans le milieu périvasculaire en 4 étapes: la migration, le « roulement »,

I'adhérence et I'extravasation) [36].

Deux chimiokines sont particulierement étudiées : les RANTES (Regulated upon Activation,
Normal T cell Expressed and Secreted) et la fractalkine [37], [38].

La fractalkine est la seule chimiokine connue pour exister sous forme soluble ou comme
protéine d’ancrage a la membrane. Son activité se fait par I'intermédiaire du récepteur
CX3CR1 (Chemokine Receptor 1) exprimé a la surface des LT et de monocytes. Le récepteur
CX3CR1 joue un réle critique pour le recrutement des LT et des monocytes [39], [40]. Il est
surexprimé par les lymphocytes T circulants (CD4+ et CD8+) chez les patients atteints
d’HTAP. Cette surexpression n’est pas retrouvée pour les HTP secondaires a une
thromboembolie chronique [41], [42]. En 2007, Perros et son équipe ont montré
I'implication de cette chimiokine dans la prolifération des CMALP de la media dans I'HTP
[52].

La chimiokine RANTES est un chimioattractant important des monocytes et macrophages.
Dorfmiiller et al. [37] ont mis en évidence sa possible implication dans I’évolution de I'HTAP
de par la surexpression de I’ARNm au niveau des poumons au cours de la pathologie et leur

production par les cellules endothéliales.
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Une autre chimiokine chimoattractante pour les monocytes/macrophages appelée MCP-1
(Monocyte Chemoattractant protein-1) voit sa concentration plasmatique augmenter dans le
cas de I'HTAP idiopathique, particulierement dans les stades précoces de la pathologie,

montrant ainsi sa contribution a son développement [30].

Deux hypotheses font débat quant au point de départ du processus inflammatoire. La
premiere parle d’'une inflammation « inside-out »[44], [45]. Elle explique que les cellules
inflammatoires proviendraient majoritairement de la circulation sanguine et s’infiltreraient
dans le milieu périvasculaire (media-adventice) par l'intima. La seconde hypothése décrit
I'adventice comme la premiéere tunique infiltrée par les cellules inflammatoires. Cette
hypothése s’appuie sur la présence naturelle de cellules de I'immunité dans I’adventice et
des études montrant l'influx rapide de leucocytes dans cette tunique [46]. Aussi, dans le
modele animal d’HTP induit par un environnement hypoxique, I'adventice connait une
inflammation précoce et persistante participant ainsi a I'’entretien de la maladie [47]. Dans
cette seconde hypothése, dite « outside—in », les fibroblastes joueraient un role déterminant
dans I’activation des cellules immunitaires et dans I'entretien du phénomene. Certains les
appellent méme « cellules sentinelles ». Cette dénomination s’explique par la capacité de
certains fibroblastes a sécréter des cytokines (IL-1B and IL-6), des chemiokines comme
RANTES et MCP-1, et des facteurs de croissance comme le GM-CSF (Granulocyte

Macrophage Colony Stimulating Factor) aux prémices de la pathologie [48], [49].
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b. La vasoréactivité

Au cours de I’'HTP, on observe une altération de la réactivité des artéres.

Cette altération peut s’expliquer par une vasoconstriction importante et soutenue des
arteres intrapulmonaires, vasoconstriction maintenue au repos, participant ainsi au
rétrécissement du diametre de la lumiere des arteres. Le rétrécissement de la lumiéere des
vaisseaux qui en découle, accroit la résistance a I’écoulement du flux sanguin et augmente
les RVP des arteres intrapulmonaires. La perfusion des alvéoles en aval de ces arteres
diminue, affectant la réoxygénation du sang veineux [60], [61].

Différents phénomenes entrent en jeu pour expliquer cette vasoconstriction : I’'hypoxémie,

la dysfonction endothéliale et enfin la perturbation de I’homéostasie calcique.

La vasoconstriction hypoxique pulmonaire est un réflexe physiologique de contraction
du muscle lisse vasculaire pulmonaire en réponse a une baisse locale de la pression partielle
en oxygene. La situation hypoxémique se définit a partir d’une PO, inférieure a 60 mmHg, la
normale étant de 100 mmHg [52], [53]. Ce réflexe est bénéfique lorsque I’hypoxie est
localisée et transitoire. Il permet la réorientation du flux sanguin vers les alvéoles
fonctionnelles, afin de maintenir le rapport perfusion alvéolaire sur la perfusion sanguine
proche de 1 (condition physiologique). Il optimise ainsi I'oxygénation du sang veineux.

Mais lorsque I’hypoxie est généralisée (par exemple dans les HTP liées a un séjour prolongé
en altitude ou des maladies hypoxémiantes), ce phénoméne devient inadapté et méme
délétére car persistant, participant alors a 'augmentation des RVP et a plus long terme au

remodelage des vaisseaux (cf. page 24).

L'altération de la réactivité des arteres dans I’HTP s’explique aussi par le déséquilibre
présent entre les facteurs vasoconstricteurs surexprimés (thromboxane A2, sérotonine,
endothéline-1, phényléphrine ou prostaglandine F2a) et les molécules vasodilatatrices
déficitaires (le monoxyde d’azote (NO), la prostacycline...) [51], [54]. Ce déséquilibre est
induit majoritairement par I'endothélium lésé au cours du développement de la pathologie.
En effet, 'endothélium qui passe d’un état quiescent (état ne présentant pas de capacité
d’adhésion) a un état actif et adhésif, montre une moindre capacité a produire des

médiateurs vasodilatateurs tels le NO et la prostacycline et, au contraire, relargue
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excessivement des facteurs vasoconstricteurs comme I'endothéline-1. On parle alors de
dysfonction endothéliale. Les fibroblastes adventitiels ont aussi la capacité de sécréter de
I’endothéline 1, et participent donc au maintien de la vasoconstriction par les CMLAP de la

media.

Une autre molécule tient une place importante dans les phénoménes de constriction
présents dans I'HTP, la sérotonine. La sérotonine est produite majoritairement au niveau des
cellules entérochromafines de l'intestin puis est transportée par les plaquettes ou sous
forme libre dans la circulation sanguine. La sérotonine libre est rapidement métabolisée par
les cellules endothéliales du foie (mais aussi des poumons). Au vu de leur position dans le
corps, chez un sujet sain, les poumons ne rencontrent pas de fortes concentrations en
sérotonine. Mais au cours de I'HTP, la sérotonine voit sa concentration plasmatique
fortement augmenter [55]. Des études indiquent qu’elle peut étre aussi produite par
I'endothélium pulmonaire [56], [57]. La présence accrue de sérotonine et I'élévation de la
sensibilité de 'artere a la sérotonine amplifient ses effets vasoconstricteurs et mitogenes

principalement par son action sur les CMLAP [58]-[61].

Le calcium joue un role primordial dans la contraction vasculaire : il est indispensable a
la contraction des CMLAP de la media et est impliqué dans de nombreuses voies de
signalisations cellulaires. Dans le cadre de I'HTP, la concentration en calcium intracellulaire
dans les CMLAP est augmentée [62]—[65], participant ainsi a la vasoconstriction continue des
artéres. La perturbation de cette homéostasie calcique peut étre due a une expression
anormale des canaux potassiques voltage-dépendants. Il a été montré dans I’'HTP que les
canaux potassiques voltage-dépendants subissaient une dérégulation au niveau de leur
expression ou de leur fonction, maintenant les CMLAP dans un état dépolarisé favorisant
I’entrée de calcium dans la cellule [66]-[68].

La sérotonine est aussi connue pour augmenter les entrées de calcium dans les CMLAP par
I'activité de canaux calciques voltage-dépendants ou d’autres types de canaux perméables
au calcium (canaux TRPV4) [69]-[71].

L’élévation du calcium cytosolique perturbe aussi le tonus myogénique. Le tonus
myogénique est |la capacité des arteres pré-capillaires (les artérioles) a se contracter suite a
une élévation de la pression intraluminale. Il régule les débits sanguins locaux protegeant

ainsi les capillaires des brusques variations de pression qui pourraient les endommager.
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Dans I'HTP, I'’exacerbation de ce phénomeéne adaptatif participe aussi a 'augmentation des

RVP [72], [73].

c. Le remodelage artériel

Le remodelage artériel s’observe pour les trois tuniques des artéres intrapulmonaires
(Figure 8) [74]. Il apparait plus tardivement par rapport aux phénomenes précédemment
cités et se fait de facon progressive. Il touche les artéres de diameétre inférieur a 500 um chez

I'Homme, est irréversible et participe a I'augmentation des RVP.

La premiere tunique touchée par ce phénomene est sujet a débat : la media a longtemps été
considérée comme la premiere tunique subissant des modifications morphologiques dans
I’'HTP, mais de nombreuses études montrent, particulierement dans les modeles hypoxiques,
gue les changements dans le tissu adventitiel sont plus précoces et importants que dans les

autres couches du vaisseau [75]—[80].
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Figure 8 : Photographies représentatives de lésions anatomo-pathologiques d’artéres
intrapulmonaires humaines de patients souffrant d’HTAP
D’aprés Montani et al 2013, [74].

A : Importante hypertrophie de la media. B : Lésion plexiforme, C : Lésion thombotique
Coloration : hématoxyline et éosine, zoom x20.
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i. L’intima et les cellules endothéliales

Trois phénomeénes majeurs ont lieu dans I'intima au cours de I’'HTP : la formation de la
néo-intima, la prolifération aberrante des cellules endothéliales (CE) et I'apparition de
|ésions intimales. Ils participent a I'épaississement de la paroi intimale et de ce fait, au

rétrécissement de la lumiere de I'artére et a I'laugmentation des RVP.

La néo-intima est une couche de myofibroblastes et de MEC entre I'endothélium et la lame
élastique interne (la présence de cellules progénitrices est aussi démontrée). Ces
myofibroblastes pourraient provenir de fibroblastes adventitiels activés lors du
déclenchement de la pathologie (mais les mécanismes rendant possible leur migration de
I'adventice a lintima sont mal identifiés) ou d’une possible transition endothélio-

mésenchymateuse [81] (Figure 9).

Circulating
monocyte/fibrocyte

Immature

- @) VSMC

Figure 9 : Représentation schématique des différentes hypothéses quant a I'origine des
cellules responsables de I'épaississement de la media et de 'intima
D’apres Stenmark et al., 2006 [80].

Dans l'adventice résident différents types de cellules tels que des fibroblastes, des
myofibroblastes et des cellules progénitrices qui peuvent contribuer aux modifications
physiopathologiques observées dans I’'HTP en migrant dans la media et I'intima. Les
fibroblastes de la neointima, pourraient aussi provenir de la transition endothélium-
mésenchymateuse (EMT). VSMC : Vascular Smooth Muscle Cell (CML)
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La prolifération aberrante des CE ameéne a un envahissement anarchique de la lumiere du
vaisseau qui avec l'altération de I’'endothélium participe a I'apparition de Iésions intimales.
Les mécanismes menant a ce déreglement ne sont pas connus. lls mettent en cause la
dysfonction endothéliale, 'augmentation locale de facteurs de croissance comme le VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor), un déséquilibre dans la balance prolifération/apoptose
et des mécanismes de stress physique comme les contraintes de cisaillement induites par le

flux sanguin ou les augmentations de pression intraluminale.
Différents types de |ésions peuvent étre observés, [82] (Figure 8, page 24 et Figure 10) :

- Les lésions thrombotiques sont formées par I'agrégation de matériel fibreux. Au cours
de I'HTP, I'’endothélium rendu dysfonctionnel passe d’un état quiescent a un état actif et
adhésif favorisant les dépots de fibrine.

- Les lésions plexiformes sont des lésions complexes et désorganisées, liées a une
prolifération focale et monoclonale de cellules endothéliales [83] associée a une
prolifération de myofibroblastes, de cellules musculaires lisses, et a I'accumulation de
matrice extracellulaire. Elles sont considérées comme caractéristiques de I'HTAP
humaine et sont difficilement reproductibles dans les modeéles animaux d’HTP. Seuls
deux modeles séveres d’HTP semblent présenter ce type de lésion, les modeles
combinant I'injection de molécules (SU-5416 (modéle SUGEN) ou de monocrotaline) et

un environnement hypoxique (cf. page 32 et 33).
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Normal pulmonary artery

Adventitia = Collagen fibers and fibroblasts
Note the thin media and the monolayer of endothelial cells

Media = Smooth muscle cells laying down on wavy internal elastica

Intima = Endothelial cells
Internal elastica

-External elastica

I Pulmonary arterial changes in PAH
gy —— Tertiary lymphoid |
follicle C D Fibrous
Neointima material
Vasconstriction Arterial remodeling and inflammation Plexiform lesion Thrombotic lesion
Note morphological signs of Note adventitial and medial Note the glomeruloid lesion due to aberrant Note the recanalized
vasoconstriction, including thickening and neointima angiogenesis arising within a branch of small thrombus in the lumen
narrowed lumen and tightly formation, due to smooth muscle cell supernumerary pulmonary artery
folded internal elastica with and fibroblast proliferation/migration,
endothelial cells pinched and pulmonary lymphoid neogenesis

between their folds

Figure 10 : Physiopathologie de I'Hypertension Artérielle Pulmonaire (HTAP)
D’aprés Mclaughlin et al., 2015, [81].

A : La vasoconstriction pulmonaire est un événement précoce et important.
B : Remodelage et inflammation des artéres pulmonaires : l'inflammation active de
nombreuses réponses cellulaires qui participent au remodelage artériel, I'adventice et la
media s’épaississent et il y a formation d’une néointima. C : Les |ésions plexiformes :
Dysfonction endothéliale, prolifération, résistance a |'apoptose, et les mécanismes
cellulaires associés sont responsables de phénoménes angiogéniques aberrants pouvant
conduire a des lésions plexiformes. D: L'artériopathie thrombotique, un profil
pathologique tres présent de I'HTAP, est une caractéristique physiopathologique
importante du trouble. En effet, la dysfonction endothéliale entraine une thrombose
locale dans I'HTAP.
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ii. La media et les CMLAP

Avec l'adventice, la media est précocement touchée par les phénomenes de
remodelage. Chez les patients souffrant d’HTP, elle s’épaissit et colonise les artéres non-
muscularisées comme les petites artérioles qui précedent les capillaires des alvéoles. Deux
phénomeénes cellulaires participent de facon majeure a ce remodelage : I'hyperplasie
(croissance cellulaire) et I’hypertrophie (turgescence cellulaire) des CMLAP qui composent la

media.

La muscularisation des petites artéres est présente dans toutes les HTP [84]. Elle est
trés bien décrite dans les modéles animaux hypoxiques chroniques. Elle peut étre observée
chez les modeles rats hypoxiques dés 2 jours d’exposition a I'environnement hypoxique [85].
La prolifération des CMLAP, la différenciation de fibroblastes en myofibroblastes ou d’autres
précurseurs de CMLAP (normalement présents dans les régions des artéres non
muscularisées) et les péricytes expliqueraient cette muscularisation [85]. Une autre étude
montre que cette muscularisation est majoritairement due a la migration des CMLAP le long
des artérioles [86].

La prolifération des CMLAP qui fait suite a I’'HTP est dite concentrique. Ce phénomeéne
couplé a I'hypertrophie cellulaire participe a I'épaississement irréversible de la media et
donc la réduction de la lumiére artérielle. L'étude de Meyrick de 1979 indique que

I’"hypertrophie serait plus impliquée que la prolifération cellulaire des CMLAP [75].

D’autres hypotheses expliquent que la migration des fibroblastes et myofibroblastes ou des
cellules progénitrices dans la media tient une place importante dans son remodelage

(Figure 9, page 26).

Ces phénomeénes contribuent également au maintien de la contraction des vaisseaux et donc

leur perte de réactivité.

Plusieurs facteurs interviennent dans ces processus: l'augmentation du taux de
facteurs de croissance circulants, par exemple le PDGF (Platelet Derived Growth Factor) et
I'EGF (Epidermal Growth Factor) [87], participe a la croissance cellulaire des CMLAP ou
encore |'augmentation du taux de sérotonine libre dans la circulation pulmonaire [55] qui

induit une prolifération excessive des CMLAP et leur hypertrophie [88]—[90].
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iii. L’adventice et les fibroblastes

Au cours de I'HTP, I'adventice est remodelée et épaissie [79]. Les modeles animaux
d’HTP montrent que le remodelage adventitiel est important, particulierement dans les
modeles animaux hypoxiques chroniques ou il constitue un phénomene précoce et majeur
[75]. Dans les modeéles animaux monocrotaline (cf. page 32), ce remodelage est moins
prononcé mais reste conséquent [76].

L’adventice est la tunique la plus hétérogene ce qui rend son remodelage plus complexe. En
réponse a des stress hormonaux, inflammatoires, environnementaux (hypoxie, ischémie) ou
physiques (augmentation de pression intraluminale), les cellules qui composent I'adventice
(les fibroblastes, les monocytes/macrophages, les cellules progénitrices) sont les premiéres
cellules artérielles a présenter des marqueurs d’activation, en particulier les fibroblastes qui

proliféerent et se différencient en myofibroblastes.

L'activation des fibroblastes est tres étudiée dans cette pathologie : ils jouent un role
majeur dans la fonction vasculaire et selon I'hypothése « outside-in », ils seraient des
cellules sentinelles responsables de la cascade inflammatoire. Les cellules qui composent
I’'adventice, et majoritairement les fibroblastes, seraient aussi responsables du remodelage
des autres tuniques par leur migration dans ces couches (Figure 9, page 26).

Dans le remodelage adventitiel, les fibroblastes ont un intérét singulier. Il a été montré une
modulation de leur activité en particulier dans les modéles animaux hypoxiques chroniques.
On observera ainsi leur prolifération, leur différenciation en myofibroblastes, la
surproduction d’éléments de la MEC, leur migration vers la media et I'intima, ainsi que la
synthése de nombreuses chimiokines et cytokines inflammatoires, d’ERO et de facteurs de
croissances importants pour le maintien de I'inflammation et la néovascularisation [9].

Une étude de 2014 de Chen et al [91] montre que la sérotonine (dont la concentration
sanguine est augmentée dans I'HTP) est capable de moduler I'activité des fibroblastes. Elle
promeut leur migration et leur différenciation en myofibroblastes de maniére dose-

dépendante et stimule la sécrétion de collagéne et de fibronectine.

D’aprés certaines études, les fibroblastes sont les cellules qui répondent en premier au
stress présent lors de la mise en place de I'HTP, notamment par leur importante réponse

proliférative [92]-[94]. De plus, une importante partie de ces fibroblastes se différencie en
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myofibroblastes [9] qui correspondent a des fibroblastes plus actifs, ayant développé une
propriété contractile conférée par I'expression de la protéine aSMA. Cette différenciation

peut étre induite par les variations de tension environnementale [95].

L'activation des fibroblastes va étre responsable de la modification de la MEC. Dans la
pathologie, on observe une surexpression de collagene | et Ill ainsi que d’autres constituants
comme [|'élastine, la fibronectine, I'osteopontine et la tenascine-C. La rigidité de la MEC est
alors augmentée influant sur I'élasticité du vaisseau et sur la dynamique du flux sanguin. De
plus, la modification de composition de la MEC modifie les interactions cellules/éléments de
la MEC qui sont connues pour réguler I'activité de certaines cellules comme les fibroblastes
eux-mémes. Ces modifications favorisent entre autres la différenciation des fibroblastes en
myofibroblastes [96], [97].

Cette activation passe aussi par la capacité des fibroblastes a dégrader la MEC, la lame
basale et le collagéne interstitiel (par la dégradation du collagéne, de la fibronectine et des
protéoglycanes). Cette propriété permet aux fibroblastes de migrer vers les autres couches
de l'artére et ainsi participer a leur épaississement ou a la muscularisation des petites
artéres. La capacité accrue a dégrader la MEC s’explique par la surexpression de
Métalloprotéinases Matricielles (MMP) en particulier la 2 et la 9. Les métalloprotéinases
sont des protéines appartenant a la classe des peptidases qui participent a la catalyse de la
coupure de la liaison peptidique dans les protéines. Des études ont d’ailleurs montré que la
diminution de I'expression de MMP diminue le remodelage artériel chez les modeles

animaux MCT et hypoxie chronique [98]-[101].

Dans des formes séveres d’HTP, d’HTAP idiopathiques, de fibroses pulmonaires
idiopathiques et dans I'obstruction thromboembolique d’artére intrapulmonaire, il a été
montré une augmentation de la densité des Vv dans I'adventice [102], [103] responsable en
partie du maintien de la pathologie. Cette néovascularisation a été retrouvée dans les
modeles animaux d’HTP. Les fibroblastes activés, de par leur capacité a relarguer des
facteurs de croissance comme le VEGF et le PDGF, collaborent avec les cellules endothéliales

a la formation de ces nouveaux vaisseaux [104], [105].
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Les fibroblastes ont donc un réle majeur dans le remodelage adventitiel et plus
généralement dans le remodelage artériel global. De ce fait, les étudier dans le

développement et I'installation de I’hypertension pulmonaire est d’un grand intérét.

4. Les différents modeles animaux d’hypertension

pulmonaire

a. Modele groupe 1 : ’hypertension pulmonaire induite par

I'injection de monocrotaline

La monocrotaline (MCT) est un alcaloide pyrrolizinidique toxique présent dans 17
especes différentes de Crotalaria, la plus connue étant Crotalaria spectabilis, une plante de
la famille des Fabacées, originaire d’Asie [106], [107]. Elle est connue pour sa toxicité
essentiellement hépatique et pulmonaire qui débute par une atteinte des cellules
endothéliales [108]-[111].

La MCT n’est pas toxique en tant que telle. En effet, sa toxicité provient de son métabolite, la
monocrotaline pyrrole qui est issue de sa biotransformation hépatique par les cytochromes
P450. Le métabolite est ensuite transporté dans le sang par les globules rouges lui
permettant ainsi d’atteindre la circulation pulmonaire ou il provoquera des effets délétéres

mimant I’'HTAP.

C’est en 1967, que ce modele d’'HTAP chez le rat a été mis au point. D’abord réalisé par
I'ingestion de la plante par I'animal [112], il s’effectue aujourd’hui via injection de MCT 60 a
80 mg / kg de masse corporelle du rat par voies sous-cutanée ou intrapéritonéale [113].
Dans ce modele, les premieres Iésions observées se situent au niveau de I'endothélium. Dés
le quatriéme jour post-injection, le métabolite provoque un gonflement des mitochondries
de I'endothélium, ainsi que la génération ERO amenant sur plus long terme, a de multiples
Iésions de I'’endothélium [114]. A quatre semaines, on observe un épaississement de la paroi
artérielle, une modification de la réactivité vasculaire, une importante augmentation de la

pression artérielle pulmonaire moyenne et un fort remodelage cardiaque droit [108], [109].

INTRODUCTION - L’hypertension pulmonaire 32



Ce modele a la particularité de présenter une forte composante immunitaire/inflammatoire
(composante tres importante dans la mise en place de ’'HTAP humaine), qui, avec les fortes
PAPm observées, expliquent I'intérét de son utilisation pour I'étude des HTP de ce groupe.
L'inflammation se caractérise par l'activation de cellules de l'inflammation comme les
macrophages et les cellules dentritiques, ainsi que la production de cytokines de

I'inflammation (IL6, TGF-B...)[115].

Cependant, ce modele n’est pas en capacité de montrer les |ésions plexiformes retrouvées

chez 'Homme pour cette pathologie (Figure 8 et Figure 11).

A noter qu’il existe pour les cytochromes d’importantes variabilités inter-individuelles
et inter-espéces en ce qui concerne la présence et la fonctionnalité méme de I'enzyme. La
métabolisation de la MCT et par la méme, ses effets, peuvent donc s’en retrouver modifiés.
La souris, par exemple, n’est pas capable de produire le métabolite monocrotaline pyrrole.
Quelques modeles d’"HTAP par injection de MCT ont quand méme été développés mais a des
doses de MCT tres élevées (de l'ordre de 600 mg/kg de masse corporelle par voie
intrapéritonéale ) et répétées hebdomadairement sur trois a dix semaines selon les

études [116]-[118].

b. Modele groupe 3 : ’hypertension pulmonaire induite par

exposition a une hypoxie chronique

L'HTP induite par I'exposition a une hypoxie chronique est une méthode robuste et
reproductible, facile a mettre en place et applicable a de nombreuses espéces. Elle est

principalement utilisée chez la souris et le rat.

Afin de leur faire développer de I’'HTP, les animaux sont placés trois semaines dans un
caisson hypobare ou normobare. Le caisson hypobare soumet les animaux a une pression de
380 mmHg (la pression au niveau de la mer étant pour rappel de 760 mmHg) simulant ainsi
un séjour en haute altitude (5500 m) ou la PO, est diminuée de moitié (10 % 0, contre 21 %
au niveau de la mer). Le caisson normobare ne joue pas sur la pression mais sur la quantité

d’oxygene présente. Le caisson est lié a une bouteille d'O,, permettant le contréle de la
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concentration en O, dans I'’environnement clos. Ainsi, les animaux sont directement exposés

a 10 % d’0,, soit une situation hypoxémique dans le caisson.

Les premieres modifications structurales apparaissent dés la premiere semaine avec la
muscularisation des petites arteres au niveau des alvéoles, normalement dépourvues de
cellules musculaires lisses. Puis les artéres s’épaississent principalement au niveau de la
media (hypertrophie médiale) et de l'adventice [12], [17]. Mais dans ce modele, le
remodelage de I'intima n’est pas ou peu présent (Figure 8, page 24 et Figure 11).

Une composante inflammatoire moins importante que pour le modeéle utilisant la MCT (pas
d’infiltrat inflammatoire) est observée. Bien que faible, cette inflammation reste primordiale
dans la mise en place de cette HTP [119], [120].

A trois semaines, les PAPm sont augmentées (> 35 mmHg chez le rat) et le ventricule droit

du cceur remodelé (hypertrophie cardiaque droite).

Il n"est pas retrouvé, dans ce modeéle, d’obstruction vasculaire ou de lésions plexiformes,
comme dans le modeéle précédent. L’absence d’atteinte intimale est aussi une de ces limites.
De plus, la mise en place de I'HTP est réversible chez I'animal aprés quelques jours passés a

pression atmosphérique normale [121], [122].

Il est important de noter que I’age des animaux joue un réle dans I'instauration de la
pathologie. En effet, I'effet de I'hypoxie chronique ou de l‘injection de la monocrotaline sera
plus marqué chez les animaux en pleine croissance (donc jeune). Il est donc indispensable de

toujours utiliser des animaux de méme age pour la réalisation des expériences [123], [124].

De plus, seuls les animaux males sont utilisés pour ces modeles. En effet, les femelles sont
de par leur statut hormonal, et plus précisément grace a la présence de progestérone,

protégées contre le développement de I'HTP pour ces modeles [125], [126].
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Figure 11: Coupes histologiques d’artéeres intrapulmonaires de modéles de rats

monocrotaline, hypoxie chronique ou de modéle combiné
D’aprés Morimatsu et al., 2012., [126].

(A) Rat controle (Ctrl), (B) rat traité a la monocrotaline (MCT), (C) rat exposé a un
environnement hypoxique (HCH), (D) modeéle combiné, rat traité a la monocrotaline et
exposé a un environnement hypoxique (HCH + MCT).
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c. Autres modeles d’hypertension pulmonaire (liste non

exhaustive)

Les deux modeles présentés précédemment sont les deux modéles employés au cours
de ma these. Cependant, d’autres modeles existent et apportent d’autres types d’approches
de la pathologie afin d’essayer de reproduire les lésions types plexiformes retrouvées chez

'Homme.

i Modeles séveres mimant I’hypertension pulmonaire de groupe 1

Modeéle combinant 'injection de MCT et I’exposition hypoxie chronique

Développé au laboratoire et réalisé sur le rat, il associe une injection intrapéritonéale
de MCT 60 mg/kg avec I'exposition a un environnement hypoxique de 3 semaines (identique
au modeéle hypoxie chronique) [127], [128].

Ce modele est caractérisé par des PAPmM qui correspondent a de I'HTAP sévéere, un infiltrat
inflammatoire, un remodelage vasculaire important des trois tuniques artérielles et une
altération marquée de I'endothélium avec la présence de Iésions thrombotiques et de types

plexiformes (Figure 11).

Modele SUGEN

Ce modele, développé par I'’équipe du Professeur Taraseviciene-Stewart en 2001 [129],
combine l'injection (unique ou répétée selon I'espéce) d’un inhibiteur du site tyrosine kinase
spécifigue du récepteur au VEGF 2 le SU-5416, et une exposition de I'animal a un
environnement hypoxique.

Seul, le SU-5416 cause une HTP dite moyenne, de par le remodelage artériel et les valeurs de
PAPm induits. Mais, associé a un environnement hypoxique, le phénotype devient sévéere et
irréversible, et engage généralement le pronostic vital de I’'animal (en fonction de I'espéce).

Deux semaines suffisent a la diminution de I'expression d’ARN messagers pour la survie
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cellulaire (Bcl-2, Bcl-X et IGF1) [130]. Enfin, on observe des Iésions de I'’endothélium de types
plexiformes et des occlusions, une prolifération des cellules musculaires lisses entrainant un
important épaississement de la paroi vasculaire, une insuffisance cardiaque droite et une

PAPm élevée.

Pour ce modele, le protocole comprend une injection de SU-5416 (injection unique de
20 mg/kg chez la souris et répétées pour les autres espéces), un passage de trois semaines
dans un environnement hypoxique (un caisson hypobare, P = 380 mmHg), puis un retour

dans des conditions normoxiques dix a onze semaines [129], [131], [132].

L'HTP développée avec ce modele montre une résistance aux traitements comme pour
I"'HTAP humaine. De plus, jusqu’a présent les investigations n’ont pas montré d’effet délétere
sur les autres organes du SU-5416. Bien que sévere, ce modele ne présente pas d’infiltration

de monocytes ou macrophages.

ii. Modeles animaux génétiquement modifiés

Des rats génétiquement modifiés pour surexprimer I'angiopoietine 1 développent une
HTP dite sur « hypertrophie médiale » [133]. L’angiopoiétine 1 est, entre autres, responsable

de la maturation des vaisseaux, et chez I'adulte, de la quiescence vasculaire.

Des souris surexprimant, au niveau du muscle lisse de l'artére, le transporteur a la
sérotonine (5-HTT) développent une HTP en normoxie et connaissent une diminution de la

vasoréactivité a I’hypoxie [134].

Les rats fawn hooded sont une souche de rats développant spontanément une HTP. lls
présentent un déficit de stockage plaquettaire de la sérotonine élevant alors les
concentrations en sérotonine libre dans la circulation sanguine [135], [136]. Les effets
vasoconstricteurs et mitogenes de la sérotonine s’en retrouvent amplifiés tout comme dans

I"HTP.
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iii. Modeéle hypertension pulmonaire persistante du nouveau-né

La ligature du canal artériel in utero chez I'animal permet d’observer une Hypertension
Pulmonaire Persistante du Nouveau-né (HTPN) : on y observe un remodelage sévere des 3

tuniques, ainsi qu’une altération de la relaxation endothéliale [137], [138].

5. Les traitements

Actuellement, il n’existe pas de traitement pharmacologique curatif pour I'HTP. La
stratégie thérapeutique engagée agit sur la symptomatologie de la maladie. Elle a pour but
d’améliorer la survie et le confort de vie des malades par des traitements médicamenteux et
une hygiéne de vie particuliere. Parmi les traitements proposés, il y a les traitements
médicamenteux spécifiques qui s’attaquent directement aux différents mécanismes
intervenant dans le développement de I'HTAP et les médicaments non spécifiques traitant
plutét des conséquences de la pathologie. Il existe aussi des traitements non

médicamenteux généralement chirurgicaux.

Chaque type d’HTP est pris en charge de facon différente en fonction de I'étiologie et des
caractéristiques de la maladie. La stratégie thérapeutique consiste généralement a combiner
les différentes familles thérapeutiques afin de cibler les différentes voies dysfonctionnelles

de I'HTP.

a. Les traitements médicamenteux spécifiques

Les traitements médicamenteux spécifiques agissent sur des mécanismes participant

au développement de I’'HTP. Ces médicaments sont généralement des traitements a vie.
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i. Les inhibiteurs de lI'influx calcique

Dans I'HTP, la [Ca®'] intracellulaire des CMLAP est augmentée. Les inhibiteurs des
canaux calciques voltage-dépendants diminuent les influx de calcium dans la cellule. lls
permettent la vasodilatation du vaisseau via leur effet sur les CMLAP et ainsi diminue la
PAPm et les RVP. lIs ne sont pas décrits pour avoir un effet sur le remodelage vasculaire. Les

inhibiteurs calciques utilisés dans ce cadre sont le diltiazem, la nifédipine et I'amlodipine.

ii. La voie de la prostacycline

La prostacycline a une action vasodilatatrice et antiproliférative. Elle inhibe aussi
I'agrégation plaquettaire. Dans I'HTP, il y a un défaut au niveau de sa production, les
médicaments traitant cette voie ont pour but de palier a son absence [139]. Il s’agit
d’analogue de la prostacycline. Les molécules disponibles sont I'époprosténol, le tréprostinil
et l'iloprost.

La prostacycline et ses analogues ont une durée de vie trés courte et ne peuvent étre
administrés par voie orale. Leur distribution dans le corps humain doit étre continue.
L’époprosténol est utilisé dans les cas graves d’HTP. Il est administré par voie intraveineuse
(IV) en continu par une pompe portable reliée a un cathéter central. Il s’agit d’un traitement
tres lourd mais qui a nettement amélioré le pronostic de la maladie.

Le tréprostinil peut étre utilisé par voie sous-cutanée (SC) en continu. Mais il est souvent tres
mal toléré par les patients au niveau du point de perfusion amenant a un arrét de son
utilisation.

L'iloprost peut étre utilisé par inhalation. Il semble moins efficace que les deux autres. |l

nécessite 6 a 9 inhalations par jour de 10 minutes chacune.

Ces traitements sont trés contraignants. Un agoniste sélectif du récepteur a la prostacycline
a été développé, le sélexipag, commercialisé depuis mai 2016. Il agit de facon similaire aux
analogues de la prostacycline mais est administré par voie orale grace a sa formule chimique
adaptée. En janvier 2017, il avait été suspecté d’étre lié au déces de 5 patients survenus

précocement aprés le début du traitement et il avait été recommandé de ne plus initier de
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nouveau traitement. Cette mesure a été levée en avril 2017, mais ce médicament reste sous

étroite surveillance au niveau européen.

iii. La voie de I'endothéline

L’endothéline est synthétisée par les CE et favorise la prolifération vasculaire et la
vasoconstriction. Elle est produite en excés dans I'HTP. Les traitements impliqués dans cette
voie consistent a enrayer l'action de I'endothéline en bloquant ses récepteurs. Ainsi le
bosentan, I'ambrisentan et le macitentan permettent d’inhiber la prolifération des cellules
musculaires lisses et contribuent a dilater les vaisseaux [140]. Ces médicaments sont
administrés par voie orale et sont généralement bien tolérés. lls sont utilisés en premiére

intention chez des malades ayant une forme moyennement sévére de la maladie.

iv. La voie du NO

Le NO, tout comme la prostacycline, souffre d’'un défaut de production dans I'HTP. Le
NO possede lui-aussi un effet vasodilatateur et inhibiteur de la prolifération vasculaire. Etant
un gaz a temps de demi-vie trés court, il est difficilement envisageable d’imaginer son
administration en continu chez le patient. Les médicaments utilisés dans cette voie agissent
sur le NO de manieére indirecte. Il s’agit d’inhibiteurs de la phosphodiestérase de type 5. Le
NO produit par les CE diffuse vers les CML ou il stimule I'activité de la Guanylate Cyclase
soluble (GCs) responsable de la synthése du GMP cyclique. Le GMP cyclique, qui par son
implication dans la diminution du calcium intracellulaire, est responsable de la
vasorelaxation de la CML. La phosphodiestérase de type 5 est responsable de la dégradation
du GMP cycliqgue. Ces médicaments permettent donc I'augmentation de la concentration
intracellulaire de GMP cycliqgue et la vasodilatation du vaisseau [141]. Les molécules
proposées sont le sildénafil et le tadalafil.
Il @ aussi été dévelopé un stimulateur de la GCs, le riociguat, qui permet d’augmenter la
synthése de GMPc en stimulant directement la GCs (indépendamment du NO) et en

augmentant la sensibilité de la GCs au NO par la stabilisation du complexe GC-NO[142].
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L’ensemble de ces médications est administré par voie orale.

b. Les traitements non spécifiques

L’objectif de ces médicaments est d’éviter des complications liées a I'HTP.

Les anticoagulants : les anticoagulants employés sont les antivitaminiques K. Ils sont utilisés
lorsque I'HTP présente des risques d’anomalie de la coagulation et de la fibrinolyse. Des
traitements administrés sur du long terme en IV peuvent aussi rendre nécessaire la prise de

ces médicaments car ils augmentent le risque de thrombose.

Les diurétiques : les diurétiques, comme le furosémide et la spironolactone, permettent de
diminuer la volémie et ainsi la surcharge ventriculaire. Ils sont a utiliser avec précaution,
particulierement pour les patients agés au vu de l'impact sur la fonction rénale. Un

ionogramme sanguin régulé doit étre effectué.

Les digitaliques : d’apres la Haute Autorité de Santé (HAS), les digitaliques peuvent étre
prescrits en cas de fibrillation auriculaire permanente ou paroxystique. lls permettent
d’améliorer la fonction cardiaque, mais leur utilisation doit étre prudente en particulier dans
les formes sévéres d’"HTAP avec hypoxémie ou en cas d’altération de la fonction rénale. La

molécule la plus utilisée est la digoxine.

C. Les traitements non médicamenteux

L’oxygénothérapie au long cours : I'oxygénothérapie est prescrite le plus souvent lorsque le
patient souffre d’une hypoxémie importante (PaO, < 60 mmHg). L'objectif du traitement est
principalement symptomatique et a pour but de maintenir la PaO, du patient au dessus de

60 mmHg

La chirurgie : La chirurgie est généralement pratiquée pour les formes séveres d’HTP, en

dernier recours en cas d’échec des traitements médicamenteux.
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- L’atrioseptostomie : cette opération consiste a réaliser une ouverture dans le septum
inter-auriculaire par voie endovasculaire. Elle permet de faire diminuer les pressions
droites et améliore ainsi le débit cardiaque.

- La transplantation pulmonaire : la transplantation pulmonaire est le dernier recours
thérapeutique. Actuellement, on privilégie les transplantations bipulmonaires ou

cardio-pulmonaires (bloc cceur/poumon). Il s’agit du seul traitement curatif de I’'HTP.

En complément des traitements, il est trés important d’adapter le mode de vie des patients
afin d’aider au soulagement des symptomes de la maladie. Ainsi, il est recommandé de
limiter ses efforts en préservant un minimum d’exercice (comme la marche quotidienne),
d’avoir un régime hyposodé et une bonne hygiéne de vie (contrdéler son poids et ne pas

fumer).

d. Vers de nouvelles pistes de traitements

Différentes pistes thérapeutiques sont a I’étude. On s’intéresse, entre autres, a la voie
de la sérotonine [143]—-[145] qui est impliquée dans de nombreux mécanismes déléteres de
la maladie via I'utilisation d’inhibiteurs de la recapture de la sérotonine. Une autre cible
potentielle est le ciblage du Peptide Intestinal Vasoactif (VIP). Il s’agit d’une hormone
neuropeptidique capable d’induire une vasodilatation pulmonaire et ayant des propriétés

anti-proliférative des CML, anti-agrégation plaquettaire et anti-inflammatoire [146].

Actuellement, malgré de nombreux progrés dans le domaine, il n’existe pas de
traitement curatif (excepté chirurgical) pour I'HTP et le pronostic de I'HTAP idiopathique, par
exemple, reste sombre avec une survie de 55 % a trois ans [147]. Il est donc primordial de
poursuivre les recherches afin de développer de nouvelles approches thérapeutiques plus
efficaces. De nombreux traitements actuels agissent comme modulateur de la concentration
du calcium intracellulaire (les inhibiteurs de I'influx calcique et les agents pharmacologiques
de la voie du NO) qui voit sa concentration basale augmenter au cours de I’'HTP. De plus, le

calcium est un messager secondaire trés impliqué dans de nombreuses voies de signalisation
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(cf. page 45). Etudier d’autres cibles agissant sur la régulation du calcium intracellulaire est

une piste intéressante pour lutter contre I'HTP.

INTRODUCTION - L’hypertension pulmonaire 43



INTRODUCTION - L’hypertension pulmonaire

44



lll. Les canaux TRP et I’hypertension pulmonaire

1. L'importance de I’lhoméostasie calcique

Le calcium est I'un des principaux messagers intracellulaires. Il est responsable de
I'activité de nombreuses enzymes et intervient dans les phénoménes d’exocytoses. Ses
variations de concentration intracellulaire vont déclencher des réponses moléculaires et
cellulaires adaptatives. Dans la CML par exemple, une augmentation transitoire de calcium
intracellulaire peut étre responsable de l'activité contractile de la cellule: le calcium
intracellulaire va former un complexe avec la calmoduline et activer la kinase légére de la
chaine légere de la myosine (MLCK) responsable de la contraction. Les mécanismes de
prolifération et de migration passent aussi par les voies de signalisations calciques. Le
calcium est également lié a la mort cellulaire par apoptose [148]. En effet, une concentration
intracellulaire trop importante de calcium dans le cysosol déclenche I’activation de diverses

lipases et phosphatases pouvant provoquer la mort cellulaire.

Dans les cellules eucaryotes, la [Ca®] cytoplasmique basale est maintenue aux
alentours de 100-200 nM alors que dans le milieu extracellulaire, elle est de 1 a 2 mM.
Il existe trois principales réserves calciques intracellulaires: le Réticulum
Endo/Sarcoplasmique (RE/RS), la mitochondrie et les lysosomes (Figure 12). Le RE/RS et la
mitochondrie jouent un réle important dans les voies de signalisations du calcium.
Le RE/RS est le principal réservoir de calcium intracellulaire. Il va étre responsable de
I"'amplification de la réponse calcique grace a la libération du calcium intracellulaire par
activation des Récepteurs a I'inositol trisPhosphate (RIPs) et a la ryanodine (RRy). La réponse
de certains récepteurs membranaires est couplée a l'activation d’une phospholipase C
capable de cliver le phosphatidylinositol-4,5- bisphosphate en DiAcylGlycérol (DAG) et en
Inositol TriPhosphate (IP3). L’ IP3 se fixe a ses RIP3 présents sur le RE/RS qui libérent alors du
calcium au niveau intracellulaire. Le RRy, quant a lui, est un canal cationique dont le principal
modulateur endogéne est le calcium. Ainsi, la concentration intracellulaire en ions calcium
permettra I'activation ou l'inhibition du canal [149]. L'activité du RRy peut étre couplée a

I'ouverture de canaux de la membrane plasmique perméable au calcium. Une étude menée
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au laboratoire [150] montre un lien entre I'ouverture du canal TRPV4 (« Transient Receptor
Potential Vanilloid » de type 4) (cf. page 55), un canal cationique non sélectif mais
majoritairement perméable au calcium, et [Iactivation des RRy permettant ainsi
I’amplification du signal calcique. Le RE/RS joue aussi un role de tampon en recapturant le
calcium cyosolique dans le réticulum via les pompes SERCA (Sarco-Endoplasmic Reticulum
Ca* ATPase).

La mitochondrie va avoir un role de « dissipateur » de calcium en cas d’excédent dans le
cytosol : elle stocke temporairement le calcium puis le relache dans le cytosol
progressivement [151]. Deux canaux sont particulierement impliqués dans ce circuit, le
VDAC (Voltage-Dependant Anion Channel) et le MCU (Mitochondrial Calcium Uniport) [152].
Le lysosome est un organite riche en ions calcium. Suite a son activation par un messager
secondaire le NAADP (Nicotinic acid adenine dinucleotide phosphate), produit a partir du
NADP, il libére du calcium dans le cytosol par ses canaux « Two Pore Channel » (TPC). Cette
libération de calcium peut étre amplifée par I'activation des récepteurs RRy et participer
ainsi aux mécanismes cellulaires menant par exemple a la contraction, la prolifération et la

sécrétion [153].

Au niveau de la membrane plasmique se présentent aussi plusieurs structures protéiques qui
participent a la régulation de la signalisation calcique (Figure 12) : la PMAC (Plasma

2 .
"), les Canaux Calciques

Membrane Ca' ATPase), I"échangeur sodium/calcium (Na‘/Ca
Voltage-Dépendants (CCVD) et les canaux cationiques voltage-indépendants. La pompe Ca’*-
ATPase permet la sortie du calcium de la cellule contre I'entrée de protons (H*) grace a
I’énergie que procure I’hydrolyse de I’ATP avec pour stoechiométrie 2 H*/1 Ca, L’échangeur
Na*/Ca®* échange un ion Ca** contre trois ions Na* selon le gradient électrochimique du
sodium. Généralement I'échangeur va dans le sens d’une sortie du calcium contre I'entrée
du sodium mais cela peut étre inversé en fonction du gradient électrochimique du sodium
[154]. Les CCVD s’ouvrent suite a une dépolarisation de la membrane et font rentrer le
calcium dans la cellule. Les canaux cationiques indépendants du voltage, quant a eux, sont
généralement non sélectifs au calcium. lls sont classés selon leurs modes d’activation. Parmi

eux, se présentent les canaux mécanosensibles comme les «Strech-Activated Channels »

(SAC) dont les TRP (Transient Receptor Potential) (cf. page 51).
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Figure 12 : Schéma de la signalisaton calcique
D’apreés la thése de Parpaite T., Role de I'environnement cellulaire sur les canaux

sensibles a |I'étirement dans I'hypertension pulmonaire, 2015.

Le calcium est l'un des principaux messagers intracellulaires, il est I'objet d’'une fine
régulation au sein de la cellule assurée par la présence de canaux, de pompes et
d’échangeurs exprimés sur la membrane cellulaire ainsi que sur les organites cellulaires.
Ces systémes permettent le maintien de |'homéostasie calcique ou assurent
I"'amplification contrélée des signaux calciques. (TRP : Transient Receptor Potential
channel, CCVD : Canaux Calciques Voltage-Dépendants, PMCA : Plasmic Membrane Ca**
ATPase, TPC : Two-Pore Channel, SERCA : Sarco/Endoplasmique Reticulum Ca®" ATPase,
RyR : Récepteur a la Ryanodine, RIP3 : Récepteur a I'lIP;, MCU : Mitochondrial Calcium
Uniport, VDAC : Voltage Dependant Anion Channel.)

Le calcium et sa régulation ont donc un role primordial dans I'activité cellulaire. La
perturbation de I’homéostasie calcique est impliquée dans de nombreuses pathologies. Dans
I’'HTP, elle participe aux divers aspects de la physiopathologie de la maladie : I'inflammation,
I’hyperréactivité vasculaire et le remodelage artériel (cf. page 19). Les études ont, jusqu’a

présent, majoritairement porté sur I'impact de cette dérégulation au niveau de la media et
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de I'intima. Pourtant la dérégulation du calcium dans les fibroblastes a, elle aussi, été décrite
comme impliquée dans de nombreuses maladies. Dans les fibroses pulmonaire et cardiaque,
ou le fibroblaste est majoritairement responsable du remodelage délétere observé, la
réduction du stress du RE (engendrant une perturbation de I’homéostasie calcique) réduit la
fibrose pulmonaire [154] tandis que le blocage des canaux calciques voltage-dépendants
diminue la formation du tissu fibreux au niveau du coeur[155], [156]. La fibrose intervient
dans le processus évolutif d’une inflammation chronique et se définit par la prolifération, la
différenciation des fibroblastes ainsi que plus particulierement la surproduction de MEC.
L'ensemble de ces phénoménes figure dans le remodelage adventitiel observé au cours de

I"HTP.

Un autre exemple de I'importance de I'"homéostasie calcique dans les fibroblastes a été
rapporté par I'étude de Ji et al. [157]. En effet, ils montrent que sa dérégulation dans les
fibroblastes de la peau est impliquée dans les dommages observés suite a I'exposition aux
rayons Ultra-Violet B (UVB). Ces rayons, responsables de cancers de la peau, sont capables
d’atteindre I'épiderme et de léser ’ADN des cellules présentes. L'équipe explique que les
UVB induisent la déplétion en calcium du RE, I'expression de marqueurs de stress du RE,
ainsi que la mort cellulaire. En rétablissant la fonction du RE et ainsi ’homéostasie calcique
(via l'utilisation du salubrinal, une molécule connue pour son réle protecteur de la

cytotoxicité induite par le stress du RE), ils préviennent les dommages dis a ce photoagent.

L'ensemble de ces données suggere I'importance du calcium dans les fibroblastes d’AlP
dans le contexte physiopathologique de I’'HTP. Il parait donc judicieux d’étudier le réle des
canaux de la membrane plasmique perméables au calcium. Notre choix s’est porté sur un
canal de la famille des TRP, le canal TRPV4, un canal cationique non sélectif mais
majoritairement perméable au calcium possédant une autre particularité d’intérét dans la

pathologie : une mécanosensibilité.
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2. Les canaux mécanosensibles

Le stress physique appliqué sur les vaisseaux au cours de I'HTP, engendré par
I'augmentation des contraintes de cisaillement, de la pression intraluminale ainsi que par
I’élévation des tensions pariétales, est une autre composante majeure de la pathologie qui

doit étre prise en considération.

Les «Strech-Activated Channels » (SAC) sont des canaux décrits comme sensibles a
I’étirement cellulaire. |l s’agit de canaux mécanotransducteurs, c'est-a-dire capables de
convertir des signaux physiques (déformation de la membrane cellulaire par exemple) en
signaux biologiques. Les modifications de la composition de la MEC qui influencent la rigidité
de I'environnement cellulaire, sont aussi a prendre en compte dans les réponses de ces

canaux.

Un canal mécanotransducteur se définit de la fagon suivante: la perte de son
expression doit conduire a une perte de la mécanosensitivité et son expression hétérologue
(c'est-a-dire I'expression du gene dans un organisme hote ne possédant pas naturellement
ce géne) doit conduire a l'acquisition de la capacité a répondre a un stimulus mécanique.
Aussi, les propriétés pharmacologiques et biophysiques du canal candidat doivent
correspondre au courant endogene étudié et des modulateurs de la mécanosensibilité

doivent montrer des effets sur 'activité du canal.

Il existe des inhibiteurs des SAC non spécifiques d’un canal SAC particulier. Le peptide
GsMTx-4, issu du venin de tarentule Grammostola spatulata, bloque I'activité des SAC en
empéchant l'ouverture du canal sans bloquer le pore [158]. Le gadolinium et la
streptomycine bien que moins spécifiques des SAC, sont deux autres molécules utilisées

pour l'inactivation des SAC.

Leurs mécanismes d’activation sont sujet a débat, trois mécanismes sont proposés a ce jour
[159] : I'activation du canal par application directe de variations de tension sur la membrane
cellulaire, I'activation par l'intermédiaire de protéines du cytosquelette ou de la MEC et,

I'activation indirecte par la production d’un second messager (Figure 13).
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Figure 13 : Mécanismes d’activation des SAC
D’apres Guibert C et al, 2008 [158].

(A) Activation directe par variation de tension de la membrane plasmique, (B) Ouverture
du canal via sa liaison aux protéines du cytosquelette et/ou a la MEC. (C) Activation
indirecte du canal par l'intermédiaire d’'un second messager ou d’une phosphorylation
du canal produit par un senseur au stress mécanique situé non loin sur la membrane.
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Parmi les canaux répondant aux caractéristiques qui définissent les
mécanotransducteurs, il y a de nombreux membres de la famille des TRP (« Transient
Receptor Potential »). En effet, certains sont, entre autres, responsables des phénomeénes de
mécanotransduction retrouvés au niveau de l'oreille interne [160], [161] (dans les cellules
ciliées de la cochlée) ou au niveau neuronal pour la nociception. Il s’agit de canaux

cationiques non sélectifs perméables aux ions calcium, en grande majorité.

Deux canaux directement sensibles a I'étirement ont été récemment découverts : Piezo 1 et
Piezo 2. Ce sont des canaux cationiques non sélectifs possédant un nombre trés important
de domaines transmembranaires (30 a 40) [162], [163]. lls auraient un role dans la sensibilité
aux contraintes de cisaillement du systéeme vasculaire [164] et, dans la régulation du flux

urinaire et de la distention de la vessie [164].

3. Les canaux TRP et I’hypertension pulmonaire

a. La classification des canaux et leurs structures

L'archétype de ce canal TRP a été découvert en 1969 chez Drosophila melanogaster,
par Cosens et Manning, et décrit pour son role dans la phototransduction impliquant un

signal calcique [165].

Aujourd’hui, les canaux TRP forment une superfamille qui en fonction des homologies
de leurs acides aminés, se divise en 7 sous-familles (Figure 14) : les TRPC (« canonical »), les
TRPM (« Melastatin »), les TRPV (« Vanilloid »), TRPA (« Ankyrin »), TRPP (« Polycystin »),
TRPML (« Mucolipin ») et TRPN (ou NOMPC pour « NO Mechanoreceptor Potential C »). Les
sous-familles TRPC et TRPM regroupent respectivement sept et huit types de canaux (TRPC1-
TRPC7 et TRPM1-TRPMS), les TRPV contiennent 6 membres (TRPV1 a TRPV6) et les TRPP,
TRPML et TRPN respectivement cing, trois et trois membres. Les différents TRP s’assemblent

en homo- ou hétéro-tétrameéres formant ainsi un canal cationique non sélectif [166].
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Figure 14 : Arbre phylogénique de la superfamille des canaux TRP « Transient Receptor

Potential »
D’aprés Pedersen, S.F. et al., 2015, [165].

Les canaux TRP forment une superfamille divisée en 7 sous familles: les TRPC
(« canonical »), les TRPM (« Melastatin »), les TRPV (« Vanilloid »), TRPA (« Ankyrin »),
TRPP (« Polycystin »), TRPML (« Mucolipin ») et TRPN (ou NOMPC pour « NO

Mechanoreceptor Potential C »).
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D’un point de vue structural tous les canaux TRP contiennent six domaines
transmembranaires formant un pore entre les cinquiémes et les sixiemes domaines
(Figure 15) et ayant de longs domaines C-Ter et N-Ter cytosoliques. Sur le domaine N-Ter se
présentent des motifs ankyrines dont le nombre de répétitions varie selon les canaux. Ces

domaines sont utiles pour les

interactions protéines-protéines et les liaisons au
cytosquelette. Sur la partie C-Ter figure le domaine « TRP ». Ce domaine est presque

invariant pour toutes les isoformes [167].

D’aprés Huang C.L., et al, 2004, [163].

X représente n’importe quel acide aminé.
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Figure 15 : Représentation de I'organisation des différents domaines des canaux TRP

Le domaine TRP est une région de 25 acides aminés treés conservée. Au sein de ce
domaine, une séquence d’acides aminés nommée « TRP box » est presque invariable.

INTRODUCTION - Les canaux TRP et I’'HTP

53



b. L’activation des TRP

L’étude des propriétés biophysiques des canaux TRP s’effectue principalement par

expression hétérologue.

Tous les canaux TRP sont perméables aux cations. Leur perméabilité au calcium varie
considérablement en fonction des isoformes [168]. La structure du pore joue un role
essentiel dans cette perméabilité et dans la sélectivité du canal [169], [170]. Le ratio Pca/Pna
varie de 0,3 pour TRPM2 a plus de 100 pour les TRPV5 et TRPV6. Les canaux TRPM5 et

TRPM6 sont eux imperméables au calcium.

Les canaux TRP sont polymodaux: ils peuvent étre activés de facon trés variée par des
messagers intra- ou extracellulaires, des composés chimiques, des stimulations mécaniques
ou un stress osmotique et en fonction de I'état de remplissage des réservoirs calciques
intracellulaires [171]. Beaucoup sont sensibles a des effets thermiques comme TRPV1,
TRPV2, TRPV4, TRPM3, TRPMS8 et TRPA1 [172]. Certains TRP sont constitutivement ouverts
comme TRPC3 et TRPC6 [173].

De nombreux membres de cette superfamille sont identifiés pour avoir une activité
mécanosensible. Parmi eux, on retrouve TRPA1 TRPC1, TRPC6, TRPV1, TRPV2, TRPV4,
TRPM4, TRPM7, TRPP1 et TRPP2 [174]—-[178]. Cette activité participe au tonus myogénique

via les CML et a la sensibilité au flux sanguin des cellules endothéliales [179].

L'étude des TRP est rendue délicate par leur capacité a former des hétéromeres qui de par
leurs assemblages différents pourraient former des canaux de fonctionnalités distinctes
comme analogues. L'utilisation de variants dominant-négatifs ou d’ARN antisens peut
perturber tant les homo- que les hétérotétraméres. Aussi, le risque de redondance
fonctionnelle pourrait dans des cas de « knockdown » ou « knockout » compenser la perte

d’une isoforme.

Des souris transgéniques pour différentes isoformes de ces canaux sont disponibles. Au
laboratoire, nous avons a notre disposition la souris KO pour le gene trpv4 [180] grace au

don du Professeur Philippe Gailly de I'université Catholique de Louvain en Belgique.

INTRODUCTION - Les canaux TRP et ’HTP 54



4, L’isoforme TRPV4

a. La structure du canal TRPV4

TRPV4 aussi appelé OTRPC4 (« OSM-9-like TRP Channel 4), TRP12 et VROAC (« vanilloid
Receptor-Related Osmotically Activated Channel ») est a 40 % identique a la structure de
TRPV1 et 2. Le géne humain de trpv4 est localisé sur le chromosome 12923-q24. La protéine
est formée de 871 acides aminés ce qui représente un poids moléculaire de 98 kDa. Il existe
cing épissages alternatifs pour ce gene mais deux seulement s’insérent dans la membrane
plasmique [181], [182]. Chez les mammiféres, le géne trpv4 conserve un haut degré

d’homologie de séquence (~95-98%).

Le canal TRPV4 est ubiquitaire. Il est principalement exprimé dans les reins, le cceur, I'oreille
interne et le cerveau mais aussi dans le foie, la trachée, les glandes salivaires, I’épithélium, et

les poumons [183]-[185].

Sa structure (Figure 16) présente, comme tous les canaux TRP, six domaines
transmembranaires avec la formation du pore entre les domaines 5 et 6. Au niveau du N-Ter
cytosolique est retrouvé trois a quatre répétitions du motif ankyrine. Ce domaine serait
responsable de sa liaison avec les protéines du cytosquelette [186] et les tronquer influerait
sur I'adressage de TRPV4 a la membrane. Ce domaine ankyrine de la partie N-Ter serait aussi
fortement impliqué dans I'oligomérisation de TRPV4 en hétérotétramere [181], [187]. La
partie C-Ter serait responsable de la sensibilité a la concentration de calcium intracellulaire
du canal grace a la présence de domaines de liaison au complexe Ca**-calmoduline [188].

Elle pourrait aussi étre importante dans le processus d’oligomérisation [189].

TRPV4 est un canal cationique non sélectif, perméable au calcium, au magnésium et au

sodium avec un ratio Pc,/Pn, proche de 6 et Pyg/Pna de 3 [190], [191].
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Figure 16 : Structure du canal TRPV4
D’apres Plant T.D. et Strotmann R., 2007, [192].

TRPV4 possede six domaines transmembranaires avec la formation du pore entre les
domaines 5 et 6. Les terminaisons N-Ter et C-Ter sont cytosoliques, au niveau du N-Ter,
on retrouve trois a quatre répétitions du motif ankyrine.

b. Les différents modes d’activation de TRPV4

Le canal TRPV4 a d’abord été décrit comme un canal osmosensible, c'est-a-dire
capable de s’activer suite a des modifications de I'osmolarité. Dans des conditions
physiologiques normales, I'osmolarité du liquide extracellulaire est d’environ 285 mosmol /
kg de molécule d’H,0 et est maintenue constante par I'homéostasie des fluides corporels.
Des expériences d’expression hétérologue du géne trpv4 ont montré que I'application d’une
solution hypotonique augmentait I'activité du canal, et par ce fait, la concentration
intracellulaire en ions calcium. L'inverse est observé en milieu hypertonique (Figure 17). Ces
variations d’activité ont lieu pour de faibles modifications d’osmolarité [184], [186], [192],

[193]. La souris KO pour le gene trpv4 présente une anomalie pour la régulation de
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I’osmolarité des fluides corporels : elle est dite « hyperosmolaire », ressent moins la soif et la
réponse des CE a des solutions hypotoniques est abolie [180], [194], [195]. L'hyper- et
I’'hypo- osmolarité causent des variations de volumes cellulaires (respectivement
rétrécissement ou « gonflement » de la cellule) engendrant ainsi des tensions au sein de la
membrane cellulaire qui affectent de nombreux processus cellulaires comme la prolifération
et la différenciation cellulaires [196], [197]. Ces variations de tension appliquées a la
membrane cellulaire ne sont pas sans rappeler les mécanismes impliqués dans la

mécanosensibilité [198].

Les canaux TRPV4 sont décrits comme mécanosensibles. lls peuvent étre activés par
les variations de flux sanguin au niveau des CE et plus précisément par les contraintes de
cisaillement [179], [199], [200]. En effet, des études ont montré que la vasodilatation induite
en réponse a la présence de contraintes de cisaillement est dépendante de I'expression de
TRPV4 dans les CE des artéres de souris [201].

La mécanosensibilité de TRPV4 passe aussi par sa liaison au cytosquelette qui permet entre
autres la transmission du message mécanique. L’activité de TRPV4, mesurée par les influx de
calcium dans la cellule, est nettement diminuée en présence d’agents stabilisateurs des
microtubules (comme le taxol). Et I'activation de TRPV4 par son activateur sélectif le 4a-PDD
(4a-phorbol 12,13-didécanoate) entraine le désassemblage des microtubules [202]. L’activité
de TRPV4 peut également dépendre de leur présence au sein de microdomaines
membranaires comme les cavéoles. Les cavéoles sont de petites invaginations de la
membrane plasmique maintenues par la présence de protéines appelées cavéolines (Cav),
comprenant trois isoformes (Cav-1, Cav-2, Cav-3). Le canal TRPV4 colocalise avec la cav-1
dans les CE et les CMLAP [203], [204]. Ces cavéoles sont aussi, d’aprés de nombreuses
études, impliquées dans la sensibilité des cellules aux phénoméenes mécaniques comme les

réponses aux contraintes de cisaillement et aux déformations membranaires [205]-[210].

Ce canal est aussi décrit comme un canal thermosensible. Il est activé pour des températures
autour de 27 °C, température non nocive suggérant un rOle de TRPV4 dans la

thermorégulation normale du corps humain [172], [211], [212].

Des expériences d’expression hétérologue du géne trpv4 ont montré que ce canal posséde
une activité constitutive [193] (Figure 17). Son activité peut étre aussi déclenchée par des

composés endogénes comme des dérivés de I'acide arachidonique, plus particulierement
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I'acide 5,6-EpoxyEicosaTrienoique (5,6-EET). Ces métabolites peuvent provenir entre autres

de I'activation de la phospholipase A2 par la sérotonine (5-HT) [69], [71].
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Figure 17 : Activité du canal TRPV4 en réponse a divers stimuli
D’apres Plant T.D. et Strotmann R., 2007, [192].

Etude des réponses du canal TRPV4 par expression hétérologue dans des cellules
HEK293. (A) Mesure des variations de [Ca®"]; par enregistrement du ratio de fluorescence
F340/F380 sur les cellules chargées avec la sonde calcique Fura-2 AM. Des cellules
présentent une activité spontanée moderée du canal en solution isotonique (300
mosmol.L™). En solution hypotonique (200 mosmol.L'!) on observe une élévation de
[Ca®"],, réversible en retour a 300 mosmol.L™. (B) Enregistrement du courant par la
méthode du patch-clamp en « whole cell ». On remarque la présence de courants
spontanés a 300 mosmol.L', courants augmentés en solution hypotonique et réversible
en retour a I'isotonicité du milieu. (C) En solution hyperosmolaire (320 mosmol.L™), les
courants spontanés diminuent. (D) L’activation des canaux TRPV4 par |'activateur sélectif
40-PMA (1 uM) permet I'augmentation rapide et transitoire du courant.

INTRODUCTION - Les canaux TRP et ’HTP

58



Des molécules chimiques synthétiques peuvent aussi déclencher I'ouverture du canal
facilitant ainsi I'étude de cette protéine. Parmi ces molécules on retrouve le 4a-PDD, le 4a-
PMA (4-a-Phorbol-12-myristate-13-acetate) et le GSK1016790A. Le GSK1016790A a
I’avantage d’étre plus puissant et sélectif que les 4a-PDD et 4a-PMA [213]. Il existe aussi des
bloqueurs synthétiques du canal dont le plus connu est le HCO67047. Actuellement, une
étude clinigue de phase 2 est en cours pour un nouvel inhibiteur synthétisé par le
laboratoire GlaxoSmithKline le GSK2193874, pour I'amélioration de la fonction respiratoire

chez les patients souffrant d’insuffisance cardiaque congestive.

Le canal TRPV4 est sujet a une régulation par le calcium : le calcium est impliqué dans
I'ouverture, la potentialisation de I'activité et la fermeture du canal. Ces mécanismes ne sont
pas clairement définis. L'absence de calcium extracellulaire abolit les réponses spontanées
du canal et les réponses au 4a-PDD sont d’amplitudes plus faibles. La décroissance du
courant s’effectue aussi plus lentement [188], [193]. La stimulation répétée du canal montre
une diminution des réponses au cours du temps, voire une inhibition [188], [193]. Watanabe
2+]i

et al. ont observé une réduction de I'amplitude du courant a mesure que la [Ca

augmentait [214].
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C. L'implication de TRPV4 dans I’hypertension pulmonaire

i. Etat de I’art

Parmi la famille des TRPV, le canal TRPV4 est I'isoforme dont 'ARNm est le plus
exprimé dans I'artere intrapulmonaire [215]. D’un point de vue cellulaire, il a été montré
comme présent dans I'endothélium et le muscle lisse vasculaire [215], [216]. Cependant sa
présence au niveau de I'adventice et plus précisément au sein des Fibroblastes Adventitiels

des arteres intraPulmonaires (FAP) n’a pas encore été démontrée.

Dans la pathologie de I'HTP, la plupart des études se sont intéressées au réle de TRPV4
dans les CMLAP. Elles ont d’ailleurs démontré lI'importance de ce canal dans I'HTP
développée chez les rats hypoxiques chroniques de par sa surexpression et la
potentialisation de son activité dans les CMLAP de ces animaux [150], [217].

L’étude de TRPV4 au sein du laboratoire a révélé que sa stimulation provoquait la migration
des CMLAP de rats en conditions normoxiques et que cet effet est amplifié en conditions
hypoxiques [218], [219]. L'étude de Yang et de ses collegues, de 2012, a aussi montré les
effets bénéfiqgues de I'absence du gene trpv4 chez les souris placées en conditions
hypoxiques chroniques: le remodelage de la paroi artérielle pulmonaire est atténué
comparé aux animaux controles, les pressions artérielles pulmonaires moyennes sont moins

élevées et I'hypertrophie ventriculaire droite est fortement réduite [217].

D’un point de vue physiologique, il a été prouvé que TRPV4 jouait un réle important dans la
vasoconstriction hypoxique chez la souris. En effet, ce réflexe physiologique de contraction
du muscle lisse vasculaire pulmonaire en réponse a une baisse locale de la pression partielle
en oxygene est diminué chez les souris KO pour ce géne [203]. In vitro, I'inhibition du canal
sur les CMLAP humaines soumises a des conditions hypoxiques réduit I'influx de calcium

dans les cellules [203].

Aussi, des études, menées entre autres au laboratoire, ont également montré que
I'hyperréactivité des arteres a la sérotonine présente dans la pathologie de I'HTP, passe en
partie par l'activation des canaux TRPV4 des CMLAP et ce, via les dérivés de l'acide

arachidonique provenant de I'activation de la phospholipase A2. [69], [71], [220].
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Le canal TRPV4 est donc fortement impliqué dans le remodelage de la media au cours

de I'HTP.

Au sein de l'intima, le canal TRPV4 est peu étudié. Dans la circulation systémique, il a été
montré que le canal jouait un réle dans la vasodilatation dépendante de I'endothélium de
par leur couplage avec des canaux potassiques qui via des jonctions GAP, hyperpolarisent les
CML [221]-[223]. Dans la circulation pumonaire, la vasodilatation serait due a la production

de NO stimulée par le calcium entré par TRPV4 [224].

Au vu des réles connus du canal TRPV4 dans les tissus vasculaires, il est pertinant de

chercher si le canal TRPV4 est impliqué dans le remodelage de I'adventice.

ii. TRPV4, fibroblaste et HTP ?

Jusqu’a présent, le canal TRPV4 n’a pas été décrit dans les FAP. Chez 'Homme, il a été
décrit comme exprimé dans les fibroblastes cardiaques [225], pulmonaires (non artériels)
[226], [227] et de la peau [228] et comme impliqué dans des pathologies touchant ces

différents tissus.

En effet, le role de TRPV4 dans les fibroblastes a clairement été mis en évidence dans de
nombreuses fibroses [229] ou se présentent des phénomenes analogues a ceux observés
dans I’'HTP : la prolifération, la différenciation des fibroblastes, ainsi que la surproduction de
MEC. Ainsi, dans les fibroses pulmonaire et cardiaque [225], [228], [230]-[232], il est montré
qgue la différenciation des fibroblastes induite par TGFB ou par I'augmentation de la rigidité
de la MEC, passe par l'activation du canal TRPV4. Le canal est aussi impliqué dans la
modification de la composition de la MEC: la présence du canal est nécessaire a la
surproduction de collagéne et de fibronectine (constituants majeurs de la MEC participant a
sa rigidité). Dans le modele animal de la fibrose pulmonaire induite par l'injection de

bléomycine, la fibrose est nettement réduite chez la souris KO pour le géne trpv4 [232].

Des investigations sur le role de TRPV4 dans la sclérodermie ont été réalisées. La

sclérodermie est une maladie caractérisée avant tout par le durcissement de la peau et liée a
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une accumulation du collagéne et a un épaississement de la MEC provoquant une atteinte
des vaisseaux de petit calibre qui deviennent fibreux au niveau de leur paroi. Ces
investigations ont, elles aussi, démontré la nécessité du canal dans la différenciation des
fibroblastes dermaux induite par TGFB ou par 'augmentation de la rigidité de la MEC chez la
souris comme chez 'Homme. Le canal TRPV4 est aussi impliqué dans la surexpression de

collagéne par ces fibroblastes [228].

Une autre pathologie caractérisée par un fort remodelage impliquant les fibroblastes
pulmonaires démontre I'importance du canal TRPV4. |l s’agit du remodelage des voies
aériennes dans I'asthme. En effet, I'activité de TRPV4 est augmentée dans les fibroblastes
issus de poumons de patients asthmatiques [227]. L'ouverture du canal serait responsable
de la surproduction de fibronectine et de la différenciation des fibroblastes. Dans le modeéle
animal d’asthme allergique induit par Dermatophagoides-farinae, le remodelage est aussi

fortement atténué chez les souris KO pour ce géne [227].

Dans I’'HTP, une étude récente, menée par Glenn Marsboom, rapporte un lien entre la
formation des cavéoles et la prolifération des FAP [233]. La mutation de la cav-1, retrouvée
dans certaines HTAP, affecte la formation des cavéoles dans les fibroblastes. In vitro, les
fibroblastes possédant cette mutation proliferent davantage que les fibroblastes contréles.
La production de collagene est aussi nettement augmentée chez ce mutant. Une
colocalisation de TRPV4 et de cav-1 a été montrée dans plusieurs études, dont une menée
au laboratoire en 2016 [203], [234]. Les effets de cav-1 présentés dans |'étude de Marsboom
pourraient étre liés a I'activité du canal TRPV4 qui ne serait plus confiné dans les cavéoles

dans le cadre de la pathologie.

Une étude menée par Chen en 2014 présente un lien important entre les FAP et la
sérotonine durant I'HTP. La sérotonine module les activités fibrotiques des FAP, elle favorise
leur prolifération, leur migration et leur différenciation, ainsi que la surproduction
d’éléments de la MEC (le collagene 1a et la fibronectine). Le canal TRPV4 pourrait étre en
partie responsable de ces effets. TRPV4 pourrait étre activé par des dérivés de I'acide

arachidonique provenant de I'activation de la phospholipase A2 par la sérotonine [66].

Au vu des nombreuses implications du canal TRPV4 dans des pathologies ayant des

analogies avec I'HTP et des pistes existantes quant a l'implication de TRPV4 dans la
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dysfonction des FAP au cours de I'HTP, TRPV4 parait étre une cible privilégiée dans |'étude

du remodelage adventitiel des artéres intrapulmonaires au cours de I'HTP.
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OBJECTIFS






L’hypertension pulmonaire (HTP) est une maladie vasculaire pulmonaire d’évolution
chronique, caractérisée par une élévation progressive de la pression artérielle pulmonaire
moyenne aboutissant a une défaillance cardiaque droite et au décés du patient. Un des
aspects de la pathologie est le remodelage vasculaire présent au niveau des trois tuniques

qui forment 'artere intra pulmonaire.

Cette thése a pour objectif d’étudier le lien entre le canal TRPV4 et I’'HTP a travers son role
dans les fibroblastes adventitiels d’arteres intrapulmonaires et plus généralement dans le
remodelage de cette tunique. Jusqu’a présent I'activité de ce canal dans la pathologie a été

seulement décrit dans l'intima et la media.

Ce travail s’articule autour de deux axes : I'un tissulaire et I'autre cellulaire. Ainsi, dans une
premiére partie, nous nous sommes intéressés au lien entre I'expression du canal TRPV4 au
niveau tissulaire et le remodelage adventitiel présent dans I’'HTP. Pour ce faire nous avons
utilisé deux modeles animaux d’HTP, le modele « monocrotaline » mimant une HTP de
groupe 1 et le modéle « hypoxie chronique » mimant une HTP de groupe 3. Et grace a une
collaboration avec le Pr Philippe Gailly de I'Université Catholique de Louvain (Bruxelles,
Belgique), nous avons aussi pu travailler sur une souche de souris knock-out pour le gene
trpv4. Dans la seconde partie, nous avons souhaité décrire le réle du canal TRPV4 dans les
fibroblastes adventitiels d’artéres intrapulmonaires. Plus précisément, nous avons recensé
les implications du canal dans les mécanismes cellulaires des fibroblastes, mécanismes mis
en place par la pathologie : leur prolifération, leur migration et leur invasion, ainsi que leur

production de matrice extracellulaire.

Ce travail fait actuellement I'objet d’un premier article qui sera trés prochainement soumis

au journal Arteriosclerosis, Thrombosis and Vascular Biology avec pour titre :

« TRPV4 channel mediates pulmonary artery adventitial fibroblast activation and

excessive adventitial remodeling in pulmonary hypertension ».
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MATERIEL ET
METHODES






I. Animaux

L'utilisation d'animaux de laboratoire dans le cadre de cette étude suit les regles
d'éthique émises par le "Comité d’éthique de Bordeaux en expérimentation animale" N°50,
en accord avec les directives européennes (86/609/CEE, révisées en 2013), ainsi que le
"Guide for the Care and Use of Laboratory Animals" publié par le "National Institut of

Health" (NIH) des Etats-Unis.

1. Rats

Les rats utilisés sont de souche Wistar. lls sont issus de I'élevage de la société Janvier
et de la reproduction réalisée dans notre animalerie. Pour cette étude, nous utilisons des
rats d’un poids compris entre 200 et 350 grammes et agés de 8 a 13 semaines maximum. En
effet, il s’agit des conditions optimales déterminées pour |'obtention des Fibroblastes

Adventitiels d’artéres intrapulmonaires (FAP).

2.  Souris « sauvages » et mutées pour le gene codant

pour le canal TRPV4

Les souris utilisées pour cette étude sont de fond génétique C57BL/6.

a. Souris « sauvages »

Les souris « sauvages » utilisées comme controles proviennent de chez Janvier ou sont
issues de la reproduction réalisée dans I'animalerie. Pour cette étude, nous utilisons des

souris d’un poids situé entre 20 et 30 grammes et dgées de 8 a 13 semaines maximum.
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b. Souris « knock-out » pour le géne trpv4

Les souris « knock-out » pour le géne trpv4 proviennent du laboratoire du Professeur
Philippe Gailly de I'Université Catholique de Louvain en Belgique, qui nous en a fait le don.
La génération de la mutation a été initialement produite par Wolfgang Liedtke et ses
collegues (Rockefeller University) et a fait I'objet d'une publication dans le journal PNAS
[180]. Chez la souris, le géne codant pour trpv4 est situé sur le chromosome 5. Il est
constitué de 15 exons. La génération de I'allele mutant a été réalisée en ciblant I'exon 12 du
géne codant pour le domaine du pore et les domaines transmembranaires 5 et 6. La
disruption de I'exon a été faite par l'insertion d'une cassette néomycine par recombinaison
homologue.
Afin d’obtenir la lignée stable de souris mutées knock-out pour le géne trpv4 (trpv4'/'), des
croisements entre souris hétérozygotes pour la mutation trpv4 (trpv4+/') puis des
croisements successifs a partir de ces souris nouvellement obtenues ont été réalisés. Les

croisements entre souris trpv4'/' assurent la stabilité de la mutation pour la lignée.

La présence de l'allele muté chez la souris est détectée par PCR au moment du sevrage des
souriceaux. Un petit morceau de I'extrémité de la queue des animaux est prélevé et utilisé
pour le génotypage. L'ADN génomique total est extrait avec le kit commercial REDExtract-N-
Amp™ (XNAT-1KT,SIGMA). Les régions d’ADN génomique d'intérét sont amplifiées par PCR &
I'aide de deux couples d'amorces : I'un ciblant I'allele sauvage du géne codant pour trpv4
(exon 4), l'autre ciblant I'allele mutée (en ciblant la cassette néomycine insérée dans I'exon
4). Pour ce faire, 5 uL d'ADN génomique sont mélangés a 10 pL d’une solution « mix PCR »,
fournit dans le kit, qui contient la polymérase, des dNTP, des oligos dT et les deux couples
d'amorces, éléments indispensables a la formation des amplicons.

L'amplification se fait par I'utilisation d’un thermocycleur de type Uno Il, Biometra : I'ADN
subit une dénaturation a 95°C pendant 5 min et 30 s, puis se succédent 32 cycles
d'hybridation des amorces (60°C pendant 30 s) et d'élongation (72°C pendant 11 min). La
réaction se stoppe a 4°C et les amplicons sont détectés sous une lampe U.V, avec du SYBR
green (un agent intercalant de I’ADN double brin non spécifique), aprés migration sur gel
d'agarose 1 %. Un amplicon de 750 paires de bases correspond a l'allele sauvage, et un

amplicon a 500 paires de bases correspond a l'alléle muté.
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3. Modeles animaux d’hypertension pulmonaire

L'age des animaux étant important dans le développement de la pathologie, ces

modeles seront réalisés sur des groupes d’animaux d’ages et de poids similaires.

a. Le modele animal d’hypertension pulmonaire de

groupe 1 induit par la monocrotaline

Ce modeéle d’hypertension pulmonaire est induit par l'injection de MonoCroTaline
(MCT), un alcaloide pyrrolizinidique toxique, en Intra-Péritonéale (IP) chez I'animal. Le

protocole d’injection est différent selon le rongeur utilisé.

i Modele d’hypertension pulmonaire de groupe 1 chez le rat

Chez les rats, le protocole nécessite une injection IP unique de MCT a 60 mg/kg de
masse corporelle. La quantité nécessaire de MCT pour une injection de 100 uL est diluée en
proportion égale dans du HCl 1 M et du NaOH 1 M et le pH de la solution est ajusté a 7.

La MCT, par I'effet toxique de son métabolite sur I'endothélium (cf. page 32), provoque des

Iésions sur celui-ci qui aboutissent en quatre semaines au développement d’'une HTP.

ii. Modeéle d’hypertension pulmonaire de groupe 1 chez la souris

Chez la souris, le protocole nécessite une augmentation du nombre d’injections pour
obtenir des effets similaires a ceux observés dans les modeles de rats. Ceci peut s’expliquer
par le fait que la MCT est peu ou pas métabolisée par son organisme (cf. page 32). Ainsi,
pour développer la pathologie, les souris recoivent une injection IP hebdomadaire de MCT a
la dose de 600 mg/kg sur une durée de neuf semaines [116].

Comme précédemment, la quantité nécessaire de MCT est diluée en proportion égale dans

du HCI 1 M et du NaOH 1 M et le pH de la solution ajusté a 7.
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b. Le modele animal d’hypertension pulmonaire de

groupe 3 induit par une exposition hypoxique chronique

Le modeéle d’HyperTension Pulmonaire (HTP) induit par une exposition a un
environnement hypoxique chronique est le méme chez la souris ou le rat. Comme décrit
(cf. page 33) et selon le protocole mis en place au laboratoire [65], les rongeurs sont placés 3
semaines dans un caisson hypobare ou les animaux sont soumis a une pression de
380 mmHg (la pression normale étant de 760 mmHg) équivalente a un séjour a 5500 m
d’altitude. La diminution de la pression barométrique permet la réduction dans le caisson de
la Pression partielle en diOxygene (PO,) de moitié, la passant ainsi de 160 mmHg a 80
mmHg. La PO, alvéolaire des rongeurs et, par ce fait, la PO, des capillaires sont alors
diminuées engendrant une situation d’hypoxémie. L’exposition prolongée a ces conditions

conduit au développement d’'une HTP pour ces animaux.

4. Euthanasie des animaux

L'euthanasie est réalisée par injection IP d’une dose létale (12 mg/100 g) de
pentobarbital sodique a 400 mg/mL (Exagon®, Axience). Le bloc coeur/poumon est ensuite

récupéré pour la réalisation des différentes expériences.
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Il. Remodelage cardiaque et vasculaire

1. Etude du remodelage cardiaque : le rapport de

Fulton

Le rapport de Fulton (RF) correspond a la masse du Ventricule Droit (VD) rapportée a la

VD
VG +S

masse du Ventricule Gauche et du Septum (RF = ). Il permet d’estimer I’hypertrophie

ventriculaire droite et ainsi d’attester de I'état hypertendu des animaux dans les différents

modeles utilisés.

Les rats contréles ont un rapport de Fulton proche de 0,2. Chez les rats ayant développé la

pathologie, I'indice se situe au dela de 0,3.

2. Mesure de Ila pression ventriculaire droite

systolique par cathétérisme invasif

La Pression Ventriculaire Droite Systolique (PVDs) est mesurée en tant qu’indice de la
pression artérielle pulmonaire. Les souris sont anesthésiées avec de la kétamine (100 mg/kg
de masse corporelle) et de la xylazine (10 mg/kg de masse corporelle). A partir du
diaphragme, la cage thoracique est délicatement ouverte a travers le sternum pour exposer
le coeur. Une aiguille de 25 G, dont la pointe est héparinée, reliée a un capteur de pression
(Baxter Uniflow) est insérée dans le ventricule droit. La PVDs est mesurée grace au logiciel

LabChart, en faisant la moyenne des PVDs des 15 premieres secondes de I'enregistrement.

Les souris sont ensuite euthanasiées puis le bloc coeur/poumons est prélevé afin de réaliser

les études de remodelage cardiaque et vasculaire.
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3. Mesure du remodelage artériel pulmonaire par

morphométrie
a. Réalisation des coupes histologiques des poumons de
souris

i Déshydration des tissus et inclusion en paraffine

Les poumons sont immergés pour fixation dans du PFA (ParaFormAldéhyde) 4 %
pendant 2 h. Aprés 3 ringcages au PBS (Phosphate Buffered Saline) 1X, les poumons sont
déshydratés dans une série de bain d’éthanol de concentrations croissantes (50 a 100 %). lls
sont ensuite plongés 30 min dans du toluéne , puis mis en cassette et inclus dans de la
paraffine coulée a 60°C. Le temps d’inclusion est de 90 min. Les “blocs de paraffine” ainsi

formés sont stockés a 4 C jusqu’a leur utilisation.

ii. Réalisation des coupes de poumon

Les “blocs de paraffine”, sortis extemporanément de 4 °C, sont coupés au microtome
(RM2245, Leica) afin d’obtenir des coupes longitudinales de poumon (épaisseur 4 um). Ces
coupes sont déposées a I'aide d’'une goutte d’eau sur des lames en verre puis séchées sur

une plaque chauffante a40°C. Les lames sont stockées a température ambiante.

iii. Déparaffinage et la coloration “Elastica van Gieson”

Le déparaffinage s’effectue en réalisant les étapes inverses a l'inclusion. Les coupes
sont d’abord incubées 10 min dans du toluéne, puis immergées dans différents bains
d’éthanol de concentrations décroissantes (100 a 50 %) afin de réhydrater les coupes et

permettre aux « colorants » de marquer correctement les tissus.
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Les coupes sont marquées par « Elastica van Gieson » grace au kit Elastic Stain® (#HT25A,
SIGMA) qui permet une meilleure visualisation de la media en colorant les limitantes
élastiques externes et internes en noir. L'adventice est colorée en rose (di a la présence
importante de collagéne).

Le protocole de coloration « Elastica van Gieson » correspond a celui fourni avec le kit et
s’effectue a température ambiante. Le montage est réalisé grace a la colle Eukitt® (O.

Kindler & ORSAtec) apres une nouvelle déshydratation des coupes dans les différents bains

d’éthanol et un bref passage des lames dans du toluéne ou du xyléne.

iv. Quantification du remodelage adventitiel

Les coupes ont été observées au BIC (Bordeaux Imaging Center) a I'aide du microscope
Hamamatsu NANOZOOMER 2.0HT. Les images sont prises a |'aide du logiciel NDP.2, avec un

zoom 20 X et I'épaississement de I'adventice est quantifié avec le logiciel Imagel.

Le remodelage adventitiel est quantifié par estimation de la surface de I'adventice, par
application d’un seuillage, rapporté au diamétre externe du vaisseau (Figure 18). Les
résultats sont ensuite normalisés par rapport a I'épaisseur de |'adventice des souris

controles.

Seules les artéres dont la section est ronde (30 < @ < 150 um, diamétre sans I’adventice) sont

utilisées pour I’étude afin d’éviter les biais de coupe.
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Figure 18 : Méthodologie de la quantification de la surface de I’adventice

L'image est issue de la coupe histologique de poumon de souris WT (Wild Type) placée
en caisson hypobare (modele hypoxie chronique) et est marquée par la coloration
« Elastica Van gieson ». L’acquisition de I'image est réalisée a I'aide du microscope
Hamamatsu NANOZOOMER 2.0HT au zoom 20X et du logiciel NDP.2. L’échelle
correspond a une mesure de 50 um.

V. Quantification du remodelage de la media

La quantification du remodelage de la media est mesurée a partir des mémes artéeres
sélectionnées pour I'étude du remodelage adventitiel. Cette mesure est réalisée par
soustraction de I'aire sous la lame élastique interne (correspondant a la lumiére du vaisseau)
a I'aire sous la lame élastique externe rapportée au diamétre du vaisseau sans I'adventice
(media-media). Les résultats sont ensuite normalisés par rapport a |’épaisseur de la media

des souris controles.
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lll. Culture des fibroblastes adventitiels d’arteres

intrapulmonaires

1. Microdissection des poumons de rats

Aprés euthanasie des animaux (cf. page 74), le bloc coceur/poumons est récupéré et
placé dans du milieu DMEM (« Dulbecco’s modified Eagle’s medium ») (D0822, SIGMA)
complémenté d’AnTiBiotiques a 1 % (ATB : pénicilline et streptomycine, (P4333, SIGMA)) et
d’Acides Aminés Non Essentiels a 1 % (AANE (M7145, SIGMA)). Les AIP sont isolées par
microdissection des poumons de rats (Figure 19) sous loupe binoculaire dans ce méme
milieu. L'adventice est ensuite délicatement retirée a l'aide de micro-pinces par léger

« tiraillement » de la partie « fibreuse » de I'artere.

— AIP 1°" ordre
L AIP 2¢me ordre

_ AIP 3¢me ordre

Figure 19 : Dissection du lobe gauche du poumon de rat

Dissection du lobe gauche de poumon de rat laissant apparaitre I’Artere IntraPulmonaire
(AIP) de 1%, 2°™ et 3°™ ordres.
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2. Caractérisation du tissu adventitiel

Afin de s’assurer de la nature des explants ainsi récupérés, un marquage d’une artére

« entiere », de I'adventice seule et des artéres apres extraction de I'adventice est réalisé.

Aprés isolement, les AIP et I'adventice sont immédiatement fixées au Formalin 10 %
(HT501128, SIGMA) pendant 15 min, sous agitation rotative. Aprés 2 rincages au PBS 1X, les
échantillons sont inclus dans de I'OCT (« Optimal Cutting Temperature », (OCT mounting
medium Q Path®, VWR)) puis placés a -20°C pour que I’OCT congele. L'utilisation de I'OCT
permet de s’abroger des étapes de déshydratation et de réhydratation nécessaires au
paraffinage et déparaffinage des échantillons. Des coupes de 8 um d’épaisseur sont ensuite
réalisées au cryostat (CM1950, Leica) et déposées par nombre de trois sur des lames
SuperFrost Ultra Plus™ (Thermo Scientific™). Aprés élimination de I'OCT par séchage a 40 °C

pendant 2 h, les échantillons sont préts a étre colorés. lls sont conservés a -20 °C.

Les coupes d’adventice et d’AIP (avec et sans adventice) ont été marquées par une
coloration « Elastica van Gieson » (cf. page 76). Cette coloration permet de distinguer au
mieux la media en colorant les limitantes élastiques externes et internes en noir. Ainsi nous
pouvons vérifier qu’aprés extraction de l'adventice, la media conserve son intégrité.

L'adventice, quant a elle, est colorée en rose.

3. Obtention des fibroblastes adventitiels d’arteres

intrapulmonaires

L'adventice est récupérée de la facon décrite précédemment a partir des AIP de
premier ordre issues des deux plus gros lobes (un droit et un gauche) de poumons du rat.
’adventice est ensuite découpée en petits explants d’environ 2 mm?2. Ces explants sont
déposés en nombre de trois par puits de plaque 6 puits (9,6 cm?). Ils sont ensuite
délicatement recouverts de 2 mL de DMEM complémenté d’1 % d’ATB et AANE ainsi que de
20 % de SVF (Sérum de Veau Fcetal, 10270-106, lot: 42Q2055K, Gibco). Les FAP

commencent a sortir des explants apres 2-3 jours. Aprés 5 a 7 jours de culture, le milieu est
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changé tous les deux jours jusqu’a obtenir 90 % de confluence cellulaire (2 semaines

environ).

4. Culture des fibroblastes adventitiels d’artéeres

intrapulmonaires

Les passages sont réalisés lorsque les cellules atteignent une confluence supérieure a
90 %. Pour chaque passage les cellules sont tout d’abord rincées deux fois avec une solution
HBSS (Hank’s Buffered Salt Solution) (55021C, SIGMA) afin d’éliminer le SVF contenu dans le
milieu. En effet, le SVF a un effet inhibiteur sur la trypsine, peptidase qui clive les protéines
membranaires d’adhésion. La trypsine (T3924, SIGMA) ne doit pas étre mise au contact des
cellules plus de 2 min. La trypsine contenant les cellules en suspension est reprise dans du
milieu de culture (DMEM complémenté d’1 % d’ATB et AANE et de 10 ou 15 % de SVF*), telle
qgue la trypsine soit diluée au 10°™. Les cellules sont ensuite culotées par centrifugation
(5min a 300 G) puis reprises dans le milieu de culture afin d’étre réparties et/ou

amplifiées**.
Le phénotypage des cellules a été réalisé par immunofluorescence (cf. page 88).

En raison de la différenciation des FAP au cours des passages, les cellules ne sont utilisées

que jusqu’au 3°™ passage (cf. page 81).

*: Lors du premier passage, le milieu de culture utilisé contient 15 % de SVF. Pour les

passages suivants, le milieu contient 10 % de SVF.

** . pour une bonne amplification, il est nécessaire d’ensemencer environ 150 000 cellules

dans une flasque T75.
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5. Temps de dédoublement des cellules

Dans des puits de plaques 24 puits, 20 000 cellules par puits sont ensemencées. Les
cellules sont synchronisées par I'utilisation d’'un milieu dénutri, c'est-a-dire ne contenant pas
de SVF, pendant 24 h. Le lendemain matin, les cellules des 2 premiers puits (expérience
réalisée en duplicat) sont récupérées et comptées grace au compteur de cellule Luna™
Automated Cell Counting (Logos biosystems). Le nombre de cellules obtenues correspond au
nombre de cellules a t = 0. Les cellules restantes sont placées dans le milieu de culture
(contenant 10 % de SVF). A 6, 8, 10, 12 et 24 h, les cellules des puits restants sont récupérées
par trypsination et comptées afin de déterminer le temps nécessaire au dédoublement de la

population.
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IV. Etude du canal TRPV4

1. Mise au point des siRNA

a. Principe et produits utilisés

Les siRNA (« short interfering RNA ») sont des agents qui ciblent une séquence
correspondante de 'ARNm d’intérét et empéchent sa traduction en protéine. Ainsi leur
utilisation pour but d’éteindre I'expression de la protéine et ainsi sa fonction biologique. La
transfection de siRNA ciblant trpv4 permettra donc d’évaluer I'implication de ce canal dans
les différentes fonctions physiologiques étudiées et de valider la sélectivité de I'action des

agents pharmacologiques utilisés.

Les produits sont stocksé a 20 uM dans de I'’eau RNase-free a -20 °C.

b. Protocole

La transfection de siRNA a été mis au point a I'aide du protocole proposé par la société

QIAGEN. La concentration choisie pour les solutions de transfection est de 25 nM de siRNA
avec pour quantité de transfectant 1,5 uL pour 100 pL. La solution de trpv4-siRNA
correspond a un mélange un pour un de deux siRNA ciblant deux séquences différentes de
’ARNm de TRPV4. La transfection se réalise sur un tapis cellulaire d’environ 80 % de
confluence.
Chaque siRNA (Tableau 2) (stocké a 20 uM) est préalablement dilué au 1 uM dans de I'eau
« RNase-free » puis a 125 nM dans le DMEM complémenté d’1% ATB et d’AANE. Le
transfectant est ajouté extemporanément a raison de 1,5 pL pour 100 puL. Les solutions de
transfection sont vortexées modérément 10 s puis incubées 10 min a température
ambiante. Elles sont ensuite diluées au cinquieme dans les puits contenant les cellules et du
DMEM complémenté de 1 % ATB et AANE et 10% de SVF.

Apres 8 h, le milieu de culture est changé (aprés rincage au HBSS) pour un milieu de culture
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dénutri. Le lendemain matin, le milieu est a nouveau changé afin de réaliser I'expérience

souhaitée.

L'efficacité du siRNA a été vérifiée par qPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction) et

Western Blot (WB) et est présentée page 140.

CTL-siRNA AllStars Neg. Control siRNA | 1027281 — QIAGEN

Rn_Trpv4_2 FlexiTube siRNA S100267743
Trpv4-siRNA 1027418 - QIAGEN
Rn_Trpv4_3 FlexiTube siRNA S100267750

Transfectant HiPerFect Transfection Reagent 301704 - QIAGEN
Tableau 2 : Liste des produits utilisés pour la transfection

2.  Caractérisation de la présence de ’ARNm de trpv4

par retrotranscriptase et PCR quantitative

a. Obtention des ADN complémentaires

L'extraction des ARNm a partir des cellules FAP est réalisée avec le Kit RNeasy plus
Micro Kit (74034, Qiagen) selon les indications du fournisseur apres 2 lavages au PBS 1X. La
densité optique des échantillons est lue par spectrophotométrie grace au lecteur
SPECTROstarnano (BMG LABTECH) a 260 nm et a 280 nm afin de s’assurer de la pureté des
échantillons. Aprés extraction des ARN totaux, une synthése d’ADN complémentaire (ADNCc)
est réalisée a I'aide du kit gscript cDNA supermix (95048, Quantabio) avec le protocole
suivant : 5 min a 25°C pour 'activation de I'enzyme transcriptase inverse, 30 min a 42°C pour

la retrotranscription de ’ARN et 5 min a 85°C pour l'inactivation de I'enzyme.
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b. PCR quantitative

La gqPCR permet de mesurer en temps réel le niveau d’expression des transcrits
amplifiés. Pour chaque PCR, le milieu réactionnel contient 2,5 uL d’ADNc a 2 ng/uL, 2,5 pL du
mélange de primers (SIGMA) (Tableau 3) a 20 uM (brins sens et antisens) correspondant au
géne cible et 5 pL de perfect SYBR Green Supermix (95053 Quantabio). Les primers ont été
designés a 'aide du programme NCBI Primer-BLAST. L’amplification est réalisée grace a
I'appareil CFX96 (Bio-Rad) selon le protocole présenté Figure 20. Les génes domestiques
choisis pour les expériences sont HPRT1 (Hypoxanthine Guanine Phosphoribosyl
Transferase) et YWHAZ (Tyrosine 3-Monooxygenase/Tryptophan 5-Monooxygenase

Activation Protein Zeta) (Tableau 3).

S : GCCATCGCTGACAACACCCGAGA
TRPV4 NM_023970.1 208

AS : TGTCCTCATCTGTCACCTCCCGTC

S : TGTTGGATATGCCCTTGACTA
HPRT1 NM_012583.2 178
AS : AGATGGCCACAGGACTAGAAC

S : CACAGCGGTAAACAAAATCCCAT
YWHAZ NM_011740.3 173
AS : ACATTAAAACAAAGCTAGCCGTCA

Tableau 3 : Liste des paires d’amorces utilisées pour la qPCR

La quantification des ADNc par gPCR est réalisée grace au SYBR Green, un agent intercalant
de 'ADN double brin non spécifique émettant une fluorescence a 585 nm. En exprimant la
variation de la fluorescence en fonction du temps, on détermine le Cq (cycle quantification)
qui se définit comme étant le cycle d’amplification pour lequel la fluorescence atteint une
valeur significativement différente de la fluorescence de base. Cette valeur est déterminée a
un moment ol I'amplification est dans une phase linéaire avec une efficacité maximale.
Cette efficacité a été préalablement vérifiée en déterminant les Cqg pour différentes
concentrations en ADNc (réalisation d’une gamme). Il est considéré que I'efficacité maximale
(E) est de 2 lorsqu’en doublant la concentration en ADNc, le Cq diminue d’un cycle. Pour ces

expériences, I'efficacité est considérée comme proche de 100 %.
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Les échantillons obtenus ont été déposés une fois sur gel d’agarose 2 % afin de s’assurer de

I’amplification du bon amplicon.

L’analyse des résultats est réalisée a I'aide du logiciel Bio-Rad CFX Manager, version 3.1.

| Z 3 7 5
950C 950C 9B.0C
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| E 65.0C
' il 600C PG|
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E||| | 0 | ? 0:05
| | -} 0
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Figure 20 : Protocole de qPCR du géene trpv4

Le protocole contient 5 étapes. Le milieu réactionnel est chauffé a 95 °C pendant 2 min
afin d’activer I'enzyme polymérase du supermix (1), puis 40 cycles d’amplifications
comprenant une étape de dénaturation de 10 min a 95°C (2) suivis d’une étape
d’hybridation de 30 min a 60°C (3) sont réalisés. L’acquisition de la fluorescence du SYBR
green est effectuée a la fin de chaque cycle (4). Apres I'amplification, la température est
augmentée de 0,5°C en 0,5°C afin d’obtenir les courbes de fusion (« melt curve ») (5).
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3. Immunomarquages

Des techniques d’'immunohistochimie et d’immunocytochimie ont été réalisées pour
cette étude. Ces techniques permettent de mettre en évidence des antigenes dans un tissu
ou dans des cellules, grace a des anticorps spécifiques et a des marqueurs. Les marqueurs
utilisés ici sont des fluorochromes. Ainsi, le marquage des tissus artériels (AIP et adventice) a
permis de s’assurer de la présence du canal TRPV4 dans les différentes tuniques de I'artére
et le marquage des cellules a rendu possible le phénotypage des cellules et la mise en
évidence du canal dans les FAP. |l est aussi utilisé pour la quantification de la dégradation de

la gélatine (cf. page 97).

a. Immunomarquage sur tissus : immunohistochimie

Les coupes d’adventice et d’AIP sont obtenues comme décrit précédemment
(cf. page 80), apres inclusion des différents tissus dans I’OCT. Les coupes d’'une méme lame
sont entourées a l'aide du marqueur Dako Pen (S200230-2, Agilent Dako) qui permet de
créer des barrieres physiques aux liquides hydrophiles. Toutes les solutions employées

doivent étre déposées délicatement afin de ne pas décoller les coupes.

Les différentes coupes sont incubées 5 min dans du SDS 1% (DodécylSulfate de Sodium) afin
de démasquer les épitopes des protéines d’intérét. Apres 2 rincages au PBS 1X, elles sont
incubées 45 min dans une solution de PBS 1X - 0.05 % de tween contenant 3 % de BSA
(« Bovin Serum Albumine ») afin de perméabiliser et saturer les sites aspécifiques. Les lames
sont ensuite incubées toute la nuit a 4°C avec les anticorps primaires d’intérét (Tableau 4,
page 100) dans une chambre humide pour éviter toute évaporation de la solution
d’anticorps. Le lendemain, aprés 2 rincages au PBS 1X, les coupes sont incubées avec les
anticorps secondaires couplés a un fluorophore AlexaFluor 568® (Molecular Probes)
(1/200eme) correspondant a I'espéce de I'anticorps primaire utilisé, anti-IgG de lapin ou de
souris (Tableau 5, page 100), pendant 2 h a température ambiante, puis rincées de nouveau
2 fois avant d’étre incubées 5 min avec du DAPI a 5 pug/mL (4',6-DiAmidino-2-Phénylindole),

une molécule fluorescente capable de se lier fortement aux bases adénines de I'ADN,
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permettant ainsi le marquage du noyau. Le montage avec une contre-lamelle s’effectue a
I'aide de milieu de montage contenant un agent anti-affadissement (Dako Fluorescent

Mounting Medium, S3023, Dako).

A noter que les arteres possedent une autofluorescence verte des lames élastiques qui

composent la media.

b. Immunomarquage sur cellules : immunocytochimie

i. Phénotypage

Apres avoir retiré le milieu et rincé les cellules au PBS 1X, celle-ci sont fixées au
paraformaldéhyde (PFA) 4 % froid pendant 20 min a température ambiante. Apreés fixation,

elles sont rincées 2 fois au PBS 1X. A cette étape les cellules peuvent étre conservées a 4 °C.

Les cellules sont perméabilisées pendant 2 min dans du PBS 1X contenant 0,5 % de triton X-
100 (091584D, Dutscher), un détergent de synthése qui permet la dissolution des lipides de
la membrane cellulaire. Les sites non spécifiques sont saturés avec une solution de PBS 1X
contenant 5 % de BSA pendant 30 min. Les anticorps primaires (adSMA, calponine, vimentine
et facteur de von Willebrand pour le phénotypage, Tableau 4, page 100) dilués dans une
solution de PBS 1X avec 1 % de BSA sont incubés 1 h a température ambiante. Puis les
cellules sont lavées avec du PBS, et l'anticorps secondaire couplé au fluorophore
correspondant (Tableau 5, page 100) est incubé pendant 1 h dans du PBS 1X - BSA 1 %. Si un
marquage par la phalloidine couplée a la rhodamine B isothiocyanate a 5 pug/mL (agent
permettant un marquage de l'actine-F) est nécessaire, I'incubation se réalise lors de cette
étape. Aprés un nouveau lavage au PBS, puis un passage dans de lI'eau distillée (pour
éliminer les sels), les lamelles sont montées 3 'aide de milieu de montage Fluoroshield™

(T6057, SIGMA), qui contient un agent anti-affadissement et le DAPI qui marque les noyaux.

Le phénotypage des cellules est validé lorsque les cellules présentent une réponse positive
au marquage de la vimentine, et n’expriment par le facteur de von Willebrand, la calponine

et 'aSMA (cf. page 129).
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ii. Expression du canal TRPV4 sur cellules vivantes

10 000 cellules FAP sont ensemencées sur des lamelles circulaires de 14 mm de
diametre (0111540, Marienfeld-Superior) placées dans des plaques 12 puits. Aprés 3 lavages
par du PBS 1X froid (4°C), les cellules sont placées 45 min a 4°C dans du PBS 1X 1,5% BSA,
apelé « solution de blocage » qui permet de saturer les sites aspécifiques. Les cellules sont
ensuite incubées 45 min a 4°C avec |'anticorps primaire reconnaissant le canal TRPV4
(Tableau 4, page 100) dilué dans la solution de blocage. Aprés 3 nouveaux lavages par du
PBS 1X froid, les cellules sont incubées 45 min a 4°C avec I'anticorps secondaire couplé au
fluorophore AlexaFluor 488® (Tableau 5, page 100). Les cellules sont enfin fixées au PAF 4 %
pendant 10 min, puis les noyaux sont marqués par du DAPI (5ug/mL, 5 min). Les lamelles

sont montées sur lames a I'aide de milieu de montage Dako Fluorescent Mounting Medium.

C. Acquisition des images

Les expériences d’'immunocytochimie et d'immunohistochimie sont ensuite visualisées
a I'aide d’un microscope confocal (Nikon D-Eclipse C1 confocal scanning microscope) muni
de deux objectifs, NA 1,40, Apochromat a immersion a huile, X20 et X60. Le fluorophore
AlexaFluor 568® est excité a 543 nm a l'aide d’un laser hélium-néon et la fluorescence émise
est filtrée a 605 + 75 nm. Le fluorophore I’AlexaFluor 488® est excitée a 488 nm a l'aide d’un
laser argon, et la fluorescence émise est filtrée a 515 + 30 nm. Les noyaux sont révélés grace
a I'excitation du DAPI a 405 nm a 'aide d’un laser a diode et la fluorescence émise est filtrée
a 450 £ 35 nm. Toutes les images ont été obtenues a la résolution de 16 bits a l'aide du

logiciel NISElements et ont été analysées a l'aide du logiciel Imagel.

Pour chaque expérience d'immunofluorescence, un contréle négatif est réalisé avec

I’anticorps secondaire seul.
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4. Etude de la fonctionnalité du canal TRPV4 : mesure
de la [Ca®*]; par utilisation de la sonde calcique Fluo-4

AM
a. Principe

L'utilisation de sondes calciques permet de réaliser des mesures dynamiques de la
concentration en calcium libre intracellulaire. La sonde Fluo-4 est une sonde calcique de
synthése capable de lier le calcium avec un Kd de 345 nM, Kd se situant dans la gamme des
niveaux de calcium intracellulaire de la plupart des lignées cellulaires. La sonde complexée
avec le calcium est excitée avec une source lumineuse centrée sur son pic d'absorption,
autour de 488 nm. L’émission de photon par le fluorophore, mesurée a 515 * 30 nm, sera
alors principalement dépendante de la présence de calcium dans le milieu. Afin de
permettre a la sonde de traverser la membrane plasmique des cellules, un groupement
acétoxyméthylester (AM) a été ajouté au Fluo-4 pour former le Fluo-4 AM (Figure 21). Ce
groupement masque les charges négatives et rend la sonde hydrophobe. Ce groupement,
qui empéche la chelation de I'ion calcium par le chélateur, est clivé par hydrolyse par les
estérases du cytoplasme rendant la sonde Fluo-4 «active » (Figure 21). La sonde
débarrassée de ces groupements AM est alors piégée dans le cytoplasme cellulaire.

21, il est alors

L'intensité de fluorescence de la sonde Fluo-4 est proportionnelle a la [Ca
possible de suivre des cinétiques rapides de variation de la concentration intracellulaire en

calcium en mesurant en temps réel cette intensité de fluorescence.
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Figure 21 : Sonde Fluo-4 AM

(A) Représentation de la molécule de Fluo-4 AM, sonde calcique utilisée pour
I’expérience, (B) Représentation de la molécule de Fluo-4, forme « active » de la
sonde. (C) Représentation de la molécule de Fluo-4 complexée au calcium, (D) Tableau
récapitulatif des caractéristiques de la sonde Fluo-4, Kd : constante de dissociation a
I’équilibre, A : longueur d’onde en nanometre (nm).
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b. Protocole

Les FAP sont ensemencées a 5000 cellules par puits de plaque 96 puits. Une fois
adhérées, elles sont transfectées avec les siRNA, si nécéssaire (cf. page 83). Aprés starvation
des cellules sur la nuit, la sonde Fluo-4 AM diluée a 1 UM dans une solution saline
physiologique appelée MAC est distribuée en volume de 50 plL dans les puits. La plaque est
alors placée 30 min a I'obscurité pour permettre la « charge » des cellules en sonde. Passé ce
délai, les puits sont rincés avec du MAC puis la plague est placée sur I'objectif X20 du
microscope confocal Nikon. Les agents pharmacologiques sont dilués dans la solution MAC.
Les FAP sont excitées avec un laser a 488 nm et I'émission est enregistrée a 515 + 30 nm
avec une caméra toutes les 8 s pour obtenir une cinétique des variations de fluorescence
reflétant les variations de la [Ca®'];. 'acquisition des images est réalisée avec le logiciel EZ-C1
de Nikon. Les résultats sont exprimés par le rapport F/FO, correspondant a la fluorescence au
temps t (F) divisée par la fluorescence initiale (FO). La fluorescence initiale correspond a la
moyenne des 3 premiéres acquisitions. Un rapport de 1 signifie qu’il n’y a pas de variation de
fluorescence. Toute augmentation de ce rapport supérieur a 10 % est considérée comme

une réponse calcique.
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5. Etude de la viabilité cellulaire

a. Principe

La viabilité cellulaire est évaluée avec le test WST-1 (Water Soluble Tétrazolim-1,
CELLPRO-RO ROCHE, SIGMA). Il s’agit d’un test colorimétrique basé sur la bioréduction du sel
de trétrazolium, le Wst-1(4-(3-(4-lodophenyl)-2H-5-tetrazolio)-1,3-benzénedisulfonate),
incolore, en un dérivé formazan soluble et de coloration jaune, quantifiable par
spectrophotométrie a 450 nm. Cette bioréduction est majoritairement dépendante de la
NAD(P)H (une déshydrogénase de la chaine respiratoire) des cellules vivantes. La quantité de
formazan ainsi formée est alors directement corrélée a I'activité métabolique dans les

cellules vivantes.

b. Protocole

8 000 cellules FAP sont ensemencées par puits de plague 96 puits. Lorsque les cellules
ont bien adhéré, elles sont transfectées si nécessaire. Elles sont ensuite placées dans du
DMEM 1 % ATB et 1 % AANE sans sérum une nuit afin de les synchroniser et de réaliser le
test dans les méme conditions que les autres expériences. Le lendemain matin, les cellules
sont stimulées par les différents agents pharmacologiques (si besoin) (Tableau 6, page 100)
dans un nouveau milieu DMEM 1 % ATB et 1 % AANE toujours sans SVF. Aprés 24 h de
stimulation, 10 uL de Wst-1 sont ajoutés et I'absorbance de chaque puits est mesurée 2 h
plus tard par un lecteur de microplate réglé sur une longueur d’'onde de 450 nm.

(SPECTROstar"®"®, BMG LABTECH). Trois réplicats pour chaque condition sont réalisés.
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6. Quantification de I’expression protéique par la

technique du Western Blot

La techniqgue du Western blot (WB) permet d'évaluer de maniére quantitative la
guantité de protéines exprimées. Apres lyse des tissus ou des cellules, les protéines sont
séparées par électrophorése puis détectées aprés transfert sur une membrane PVDF
(« PolyVinylidene DiFluoride ») a I'aide d’anticorps primaires spécifiques et secondaires
couplés a un chromophore (Tableau 4, Tableau 5, page 100)

L'intensité de marquage rapportée a 'intensité d’'une protéine dite « de référence » permet
d’évaluer de maniére relative par rapport au controle la quantité de protéines d’intérét

présente dans I’échantillon donné.

a. Préparation des échantillons

150 000 cellules sont ensemencées par puits de plagque 6 puits. Lorsque les cellules
sont bien étalées, les cellules sont transfectées avec le siRNA (si nécéssaire), puis traitées
avec les différents agents pharmacologiques (selon I|’expérience). Les agents
pharmacologiques utilisés sont le GSK1016790A, un activateur sélectif du canal TRPV4 et le
HC067047, un bloqueur sélectif du canal TRPV4. Le contrble est traité par du DMSO
(DiMéthylSulfOxyde), le solvant utilisé pour la solubilité des agents pharmacologiques. En fin
d’expérience, les cellules sont rincées deux fois au PBS puis « grattées » dans un volume
suffisant (dépendant de I'expérience) d’une solution de lyse appelée RIPA complet
(Tableau 7, page 100). Aprés grattage, la solution de lyse cellulaire est placée sous agitation
dans la glace pendant 45 min. Les débris cellulaires sont enlevés par centrifugation a 10 000
g pendant 10 min a 4°C. Les lysats peuvent alors étre conservée a -80°C aprés cette étape. La
quantité de protéines est mesurée a I'aide du kit DC™ Protein assay fourni par Bio-Rad.
Avant dépot, un tampon de charge dénaturant (Laemmly Sample Buffer 4X, 161-0747, Bio-
Rad) contenant 10 % de B-mercaptoéthanol (un agent réducteur permettant la réduction des
ponts di-sulfures et jouant le role d’anti-oxydant) ajouté extemporanément, est mélangé aux

échantillons. Les échantillons sont ensuite dénaturés par action de la chaleur 5 min a 90°C.
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Pour les tissus comme |'adventice, les échantillons sont obtenus par broyage dans un
mortier dans une solution de lyse Tris 160 mM 5 % SDS de pH 6,3, contenant 1 % d’un
cocktail d’antiprotéases (P8340, SIGMA) a température ambiante. 70 uL de solution sont
utilisés par adventice de rat (adventice obtenue par microdissection des six lobes des

poumons de rat).

b. Migration et transfert

30 ug de protéines sont séparées par électrophorése conduite a 80 V, 20 min puis
150V pendant 1 h 30 min sur un gel d’acrylamide (jusqu’a la sortie du gel du front de
migration). 5 pL de marqueur de poids moléculaire (Precision Plus Protein™ All Blue
standards, 1610373 Bio-Rad) sont déposés. Différents gels sont utilisés pour les expériences :
un gel de gradient 4 - 15 % acrylamide et un gel 10 % acrylamide. Les protéines sont ensuite
transférées en milieu liquide sur une membrane de PVDF (IPVH00010, Immobilion-P,
Milliport) par I'application d’un courant a 115 V pendant 1 h. Les sites non spécifiques sont
saturés pendant 1 h en utilisant du TBS -Tween 0,1 % contenant 5 % de lait demi-écrémé

(Tableau 7, page 100).

c. Marquage immunologique : révélation et analyse

Les membranes sont incubées toute la nuit a 4°C dans du TBS - Tween 0,1 % contenant
1% de lait et les anticorps primaires (Tableau 4, page 100). Les membranes sont ensuite
lavées avec du TBS - Tween 0,1 % et traitées avec une solution de TBS - Tween 0,1 %
contenant 1 % de lait demi-écrémé et les anticorps secondaires correspondants (Tableau 5,
page 100) couplés a la peroxydase de raifort (HRP, « horseradish peroxidase ») pendant1 ha
température ambiante. Les membranes sont ensuite traitées 5 min avec le kit immobilion™
Western (P907020, Millipore), contenant un substrat chimioluminescent de la peroxydase.
La chimioluminescence est révélée a I'aide du systeme ChemiDoc XRS+ et les images sont

analysées avec le logiciel Image LabTM (version 5.1, Bio-Rad).
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Les membranes peuvent étre réutilisées pour la recherche de différentes protéines. En cas
de poids moléculaire proche de la protéine déja révélée, une étape dite de « stripping » est
réalisée par I'utilisation de la solution RestoreTM Western Blot Stripping Buffer (21063,
Thermo SCIENTIFIC) appliquée sur la membrane pendant 10 min.

Pour I'analyse, l'intensité de chaque bande d'expression protéique est normalisée par

rapport a l'intensité de la bande correspondant a la protéine GAPDH du méme puits.

7. Etude de la prolifération cellulaire

La prolifération cellulaire est évaluée grace a la technique d’incorporation du BrdU

(bromodésoxyuridine) avec le kit Cell Proliferation ELISA (11647229001, Roche).

C. Principe

La méthode d’incorporation du BrdU utilise un analogue de la thymidine, le BrdU, qui
s’'intégre dans I’ADN génomique au cours de la phase S du cycle cellulaire. La phase S du
cycle cellulaire correspond a la phase ou le génome se duplique en vue de la mitose qui
permet la prolifération cellulaire. Il est admis qu’en mesurant le taux d’incorporation du
BrdU, donc la proportion de cellules en phase S, on mesure la proportion de cellules qui sont
rentrées dans le cycle cellulaire (et ne sont plus en phase de quiescence) et sont donc en

phase de prolifération/division cellulaire.

d. Protocole

8 000 cellules FAP sont ensemencées par puits de plague 96 puits. Lorsque les cellules
ont bien adhéré, elles sont transfectées si nécessaire. Elles sont ensuite placées dans du
DMEM 1 % ATB et 1 % AANE sans sérum une nuit afin de les synchroniser. Les cellules sont
ainsi dans la méme phase du cycle cellulaire. Le lendemain matin, les cellules sont stimulées

par les différents agents pharmacologiques (Tableau 6, page 100) en présence du BrdU
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(BrdU labelling solution du kit) a 10 uM dans un nouveau milieu DMEM 1 % ATB et 1 % AANE
toujours sans SVF. Aprés 24 h de stimulation, les cellules sont fixées et dénaturées par une
solution alcoolisée (Fix-denat solution du kit) pendant 30 min a température ambiante. Le
BrdU incorporé est révélé par un anticorps couplé a la peroxydase incubé 90 min a
température ambiante. Apres trois ringages au PBS, une solution substrat de la peroxydase
(Substrate Solution du kit) permet une révélation colorimétrique de I'anti-BrdU grace a un
lecteur de microplaques a 380 nm avec une longueur de référence a 490 nm

(SPECTROstar"®"°, BMG LABTECH). Trois réplicas pour chaque condition sont réalisés.

Pour chaque expérience, un contréle positif de la prolifération cellulaire en milieu 10 % SVF

est réalisé.

8. Etude de la dégradation de la MEC

a. Principe

L'étude de la dégradation de la MEC est réalisée par l'utilisation d’'un coating de
gélatine couplée a un fluorophore : Gelatin From Pig Skin, Oregon Green™ 488 Conjugate
(G13186, ThermoFisher SCIENTIFIC). Ce coating permet I'étude des dégradations, entre
autres celle du collagene (un des composants majoritaires de la MEC), en quantifiant les

zones ou la gélatine a été digérée par les cellules.

b. Protocole

Le coating de gélatine est réalisé sur des lamelles circulaires de 14 mm de diametre
(0111540, Marienfeld-Superior) a I'abri de la lumiére et sous hotte. Sur du parafilm sont
déposées des gouttelettes de 30 pL de gelatine a 1 mg / mL (filtré a 0,2 um). Les lamelles
sont délicatement déposées sur les gouttelettes afin d’obtenir un coating régulier sur leur
surface. Aprés 30 min d’incubation, les lamelles sont déposées 15 min sur des gouttelettes

de glutaraldéhyde 0,5 % dans PBS. Cette étape permet une meilleure réticulation de la
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gélatine et améliore I'adhésion des cellules. Les lamelles sont placées dans des puits de

plague 24 puits et rincées 3 fois par 1 mL de PBS.

Les lamelles ainsi préparées peuvent étre conservées dans du PBS a 4°C a l'abri de la
lumiére.

50 000 cellules sont ensemencées dans les puits contenant les lamelles circulaires coatées.
Lorsque les cellules ont adhéré, elles sont transfectées avec les siRNA (si nécéssaire). Elles
sont ensuite placées dans du DMEM 1 % ATB et 1 % AANE sans sérum une nuit afin de les
synchroniser. Le lendemain matin, les cellules sont stimulées par les différents agents
pharmacologiques (en présence ou non des siRNA contrdle et TRPV4) en milieu DMEM 1 %
ATB et 1 % AANE. A 24 heures de stimulation, les cellules sont fixées par de la PFA 4 % 20
min a température ambiante. Aprés 3 ringages au PBS 1X, les cellules sont marquées par la

phalloidine couplée a la rhodamine B isothiocyanate (cf. page 88).

C. Analyse

Les coupes ont été observées au BIC (Bordeaux Imaging Center) a I'aide du microscope
Hamamatsu NANOZOOMER 2.0HT. Les images sont prises a I'aide du logiciel NDP.2, avec un

zoom 20 X et la surface de dégradation de la gélatine a été quantifiée avec le logiciel Imagel.

L’acquisition de 10 a 15 champs d’un grossissement 10 X (résolution 1600 x 900 pixels) a été
aléatoirement réalisée pour chaque lamelle. La gélatine est couplée a un fluorophore excité
a 488 nm a l'aide d’un laser argon, et la fluorescence émise est filtrée a 515 + 30 nm. Les
noyaux sont révélés grace a I'excitation du DAPI a 405 nm a l'aide d’un laser a diode et la

fluorescence émise est filtrée a 450 + 35 nm.

Les images ainsi obtenues sont analysées a I'aide du logiciel Image J. Un méme seuil de
détection de la fluorescence est appliqué pour chaque champ au sein d’'une méme
expérience. Ce seuil permet de déterminer les zones non fluorescentes de la gélatine qui
correspondent a sa dégradation par les cellules. La quantification de la dégradation est
exprimé sous forme de surface de dégradations par champ rapporté au nombre de cellules

de ce méme champ (compté grace au marquage des noyaux au DAPI).
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9. Etude de la migration cellulaire

a. Principe

La technique de I'invasion de breche permet de quantifier la migration cellulaire en 2D.
Une "breche" ou lésion est réalisée sur une monocouche de cellules a confluence,
engradrant une zone acellulaire. Des images de la « breche » sont alors prises a partir du
moment ou la bréche a été réalisée, a 6 h et a 24 h afin de suivre la migration cellulaire qui
intervient pour « réparer » la bréche. Les images sont ensuite comparées au temps « zéro »
afin d’estimer le nombre de cellules ayant migré dans la zone acellulaire et ainsi d’obtenir,

en rapportant cette quantité au controle, le taux de migration cellulaire.

b. Protocole

Les cellules sont ensemencées dans des plaques 12 puits, préalablement quadrillées
afin de créer des points de repére, puis cultivées jusqu’a confluence. Aprés une incubation
d’une nuit dans un milieu sans sérum, afin de synchroniser les cellules, une bréche est
réalisée a I'aide d’un cone de pipette 200 uL et d’une regle afin d’obtenir une aire dépourvue
de cellules. Les cellules sont esuite stimulées par les différents agents pharmacologiques en
présence ou non des siRNA en milieu DMEM 1 % ATB et 1 % AANE. Deux images par puits sur
des positions distinctes de la bréche sont prises a 6 puis 24 h de stimulation a I'aide d’un

microscope droit avec un objectif X10 et de la camera visicam TC 10 de VWR.

L'analyse est effectuée en comptant les cellules qui ont migré dans la zone acellulaire.
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10. Listes des anticorps, des agents pharmacologiques

et des solutions utilisés pour I’étude

Anticorps monoclonal
Clone 1A4, A5228 -
SIGMA de souris 1:200 1:100 1:50000
Clone AC-74, A2228 - Antico;ps moryoclonal 10000
SIGMA e souris 5
ABT12'3., Merck - Anticorps pquclonal de 11000
Millipore lapin
AB7356 — Mercke - AnticorpsI pquclonal de 500
Millipore apin ’
Anticorps polyclonal de
Ab2413 - Abcam lapin 1:2000

sc-25778 — SANTA Anticorps polyclonal de
CRUZ lapin 1:1000
BIOTECHNOLOGIE

Anticorps polyclonal de
Ab191580 - Abcam lapin 1:1000

Anticorps polyclonal de
ACC-034 - Alomone lapin 1:100

Anticorps polyclonal de
ACC-124 -Alomone lapin 1:50

Clone V9, V6389, Anticorps monoclonal

SIGMA de souris 1:200

Tableau 4 : Liste des anticorps primaires

(IHC : ImmunoHistoChimie, IF : immunoFluorescence, WB : Western Blot)
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A11004 et A11011 -

chévre anti-souris

Immunofluorescenc

D9542 - SIGMA

Molecular  Probe R S 1:200

. et chevre anti-lapin e
Invitrogen
A11001 et A11008 R . .

chévre anti-souris Immunofluorescenc

Molecular  Probe . . 1:200

. et chevre anti-lapin e
Invitrogen
172-1011 - Bio-Rad chévre anti-souris 1:15000 Western blot
PI1000 - VECTOR chévre anti-lapin 1:10000 Western blot

5 pg/mL

Immunofluorescenc
e

P1951 - SIGMA

5 pg/mL

Immunofluorescenc
e

Tableau 5 : Liste des anticorps secondaires et autres produits de marquage cellulaire

[C] : concentration

-4 . . 2 .
GO798 - SIGMA 1107 M 10 M DMSO puis Activateur sélectif de
milieu aqueux TRPV4
-3 q o . a
P8014 - SIGMA 5.10° M 10 IVI DMSO puis Activateur sélectif de
milieu aqueux TRPV4
-3 q an-g 7 a
SMLO0143 - SIGMA 5.10° M 10 IVI DMSO puis Inhibiteur sélectif de
milieu aqueux TRPV4

Tableau 6 : Liste des agents pharmacologiques utilisés
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NaCl 130 mM ; KCI 5,6 mM ; CaCl2 2 mM ; MgCI2
1 mM ; HEPES 8 mM ; glucose 11 mM ; pH 7.,

Tris 20 mM ; NaCl 150 mM

Tris 20 mM; NaCl 150 mM; 0,05 % TWEEN 20
(2287, SIGMA)

Tris 161 mM ; 5 % SDS ; pH 6,3 ; 1 % antiprotéases
(P8340, SIGMA)

RIPA buffer (97063-270, AMRESCO’s) ; 1 %
antiprotéases (P8340, SIGMA) ; 1 % Sodium Fluoride
(PO7595S, BioLabs©) ; 1 % Orthovanadate de Sodium
(PO758S, BioLabs©) ; 0,5 % DNase (04716728001
ROCHE)

Tris 25 mM ; glycine 190 mM ; 0,1 % SDS
Tris 25 mM ; glycine 190 mM ; 20 % ethanol absolut
Tableau 7 : Liste des solutions / tampons utilisé(e)s

11. Analyse statistique des résultats

Les résultats sont exprimés en moyenne * erreur standard de la moyenne (SEM). "n"
indique le nombre de fois ou I'expérience a été réalisée et « N » le nombre de rats ou de
souris utilisés. Pour comparer les moyennes, des tests non paramétriques (Mann-Whitney
en cas de comparaison de 2 groupes, Kruskal-Wallis en cas de comparaison de plus de 2
groupes et Friedman en cas de comparaison de plusieurs groupes avec des mesures
répétées) et paramétriques ANOVA (suivi d’un test post-hoc de Bonferroni) ont été réalisés a
I'aide du logiciel GraphPad — Prism 5.01®. Le test de normalité d'Agostino-Pearson a été
réalisé avant utilisation du test ANOVA. Les différences sont considérées comme
significatives quand P < 0,05. * indique une différence significative pour P < 0,05, ** pour p <

0,01 et *** pour p < 0,001.
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Les résultats presentés dans cette these font actuellement I'objet d’'un premier article qui
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Abstract

Objective: Pulmonary arterial adventitial fibroblasts (PAF), the most abundant cellular
constituents of adventitia, act as a key regulator of pulmonary vascular wall structure and
function from the outside-in. Previous studies indicate that TRPV4 channel plays an important role
in the development of pulmonary hypertension (PH), but no attention has been given to its role in
the excessive adventitial remodeling. In the present study, we thus investigated its implicationin
the PAF activationoccurring in PH.

Approach and Results: First, using Western blot, we determined that TRPV4 protein expression
was up-regulated in adventitia from chronically hypoxic and monocrotaline rats, two animal
models of PH. Furthermore, as assessed by hemodynamic and morphometric methods, the
development of PH and the excessive adventitial remodeling in particular were attenuated in PH-
induced trpv4” mice. Then, to explore the role of TRPV4 in PAF phenotypic changes, we isolated
and cultured PAF from rat adventitial intrapulmonary artery. Using RT-PCR, Western blot,
immunostaining, and calcium imaging (fluo-4/AM), we showed that PAF expressed functional
TRPV4 channels. In extension of these results, with pharmacological and siRNA approaches, we
also demonstrated the involvement of TRPV4 in PAF proliferation (BrdU incorporation), migration
(wound-healing assay), and extracellular matrix invasion (gelatin-FITC degradation) responses.
Finally, Western blot experiments showed that TRPV4 activation up-regulated the expression of
extracellular matrix protein synthesis (collagen and fibronectin).

Conclusions: These data reinforce the concept that PAF play an essential role in hypertensive
pulmonary vascular remodeling and indicate the participation of TRPV4 channel activity in the PAF
activation leading to the development of PH.
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L'HyperTension Pulmonaire (HTP) est l'une des principales maladies touchant la
circulation pulmonaire. Elle se définit par une Pression Artérielle Pulmonaire moyenne
(PAPm) supérieure ou égale a 25 mmHg au repos chez ’'Homme, la PAPm au repos chez un
sujet sain étant de 15 mmHg. Cette augmentation peut s’expliquer par I'élévation des
résistances vasculaires pulmonaires occasionnée en partie par le remodelage artériel qui

engendre un rétrécissement de la lumiére artérielle.

Le remodelage artériel touche les trois tuniques formant I’Artére IntraPulmonaire (AIP) :
I'intima, la media et I'adventice. Dans cette étude, nous nous intéresserons au remodelage
adventitiel. En effet de plus en plus de travaux montrent les altérations précoces que subit

I'adventice lors de la mise en place de I'HTP [7], [79] et ce via I'activation des fibroblastes.

Le canal cationique non sélectif TRPV4 (Transient Receptor Potential Vanilloid 4) est
I'isoforme de TRPV dont I’ARNm est le plus exprimé dans I’AIP [215], [216]. Il a déja été
montré qu’il était surexprimé dans les CMLAP de rats hypoxiques chroniques [150], [217] et
qgue la délétion de ce gene chez des souris hypertendues (modele hypoxie chronique) réduit
le développement de la pathologie via la diminution du remodelage de la media, de la
muscularisation des artéeres de petit calibre, des PAPm et du remodelage cardiaque [217]. Au
sein des fibroblastes d’autres tissus, le canal TRPV4 a aussi été décrit jouant un réle
important dans le remodelage tissulaire [227], [228], [230], [232]. Jusqu’a présent, aucune
étude porte sur le réle de TRPV4 dans le remodelage de I'adventice des AIP et plus
précisément dans l'activité des fibroblastes. Le travail réalisé au cours de cette thése est
donc le premier discutant d’un lien entre 'activité de ce canal et le remodelage adventitiel

des AIP.

Dans cette premiére partie, nous allons nous intéresser a I'implication du canal TRPV4
dans le remodelage adventitiel. A I'aide de deux modeéles animaux d’HTP « MonoCroTaline »
(MCT) et « hypoxie chronique », (cf. pages 32 et 73) mimant respectivement des HTP de
groupes 1 et 3, couramment utilisés au laboratoire [65], [235], nous allons dans un premier
temps regarder I'expression du canal au niveau de l'adventice lors de I'HTP puis rendre
compte de l'incidence de son absence sur le remodelage de I'adventice. Ces deux modeles
engendrent le développement d’HTP mais d’une origine physiopathologique différente
(cf. page 32): le modele « MCT » a une composante plus inflammatoire que le modéle

« hypoxie chronique » ou I’hypertrophie de la media prédomine.
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I. Implication du canal TRPV4 dans le
remodelage adventitiel pulmonaire lors de

I’hypertension pulmonaire

1. Quantification de I'expression de TRPV4 dans

I’adventice de rat souffrant d’hypertension pulmonaire

La méthode de récupération de l'adventice n’étant pas utilisée en routine au
laboratoire, nous avons dii la mettre au point et valider la technique avant de débuter notre

étude.

a. Récupération du tissu adventitiel

i. Nature du tissu

L'isolement de I'adventice a été réalisé chez deux espéeces de rongeur, la souris et le
rat. Il est plus délicat de récupérer I'adventice chez la souris, I’AIP étant plus petite et fragile.
La quantité de matériel tissulaire récupéré est donc trés faible pour cette espéce et ne
permet pas d’assurer une quantité de tissu suffisante pour assurer I'ensemble des

expériences. C'est pourquoi il a été choisi de travailler sur les rats.

Apreés isolation de I'AIP par microdissection des lobes de poumons de rat, 'adventice
est récupérée par léger « tiraillement » de la partie « fibreuse » qui entoure I'AIP. Cette
partie fibreuse n’est jamais entierement récupérée afin de s’affranchir du risque de

contamination du tissu récupéré par de la media.
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Figure 22 : Isolement de I’adventice de I’artére intrapulmonaire

Des coupes de 8 um ont été réalisées a partir d’AIP de rats isolées par microdissection
du lobe gauche. (A) AIP « compléte », (B) AIP apres isolement de I'adventice, (C)
adventice. Coloration « elastica van Gieson », échelle : 80 um.

Afin de confirmer la nature du tissu isolé, des coupes d’AlIP avant et apres retrait de
I’adventice, ainsi qu’une coupe du tissu récupéré ont été réalisées et colorées par la
coloration « Elastica van Gieson ». Cette coloration a pour avantage de marquer les fibres
élastiques qui composent les lames élastiques de la media en noir et le collagene (qui est
'un des composants majeurs de I'adventice) en rose et ainsi, de nettement délimiter la
media de l'adventice (Figure 22 A). Les noyaux apparaissent en marron-noir. Par ce
marquage, il devient plus facile de confirmer la nature du tissu récupéré. La coupe
présentée, Figure 22 B, témoigne de la conservation de l'intégrité de la media pour les
artéres apres isolement de I'adventice et la présence résiduelle de collagéne autour de la
lame élastique externe. L'image présentée, Figure 22 C, correspondant au tissu prélevé,
révele la présence exclusive d’un tissu composé de collagene et de cellules. L’absence de
débris de lame élastique dans cette coupe assure de la qualité de I'échantillon récupéré.

Nous pouvons alors conclure a la nature adventitielle de ce tissu.
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ii. Expression de TRPV4 au niveau du tissu adventitiel

A partir de ces mémes artéres et du tissu adventitiel, nous avons réalisé d’autres
coupes et effectué des marquages immunohistochimiques afin de mettre en évidence

I’expression du canal TRPV4 au niveau de |'adventice de ces AIP.

Lame élastique

Figure 23 : Expression du canal TRPV4 dans I’artéere intrapulmonaire et I’adventice

Immunomarquage de TRPV4 (en rouge) sur (A) coupe d’AIP (de gauche a droite on
distingue (a) I'adventice, (b) la media avec I'’endothélium, et (c) la lumiére du vaisseau)
et sur (B) coupe du tissu adventitiel isolé de I’AIP. Les lames élastiques qui composent la
media posseédent des propriétés d’autofluorescence (a 515 nm = 30 nm) dans nos
conditions d’observation et apparaissent en vert, les noyaux sont révélés par utilisation
du DAPI. Echelle : 10 um.

L'autofluorescence des lames élastiques qui forment la media permet de discerner les
différentes tuniques qui constituent I'artére. Chaque tunique présente un marquage positif
pour la protéine TRPV4 (Figure 23). La présence du canal dans les cellules qui composent la
media et 'intima, respectivement les CMLAP et les cellules endothéliales avait déja été
montrée [215], [216], [236]. L'adventice est un tissu de composition cellulaire hétérogene.
En effet, il abrite différents types cellulaires, des fibroblastes, mais aussi des cellules

immunitaires comme les cellules dendritiques et les macrophages, des cellules progénitrices
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et des adipocytes, mais la population largement dominante est celle des fibroblastes
(cf. page 9). Le marquage du canal TRPV4 observé, Figure 23, est pratiquement présent sur
toutes les cellules de I'adventice. Peu de cellules apparaissent comme ne pas exprimant le
canal TRPV4. Les fibroblastes sont majoritaires dans l'adventice et de nombreuses
publications ont démontré |'expression de ce canal dans les fibroblastes d’autres tissus
(entre autres les fibroblastes cardiaques, pulmonaires et de la peau [227], [228], [230],
[232]. Nous pouvons conclure que les fibroblastes de I'adventice d’AIP expriment le canal

TRPV4.

Par cette premiere étude, nous montrons pour la premiére fois la présence de TRPV4

dans le tissu adventitiel et plus précisément dans les fibroblastes qui le composent.
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b. Variation de I'expression du canal TRPV4 au cours de

I’hypertension pulmonaire

i. Mise en place de I’hypertension pulmonaire

L’état pathologique des animaux peut étre attesté de deux fagons : par la mesure de

la PAPm et par I’étude de I'hypertrophie du ventricule droit.

La mesure de la PAPm se réalise par cathétérisme invasif qui est une technique
contraignante et délicate se réalisant sur animaux anesthésiés. Les modeles d’"HTP groupe 1
et 3 sur les rats sont des modeles robustes, couramment employés dans le laboratoire [65],
[235]. C'est pourquoi pour ces animaux, seule I'étude du remodelage cardiaque droit est

effectuée pour confirmer le statut pathologique.

A noter que le modele « MCT » est un modéle connu pour engendrer de la mortalité. Cette
mortalité s’explique par le développement une d’HTP généralement plus grave et
I'importante toxicité de la MCT (toxicité hépatique et sur I'ensemble des cellules
endothéliales de I'organisme pouvant engendrer des atteintes multiples et délétéres)

(cf. page 32). Dans notre étude, sur six animaux utilisés, deux sont décédés.

Le remodelage cardiaque est estimé par la mesure du rapport de Fulton (F). Ce rapport

représente le rapport du poids du Ventricule Droit (VD) sur la somme des poids du

).

VD
VG +S

Ventricule Gauche (VG) et du Septum (S) (F =
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Figure 24 : Etude de I'hypertrophie cardiaque droite des rats issus de différents

Appréciation du remodelage cardiaque par mesure du rapport de Fulton correspondant
au poids du Ventricule Droit (VD) rapporté a la somme du poids du Ventricule Gauche
(VG) et du Septum (S) par rapport aux rats contréles (CTL). (A) modele « Hypoxie
chronique » (CH), (B) modele « MonoCroTaline » (MCT). (n) indique le nombre de rats,

Les résultats présentés, Figure 24, montrent un rapport de Fulton significativement

augmenté pour les coeurs des rats soumis au séjour hypoxique ou ayant recu une injection

de MCT (respectivement 0,456 + 0,005, n = 6, et 0,499 * 0,009, n = 4) par rapport aux rats

contrdbles (respectivement 0,233 + 0,007, n = 6) et 0,262 + 0,005, n = 6) certifiant ainsi I'état

pathologique des rats utilisés pour I'étude.
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ii. Quantification de I’expression du canal TRPV4
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Figure 25 : Quantification de I’expression du canal TRPV4 dans I’adventice des artéres
intrapulmonaires des rats issus de différents modéeles d’HTP

L'expression de la protéine TRPV4 dans le tissus adventitiel est quantifiée par Western
blot et comparée a celle des rats contréles (CTL). 30 pug de protéines par puits sont
déposés. Pour chaque expérience, I'expression du canal est rapportée a I'expression de
la protéine controle GAPDH. (A) modele « Hypoxie chronique » (CH), (B) modeéle
« MonoCroTaline » (MCT). (A1) et (B1) images représentatives des Western blot, la
bande pour TRPV4 se situe aux alentours de 110 kDa comme indiqué par le fournisseur
Abcam. (A2) et (B2) Résultat de la quantification de I'intensité des bandes obtenues. (n)
indique le nombre d’animaux pour chaque condition, **P < 0,01.

La quantification de la protéine TRPV4 par Western blot indique une élévation de
I’expression de celle-ci dans I'adventice des deux modeles d’"HTP étudiés (Figure 25).
Pour le modele hypoxique chronique, le rapport, de I'expression de TRPV4 sur I'expression
de la protéine de ménage GAPDH, est de 0,460 * 0,095 (n = 6) pour les rats contréles contre
1,232+ 0,117 (n = 6) pour les rats malades (Figure 25 A).
Le modeéle « MCT », quant a lui, présente un rapport de 0,118 + 0,008 (n = 6) pour les rats

contréles contre 0,258 + 0,041 (n = 4) pour les rats ayant subi I'injection (Figure 25 B).
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Pour ces deux modeles d’"HTP, nous retrouvons une augmentation de I’expression du canal
TRPV4 de I'ordre de 200 % par rapport aux différents contréles. Quelle que soit I'origine de

I’'HTP, I'augmentation de I'expression du canal est similaire.

La surexpression du canal TRPV4 avait déja été démontrée au niveau de la media
[150], [217]. Par ces travaux, nous démontrons pour la premiere fois que le canal TRPV4 est

également surexprimé au sein de I'adventice dans I'HTP.

Au vu de ces premiers résultats, il paraissait intéressant de poursuivre I'étude de ce canal

dans la physiopathologie de la maladie.

L’expression du canal TRPV4 étant bien augmentée dans I’adventice d’AlIP en situation
d’HTP, nous étudions a présent sa nécessité dans le développement de la pathologie et plus
particulierement son réle dans le phénomene de remodelage vasculaire. Pour rappel, I'étude
de Yang, en 2012, a déja montré dans des modéles d’"HTP hypoxie chroniques chez la souris
trpv4'/', gue l'absence de ce canal atténuait le développement de la pathologie [217]. Nous
allons, par notre travail, étudier chez ces souris le remodelage de I'adventice, et compléter
notre approche par I'’étude d’un deuxieme modele d’HTP, le modéle « MCT », ou I'impact de

I’'absence de la protéine n’a encore jamais été décrit.
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2. Implication du canal TRPV4 dans e

développement de I’hypertension pulmonaire

Afin d’appréhender plus généralement le réle de TRPV4 dans I’'HTP nous avons choisi
d’étudier I'impact du KO trpv4 pour deux modeles d’HTP. Le modeéle « hypoxie chronique »
est robuste et bien caractérisé, I'absence de cette protéine permet une atténuation globale
du développement de la pathologie : les PAPm et le rapport de Fulton sont diminués par
rapport aux souris trpv4+/+ hypoxiques chroniques et le remodelage de la media est

amoindri [217].

La mise est place du modele « MCT » chez la souris est plus récent et a longtemps été plus
controversé que chez le rat. Il n’a jamais été étudié chez la souris trpv4'/'. Pour générer I'HTP,
la MCT doit étre métabolisée par l'intermédiaire de cytochromes P450 en MCT-pyrrole
(métabolite actif et toxique). Or, il existe pour ces cytochromes une forte variabilité inter-
espéces, et la souris n'est pas ou peu capable de réaliser cette biotransformation. Les
premiers modeles d’HTP avec la MCT chez la souris montraient une faible reproductibilité
guant au développement de la pathologie [116]. Mais I'augmentation des doses utilisées et
de la fréquence des injections ont permis de diminuer ce manque de reproductibilité et de
rendre ce modele plus robuste [116]. C’est ce nouveau modele qui est utilisé au laboratoire.
Ce modele d’HTP est décrit pour développer une HTP moyenne (moins sévére que chez les
rats) présentant un faible remodelage cardiaque [116] et des PAPm moins élevées. Mais le
remodelage artériel, faisant I'objet principal de ma these, a toujours été mis en évidence

[116], [117], [237].
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a. TRPV4 & augmentation de la pression artérielle

pulmonaire moyenne

C'est par la mesure de la Pression Ventriculaire Droite Systolique (PVDs) que nous

déterminons la PAPm chez nos animaux.
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Figure 26 : Mesure de la pression ventriculaire systolique droite de souris trpv4+/ et
trpv4'/ “issues de deux modeles d’HTP

Détermination des PAPm par la mesure de la pression ventriculaire droite systolique des
souris. (A) Modele « Hypoxie Chronique » (CH) et (B) modele « MonoCroTaline » (MCT).
(n) indique le nombre de souris, * P < 0,05, ** P <0,01.

En conditions contréles, la PAPm n’est pas significativement différente pour les souris
trpv4+/+ et les souris trpv4'/' (respectivement 16,847 + 0,559 mmHg (n = 7) et 18,161 + 0,879
mmHg (n = 5)) (Figure 26). La délétion de la protéine n’affecte pas la PAPm physiologique
des souris.

Les animaux trpv4+/+ soumis aux conditions hypoxiques ou ayant recu les injections de MCT
voient leur PAPm augmenter par rapport aux souris en conditions contréles attestant bien
de I'état pathologique des animaux (PAPm respectives de 26,9 + 1,433 mmHg (n = 5) et
26,456 + 5,278 mmHg (n = 5)) (Figure 26).

Pour le modele hypoxie chronique, nous confirmons les résultats fournis par I'étude de yang
2012. Les souris trpv4'/' hypoxiques montrent une PAPm (21,040 + 2,659 mHg (n=5))

diminuée par rapport aux animaux malades trpv4+/+(26,9 + 1,433 mmHg, n = 5) (Figure 26 A)
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confirmant I'implication de la protéine dans le développement de I'HTP.

Ce résultat n’est pas retrouvé chez les souris trpv4'/' ayant regu l'injection de MCT (19,071 +
0,934 mmHg (n = 7)), la PAPm n’est pas significativement différente des souris trpv4+/+
atteintes d’HTP 26,456 + 5,278 mmHg (n = 5) (Figure 26 B). Mais cette PAPm n’est plus
différente des souris trpv4+/+ et trpv4'/' en conditions contréle. L'HTP développée par les
souris « MCT » est moins sévére que celle développée par les souris soumis a

I’environnement hypoxique. Dans ces conditions, il est possible que nous ne puissions pas

observer I'impact de I'absence de canal TRPV4 sur la PAPm.

Avec ces résultats nous validons pour la premiere fois I'état pathologique des souris
« knock-out » pour les deux modeles étudiés. Nous notons le réle néfaste de la proteine
dans le degré de sévérité de 'HTP de groupe 3 et nous envisageons alors I’hypothése que ce

canal est aussi impliqué dans la sévérité de la pathologie dans le modele « MCT ».

Afin de confirmer ces résultats et notre hypothése, nous avons étudié le deuxiéme
parameétre permettant d’attester I’'HTP, la mesure de I’"hypertrophie ventriculaire droite par

le rapport de Fulton.
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b. TRPV4 & remodelage cardiaque
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Figure 27 : Etude de I'hypertrophie cardiaque droite de souris trpv4+/ et trpv4'/ “issues
de deux modeles d’HTP

Détermination des rapports de Fulton (rapport du poids du Ventricule Droit (VD) sur la
somme des poids du Ventricule Gauche (VG) et du Septum (S) (F = %‘15)). (A) Modele

« Hypoxie Chronique » (CH) et (B) modéle « MonoCroTaline » (MCT). (n) indique le
nombre de souris, * P < 0,05, ** P <0,01.

En conditions contréles, le rapport de Fulton n’est pas significativement différent pour
les souris trpv4+/+ et les souris trpv4'/' (respectivement 0,217 + 0,002 (n = 6) et 0,222 + 0,006
(n = 6)) (Figure 27). Les animaux trpv4+/+ soumis aux conditions hypoxiques ou a l'injection
de MCT ont bien développé une hypertrophie du cceur droit comme l'indique le rapport de
Fulton augmenté, respectivement 0,415 + 0,019 (n = 10) et 0,318 + 0,033 (n = 8) (Figure 27).
Les résultats retrouvés précédemment quant au statut pathologique des animaux trpv4+/+
sont donc confirmés.
Pour le modeéle hypoxique, les souris trpv4'/' ont développé une hypertrophie du ventricule
droit (F = 0,347 £ 0,017 (n = 6)) atténuée par rapport aux souris trpv4+/+ ayant séjourné trois
semaines dans le caisson hypobare (0,415 + 0,019, n = 10) (Figure 27 A). Nous validons donc
les résultats du papier de I’équipe de Yang, publié en 2012 [217].
Cette atténuation de l'atteinte ventriculaire n’est pas retrouvée pour le modele MCT
(Figure 27 B) : chez les souris trpv4'/' ayant subit I'injection de MCT (F = 0,288 + 0,017 (n = 8))
nous n’observons pas un remodelage cardiaque significativement différent des souris

trpv4™* « MCT » (Figure 27 B).
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Le canal TRPV4 est impliqué dans le remodelage ventriculaire droit des souris placées
dans le caisson hypobare. Couplés au constat précédent, ces résultats consolident I'idée du
role néfaste du canal TRPV4 dans le développement de I'HTP pour ce modele.

Concernant le modele « MCT », nous ne pouvons, au vu des résultats de PAPm et de
remodelage cardiaque droit décrits précédemment, arriver aux mémes conclusions pour ce
modele. Les souris trpv4+/+ soumises a linjection de monocrotaline développent un
remodelage cardiaque moins important que celui observé chez les souris trpv4+/+ pour le

modeéle « hypoxie chronique » ((0,318 + 0,033 (n = 8) contre 0,415 + 0.019 (n = 10))

(Figure 28).

0.8 * Figure 28 : Comparaison du remodelage
(10) cardiague de deux modeles d’HTP

& 0.4 —T— différents chez les souris trpv4™*

o
2 Le rapport de fulton (F = %) est plus
5 0.2 faible chez la souris traitée avec de la
« MonoCroTaline » (MCT) par rapport a la
0.0 souris « hypoxie chronique » (CH), (n)
TRE'\I{FH TRnTé'f'rm indique le nombre de souris, * P < 0,05.

De plus I'absence du canal TRPV4 dans le modeéle « hypoxie chronique » n’annihile pas le
remodelage cardiaque mais le réduit significativement (Figure 28). Il est possible que dans le
modeéle « MCT », ou la souris développe une HTP moins sévere avec un remodelage qui plus
est significativement plus bas que pour le modeéle « hypoxie chronique » (Figure 28), nous ne
pouvons, la aussi, pas observer I'impact de I'absence de la protéine TRPV4 sur I’hypertrophie

cardiaque droite.

Par cette premiére partie, nous nous sommes assurés de I'état pathologique des
animaux pour les deux modeles étudiés et par ce fait avons validé leur utilisation pour
I’étude du remodelage vasculaire. Bien que I'impact de I'absence de la protéine TRPV4 sur le
développement de la pathologie ne soit pas confirmé pour le modele « MCT », nous avons

montré précédemment que I'expression de la protéine TRPV4 était, elle, bien augmentée
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dans I'adventice pour ce modele. C'est pourquoi nous étudions pour ces deux modeles
le remodelage artériel et plus précisément le remodelage de I'adventice chez ces souris

trpv4'/ P

c. TRPV4 & remodelage des arteres intrapulmonaires

Nous nous sommes tout d’abord intéressés au remodelage de la media
(Figure 29 A et B). En conditions controles, nous n’observons pas de différence d’épaisseur
de la media pour les souris trpv4+/+ et les souris trpv4 7/ (quantification réalisée sur

respectivement 36 et 15 AIP de 6 souris).

Pour les deux modeles (« hypoxie chronique » et « MCT »), nous constatons un remodelage
de la media significatif par rapport aux souris en condition contréle (augmentation de
respectivement 45 + 6 % et 23 £ 6 %, n analyse de 36 et 26 AIP) (Figure 29 A et B).

Les animaux décrits comme atteints d’"HTP précédemment, développent bien un remodelage
au niveau de la media et ce pour les deux formes d’HTP. Ces résultats confirment aussi la
présence du remodelage artériel chez les souris ayant recu les injections de MCT [116],
[117], [237].

Les souris trpv4'/' soumises aux conditions hypoxiques ou a l'injection de MCT voient ce
remodelage significativement atténué et méme non différent des souris contrdles
(Figure 29 A et B) (99 + 6 % pour le modele « hypoxie chronique » et 103 + 3 % pour le
modele « MCT », n analyse réalisée sur respectivement 20 et 39 AIP).

L'absence du canal TRPV4 permet donc I'atténuation de la pathologie pour les deux formes
d’HTP. Ces résultats corroborent ceux retrouvés par Yang en 2012 pour le modele d’HTP de
groupe 3 et montrent pour la premiére fois ce méme phénomene pour le modéle « MCT ».

En effet ce remodelage n’avait jamais été quantifié pour le modéle d’HTP de groupe 1.

A partir de ces mémes artéres, nous avons quantifié le remodelage de I'adventice
(Figure 29 A et C). En condition contrdle, la surface occupée par I'adventice rapportée au
diametre de I'AIP n’est pas différente pour les souris trpv4+/+ et les souris trpv4'/'

(quantification réalisée sur respectivement 36 et 15 AIP de 6 souris).

Pour les deux modeles (« hypoxie chronique » et « MCT »), nous constatons un remodelage

de l'adventice significatif pour les souris trpv4+/+ par rapport au souris en conditions
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contrdles (augmentation de respectivement 62 + 10 % et 91 + 11 % (n respectivement égal a
36 et 26 AIP analysées) (Figure 29 A et C). Nous confirmons donc que le remodelage
adventitiel est bien présent dans les deux formes d’"HTP.

Ce remodelage adventiel est significativement amoindri chez les souris trpv4'/‘ soumises aux
conditions hypoxiques ou a I'injection de MCT. Il est, tout comme le remodelage de la media,
non différent des conditions contréles (106 + 7 % pour le modéle « hypoxie chronique » et
125 £ 9 % pour le modele « MCT », n analyses réalisées sur respectivement 20 et 39 AIP)
(Figure 29 A et C).

Nous montrons pour la premiére fois que I'expression du canal TRPV4 est impliquée dans le

remodelage adventitiel.

Au vu de ces résultats, le canal TRPV4 joue un réle primordial dans le remodelage des
AIP. Son absence est décisive sur le remodelage de la media et de I'adventice et ce dans les

deux formes d’HTP étudiées.
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Figure 29 : Quantification du remodelage pulmonaire de souris chez les souris trpv4+/ *

/- -

et trpv4”" issues de deux modeéles d’HTP

(A) Images représentatives des AIP étudiées dans les différentes conditions étudiées,
coloration Van Gieson elastica, échelle 50 um. (B) Quantification du remodelage de la
media chez la souris atteinte, (1) modéle « hypoxie chronique » (CH) (2) modéle
« MonoCroTaline » (MCT), (C) Quantification du remodelage chez la souris, (1) modéle
« hypoxie chronique » (CH) (2) modéle « MonoCroTaline » (MCT). * P < 0,05, ** P < 0,01,
***p < 0,001, (n) représentant le nombre d’AIP étudié.
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3. Discussion générale

Les résultats présentés dans cette premiere partie indiquent une implication du canal
TRPV4 dans le développement de I'HTP et plus précisément son role dans le remodelage
artériel. Comme déja discuté précédemment, jusqu’a présent, seule I'implication de TRPV4
dans le remodelage de la media et dans la muscularisation des petits vaisseaux avait été
investiguée a I'aide du modeéle « hypoxie chronique » et avait montré I'importance de ce
canal dans ces phénomenes et dans |'instauration de la pathologie. Par cette étude, nous
complétons ces résultats en montrant que ce canal est aussi impliqué dans le remodelage de
I'adventice et ce, dans deux formes d’HTP distinctes : une induite par une exposition
prolongée a un milieu hypoxique ou les premieres modifications observées sont la
muscularisation des petites artéres et |'épaississement de la media (HTP groupe 3) et une

autre avec une plus forte composante inflammatoire mimant une HTAP (HTP groupe 1).

Ainsi, nous avons d’abord mis en évidence une augmentation de I'expression de la protéine
TRPV4 dans le tissu adventitiel dans ces deux formes d’HTP. L’activité de ce canal pourrait
donc jouer un role important dans I'instauration de la pathologie. L'influence de I’exposition
a I’hypoxie chronique sur I'expression du canal était connue pour les CMLAP [150], [217].
Nous retrouvons cette surexpression dans le modele inflammatoire. Ce résultat laisse
supposer que le canal TRPV4 est impliqué de facon plus générale dans I’HTP. D’autres études
ont par exemple montré que des médiateurs de I'inflammation comme le TNF-a ou le TGF
augmentent lI'expression de TRPV4 dans différents types cellulaires comme les cellules
synoviales [238] et les fibroblastes cardiaques [230]. L'implication du canal TRPV4 dans
I'instauration de I'HTP pourrait donc étre liée a un ensemble de facteurs présent dans la

pathologie.

Nous nous sommes ensuite intéressés aux conséquences de I'absence de la protéine dans

I'instauration de la pathologie grace a I'utilisation de souris délétées pour ce géne.

Lorsqu’on utilise des souris « knock-out » il faut prendre en considération le fait que la perte
d’une protéine peut étre compensée par la présence d’autres protéines afin d’assurer le
développement physiologique de I'animal. Au vu du r6le du canal TRPV4 dans les
mécanismes liés a I’'homéostasie et de la redondance fonctionnelle entre différents canaux

TRP, il serait légitime de suspecter une compensation par d’autres TRP afin d’assurer le bon
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développement de I'animal. La délétion du géne trpv4 n’est pas létale. Les premiéres études
sur ce modele [194], [198] ne montrent pas de probléme de développement chez ces
animaux. Les souris ressentent moins la soif et ont tendance a étre hyperosmolaires. Il n’est

pas observé de différence au niveau de leur température basale.

A I'aide de ces souris, nous avons montré pour la premiére fois I'importance du canal TRPV4
dans le développement de la pathologie au niveau du remodelage adventitiel, ainsi que dans
le modeéle « MCT ». La quantification du remodelage de la media et de I'adventice montre un
remodelage largement amoindri chez les souris trpv4'/‘ pour les deux formes d’HTP. Aussi,
nous corroborons les résultats déja existants publiés par Yang X.R. en 2012 qui concernaient

seulement le remodelage de la media pour le modéle hypoxie chronique[217].

La combinaison de ces deux résultats est donc en faveur d’un réle important de TRPV4 dans

le remodelage adventitiel et plus généralement artériel.

Les deux modeles d’HTP étudiés sont conséquents a deux origines distinctes de la
pathologie. D’un point de vue histologique, nous observons dans ces deux modeles un
remodelage vasculaire et un rétrécissement de la lumiere des vaisseaux. Ces deux modeles
partagent aussi une composante inflammatoire bien que plus faible pour le modéle

hypoxique.

Au sein de la media, ce remodelage s’explique principalement par une prolifération cellulaire
ou une hyperplasie des CMLAP, ainsi que la migration de CMLAP dans les artérioles. Le role
de TRPV4 dans ces mécanismes a déja été montré par des études menées, entre autres, au
laboratoire [218], [218], [219]. Dans les CMLAP, l'activité du canal TRPV4 influence la
migration cellulaire [218]. En condition hypoxique, le canal est surexprimé [150] et la
migration cellulaire dépendante du canal augmentée [219]. Cette amplification de I'activité
du canal pourrait étre due en partie a I'amplification de la réponse calcique de TRPV4 et par
I'activation du récepteur a la ryanodyne RyR2 surexprimé dans les AIP de rats « hypoxie

chronique » [150].

Concernant I'aspect inflammatoire de la pathologie, au laboratoire il a déja été révélé le lien
entre I'acide arachidonique et ses dérivés, produits dans des situations d’inflammation, plus
particulierement le 5,6-EET, et TRPV4. En effet, le 5,6-EET est capable de déclencher
I'activité du canal dans les CMLAP (cf. page 56) [71].
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Une récente étude conduite par I'’équipe de Shimoda a démontré dans le modele SUGEN
(cf. page 36) que I"'augmentation de I'influx de calcium induit par la surproduction d’espéces
réactives de l'oxygéne passait par I'activation des canaux TRPV4. De plus, cette voie de
signalisation serait impliquée dans la migration et la prolifération des cellules endothéliales
microvasculaires et la dysfonction endothéliale [239]. La surproduction d’espeéces réactives
I'oxygene peut étre le fruit de I'aspect inflammatoire de la pathologie.

Mises en paralléles, ces études suggérent un lien important entre I'inflammation et I'activité

du canal TRPVA4.

Le remodelage de I'adventice s’explique en partie par une prolifération des
fibroblastes, leur migration et leur invasion dans les différentes tuniques formant I'AIP, une
surproduction de protéines de la Matrice ExtraCellulaire (MEC) (dont le collagene et la
fibronectine) et leur différenciation en myofibroblastes (cf. page 30). Le role de TRPV4 dans
ces phénomenes n’a pas été étudié dans le cadre de I’hypertension pulmonaire mais dans
les fibroses. L'influence de ce canal dans I'ensemble de ces manifestations a d’ailleurs été
observé dans les phénomeénes de sclérodermie, de fibroses cardiaque et pulmonaires. Il a
été prouvé que l'activité profibrotique des fibroblastes, ainsi que leur différenciation en
myofibroblaste induite par la cytokine TGFB passaient en partie par l'activation du canal
TRPV4 [228], [230], [232]. L'activité du canal TRPV4 dans les fibroblastes est aussi amplifiée
dans les maladies respiratoires type asthme, ol il est nécessaire au remodelage bronchique

présent [227].

L'hypothése d’un rbéle majeur du canal TRPV4 des fibroblastes adventitiels dans le
remodelage adventitiel parait pertinente au vu du lien existant entre le canal TRPV4 et I'HTP,
ainsi que les roles de TRPV4 déja décrits dans les CMLAP, les cellules endothéliales et les
fibroblastes d’autres tissus. |l apparait opportun de poursuivre I'étude de TRPV4 dans ces
fibroblastes pour comprendre son implication dans les différents mécanismes cités

précédemment : la prolifération, la migration, linvasion et la production de MEC.
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Il. Roéle des canaux TRPV4 dans la physiologie

cellulaire des fibroblastes

La culture de fibroblastes adventitiels d’AIP (FAP) n’étant pas utilisée au laboratoire, il
a fallu dans un premier temps mettre au point ce type de culture. A partir de ces cellules,
nous avons, a l'aide de différentes expériences, regardé I'implication de TRPV4 dans les
différents mécanismes observés dans le remodelage adventitiel : la prolifération, la
migration, I'invasion et la production de MEC. Ces expériences ont été réalisées a I'aide
d’agents pharmacologiques activateurs et bloqueurs du canal, et, ont été confirmées par
I"utilisation d’une approche siRNA permettant de diminuer I’expression du canal. Ainsi, nous

nous assurons que les effets observés passent effectivement par I'activité du canal TRPV4.

1. Mise au point de l'obtention des fibroblastes

adventitiels d’artéres intrapulmonaires

a. Obtention des fibroblastes adventitiels d’artéeres

intrapulmonaires

L’obtention des FAP se réalise a partir de tissu adventitiel isolé (Figure 22, page 109) de
la facon décrite précédemment (cf. page 79). Deux jours sont nécessaires a la sortie des
premieres cellules des explants d’adventice. Ces cellules sont de formes fusiformes ou
étoilées avec de longs et fins prolongements venant au contact des autres cellules

(Figure 30), ce qui correspond bien a la description académique des fibroblastes.
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Figure 30: Culture des fibroblastes
adventitiels d’artéres intrapulmonaires

23 q e ";; - a partir des explants d’adventice
o = ‘Y\‘ ) y s
o 02 Observation en lumiere blanche des
o i / Fibroblastes Adventitiels d’AIP  (FAP)
o >. kX e \'; apres leur sortie des explants
& ' — d’adventice.
A = _0 Echelle 30 um.

Afin d’attester du phénotype des cultures, un phénotypage a été réalisé deés les
premiers repiquages (Figure 31).
Le risque de la culture par explants d’adventice d’AIP est sa contamination par la media et
I'intima, ce qui pourrait entrainer la présence de CML ou de CE. Les coupes d’arteres
réalisées avant et apres récupération de I'adventice (Figure 22, page 109) nous informent
bien quant a la « nature » des explants utilisés, mais afin de garantir I’'homogénéité des
cultures, un marquage par immunofluorescence a été effectué. Il n’existe pas de marqueur
spécifique des fibroblastes. Dans la littérature [232], les fibroblastes sont caractérisés par
I’'absence de protéines spécifiques des CML et des CE. Pour ces travaux, nous avons utilisé
trois protéines: la vimentine, le Facteur de Von Willebrand (FVW) et l'actine alpha du
muscle lisse (aSMA). La vimentine fait partie de la famille des filaments intermédiaires, elle
est exprimée dans de nombreux types cellulaires dont les fibroblastes. Le FVW est un des
éléments nécessaires a I'"hémostase primaire et est spécifique des CE dans l'artére. Pour
finir, 'aSMA, un des constituants majeurs de l'appareil contractile est communément

employée comme marqueur des CML.

Ainsi, pour notre étude, sont définies comme fibroblastes, les cellules exprimant seulement
la vimentine. Les cultures utilisées au laboratoire répondent bien a ces spécificités
(Figure 31), les FAP sont positifs pour le marquage vimentine, et négatifs pour le FVW et

I'aSMA.
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Figure 31: Phénotypage de culture de fibroblastes adventitiels d’arteres
intrapulmonaires

Immunomarquage de FAP au passage P2, (A) les cellules sont positives pour la vimentine
(en rouge), (B) les cellules sont négatives pour le Facteur de von Willebrand (FYW) (en
rouge), (C) les cellules sont négatives pour I'aSMA. Les noyaux sont révélés en bleu,
grace au DAPI. Echelle 20 um.

Nous avons procédé a un suivi de ce phénotype au cours des passages afin de nous
assurer que les conditions de culture cellulaire n’influencent pas la nature des FAP
(Figure 32). En effet, en particulier sur des cultures primaires, le risque de dégénération
cellulaire ou dans notre cas de différenciation des cellules en myofibroblastes (fibroblastes
ayant développé une propriété contractile), est accru. Ce gain de propriété contractile est
conféré par I'expression de la protéine aSMA, son marquage permet alors de mettre en

évidence la différenciation des fibroblastes.

L'immunomarquage de la protéine aSMA, Figure 32 A, montre clairement un changement
d’expression de la protéine (ici au passage P4). L'expression de la protéine observée par
western blot, Figure 32 B, confirme qu’a partir du passage P4, 'aSMA est plus présente au
sein des FAP. Ces résultats indiquent une différenciation des FAP aprés le 3eme passage,
confirmant I’étude sur des fibroblastes cardiaques [230], qui observait leur différenciation en

eme

myofibroblastes a partir du 47" repiquage.
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Figure 32: Mise en évidence de la différenciation des fibroblastes adventitiels
d’artéres intrapulmonaires

Le suivi de I'expression de I'aSMA, marqueur de différenciation des fibroblastes en
myofibroblastes au cours des passages est réalisé par deux approches. (A)
Immunomarquage de I'aSMA au (1) passage P2 et au (2) passage P4. Les noyaux sont
révélés en bleu, grace au DAPI. Echelle 20 um. (B) Suivi de I'expression de la protéine
aSMA par Western blot en fonction des passages (P2 a P5). 30 ug de protéine par puits
sont déposés. Les CMLAP sont utilisées comme controle positif pour I'expression de
I’aSMA. PM correspond au Poids Moléculaire en kDa.
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b. Temps de dédoublement des fibroblastes adventitiels

d’arteres intrapulmonaires

Pour finir la caractérisation des cultures de FAP obtenues, nous nous sommes
intéressés au temps de dédoublement cellulaire dans les conditions de culture utilisées, en
présence de 10 % SVF. L'étude de ce parametre permet I'optimisation et I'organisation des
cultures pour les expériences réalisées et d’assurer du temps nécessaire a la synchronisation

des cultures.

Les résultats (Figure 33) nous montrent un doublement complet de la population
cellulaire entre 10 et 12 heures de culture. En effet la population cellulaire pour ces périodes
augmente de 98,83 + 8,0 % a 109,5 * 3,27 % par rapport a la population initiale. Ainsi une
déprivation des cellules en nutriments réalisée sur la nuit (temps supérieur a 12 heures) est

suffisant pour synchroniser le cycle cellulaire des FAP.

500+
oxx Figure 33 : Etude du temps de
400- - dédoublement des
fibroblastes adventitiels

300 d’artéres intrapulmonaires

200+ Suivi de la population cellulaire

des FAP sur 24 heures. N = 3
rats, n = 3 expériences ; * par

Cell count
(% to control)

1004

rapport a la condition t = 0,

0 6 8 10 12 24 ** p < 0,01, ***P < 0,001.

Time (hours)
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2. Caractérisation du canal TRPV4 dans les FAP

a. Expression de la protéine

Afin d’attester de I’expression du canal TRPV4 dans les FAP nous avons mis en
évidence I'expression de son ARNm par PCR (Figure 34 A), puis de la protéine par les
techniques de Western blot (Figure 34 B) et de marquage immunofluorescent (Figure 34 C) a
partir des cultures cellulaires.

Comme nous le montre la photo du gel d’agarose (Figure 34 A) présentant le résultat de
I’'amplification de I'amplicon a 208 pb, « designer » par notre équipe, spécifique du gene
trpv4, 'ARNm du canal est bien présent dans les FAP.

L’étude des lysats cellulaires des cultures de FAP par la technique de Western blot, confirme
I’expression de la protéine TRPV4 dans les FAP par la révélation d’une bande aux alentours
de 110 KDa (Figure 34 B) (comme indiqué sur la fiche technique du fournisseur de I'anticorps
anti-TRPV4 choisi (Abcam, #Ab191580, Tableau 4, page 100)).

Le marquage immunofluorescent, met en évidence la présence de canaux TRPV4 regroupés
en cluster (Figure 34 C3). La comparaison en lumiére blanche (non montré) confirme que ce
marquage se situe au niveau de la membrane. De plus I'anticorps choisi lie la partie extra-
cellulaire du canal et est utilisé sur cellules non perméabilisées. La sélectivité du marquage a
été validée de deux facons : par utilisation de I'anticorps secondaire seul (Figure 34 C1) et du
peptide contréle fourni avec I'anticorps anti-TRPV4 (Figure 34 C2). L’absence de la révélation
de I'expression du canal pour les champs concernés assure de la qualité du marquage

observé.

Ces différentes expériences confirment la présence du canal TRPV4 dans les FAP cultivés.

Résultats et discussion — TRPV4 & physiologie cellulaire 134



(pb) (kDa)

200
f=) 100

Figure 34 : Caractérisation de I'expression de TRPV4 dans les cultures de fibroblastes

adventitiels d’artéres intrapulmonaires

La caractérisation du canal TRPV4 est réalisée par différentes techniques : (A) résultat de
la PCR mettant en évidence la présence de 'ARNm de trpv4 dans les FAP, la taille de
I'amplicon de trpv4 se situe aux alentours de 208 pb; (B) Western blot mettant en
évidence I'expression de la protéine TRPV4 dans les FAP. 30 ug de protéine ont été
déposés dans le puits. La bande apparait aux alentours de 110 kDa, comme indiqué par
le fournisseur Abcam ; (C) immunomarquage de la protéine TRPV4 (en vert) (anticorps
Alomone), sur cellules non perméabilisées: (1) marquage réalisé en présence de
I’anticorps secondaire seul, (2) marquage réalisé en présence du peptide contréle fournit
par le fournisseur Alomone, (3) marquage du canal TRPV4. L'absence de marquage en
(1) et (2) nous confirme la spécificité du marquage observé en (3). Les noyaux sont
révélés en bleu, grace au DAPI. Echelle 20 um. PM correspond au Poids Moléculaire en
kDa.
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b. Fonctionnalité du canal

Le canal TRPV4 est un canal cationique non sélectif mais majoritairement perméable
aux ions calcium (cf. page 55). C’'est pourquoi, pour étudier la fonctionnalité de la protéine,
nous avons regardé la réponse calcique médiée par TRPV4. La réponse calcique du canal a
été mise en évidence par imagerie calcique a l'aide de la sonde calcique Fluo-4AM
(cf. page 90) qui forme un complexe avec le calcium libre intracellulaire. L'intensité de
fluorescence de la sonde est proportionnelle a la concentration en calcium intracellulaire
permettant ainsi de suivre les variations de concentration de calcium en temps réel. Pour
notre étude, nous considérons comme une réponse cellulaire une variation de I'amplitude

« F/Fo » supérieure a dix pourcents.

Deux activateurs décrits pour leur sélectivité pour le canal TRPV4 sont utilisés pour
cette étude, afin de sélectionner le plus efficace : I'activateur empirique le 4-alpha-

Phorbol 12,13-didecanoate (4a-PDD) et le GSK1016790A (GSK).

Environ 85 % des cellules testées (85 sur 101 cellules) répondent a la stimulation au
GSK a 100 nM contre a peine 20 % (18 sur 101 cellules) pour I'activateur empirique le 4a-
PDD a 5 uM (Figure 35 B). La réponse calcique observée pour le GSK a une amplitude de
réponse moyenne plus importante que celle du 4a-PDD (respectivement 2,80 + 0,18 (n = 85
cellules) contre 0,35 + 0,07 (n = 18 cellules) (Figure 35 A et C). La réponse au 4a-PDD est

aussi retardée par rapport au GSK (Figure 35 A).
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Figure 35: Comparaison des réponses calciques produites par deux activateurs
sélectifs du canal TRPV4 dans les fibroblastes adventitiels d’artéeres intrapulmonaires

Les variations de la concentration calcique intracellulaire sont mesurées a l'aide de la
sonde Fluo 4-AM (1 uM) pendant une durée de 12 min. Les activateurs 4-aPDD et
GSK1016790A (GSK) sont utilisés aux concentrations respectives de 5 uM et 100 nM et
injectés a t = 24 s. Les cellules sont dites « répondantes » pour un A de fluorescence F/Fq
> 0,10. (A) Réponse calcique moyenne observée a la stimulation de TRPV4 (n = 15 pour
chaque condition avec N = 3 rats pour I'activateur 4-aPDD et N = 1 rat pour I'activateur
GSK). (B) Pourcentage de cellules répondant a la stimulation des différents activateurs.
(C) Amplitude moyenne des réponses calciques observées par I'ouverture des canaux
TRPVA4. (B) et (C) N=3 et n =18 pour le 4-aPDD ; N =5 et n = 85 pour le GSK.

N = nombre de rats, n = nombre de cellules répondantes, le nombre de cellules
répondant a la stimulation sur le nombre total de cellules stimulées est indiqué entre
parentheses, ***P < 0,001.

A une concentration pourtant 50 fois supérieure, le 4a-PDD révele une efficacité et
une puissance nettement inférieure au GSK. La faible puissance du 4a-PDD par rapport au
GSK a déja été montrée par I'étude de [213]. Dans des conditions d’expérimentations
similaires, ils ont montré, a I'aide d’expériences d’expression hétérologue du gene trpv4
dans des cellules HEK, qu’une utilisation de I'activateur GSK a 10 nM suffit pour activer le
canal TRPV4 contre 1 uM pour l'activateur 4a-PDD. De plus, le 4a-PDD est couramment
utilisé a 5 uM alors que GSK I'est a 100 nM. Les concentrations efficaces 50 (CE50), qui
correspondent a la puissance de la molécule sont généralement décrites comme aux
alentours de 10 nM pour GSK contre de 0,3 uM [240] a 1 uM [213] pour le 4a-PDD. Ces

différences peuvent s’expliquer par le type cellulaire étudié.

En raison des réponses calciques observées pour les FAP, pour notre travail, nous utiliserons

comme activateur du canal TRPV4 le GSK a 100nM.
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Afin de valider la sélectivité de GSK a 100 nM pour les cellules utilisées, ces
expériences ont été reconduites en présence du bloqueur sélectif connu, le HC067047 a

5 uM.
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Figure 36 : Effet de l'inhibiteur HC067147 sur l'amplitude des réponses calciques
induites par le GSK1016790A dans les fibroblastes adventitiels d’artéres
intrapulmonaires

Les variations de la concentration calcique intracellulaire sont mesurées a I'aide de la
sonde Fluo 4-AM (1 uM) pendant une durée de 12 min. Le GSK1016790A (GSK) est utilisé
a la concentration de 100 nM (injecté a t = 24 s) en présence ou non de l'inhibiteur
HC067047 (HC) a la concentration de 5 uM. Les cellules sont dites « répondantes » pour
un A de fluorescence F/Fy > 0,10. (A) Réponses calciques moyennes obtenues suite a la
stimulation de TRPV4 en présence ou non de l'inhibiteur (N = 1 et n = 15 pour la
condition GSK, N = 3 et n = 5 pour la condition GSK + HC). (B) Pourcentage de cellules
répondant a la stimulation de TRPV4 en présence ou non de l'inhibiteur. (C) Amplitude
moyenne des réponses calciques en présence ou non de l'inhibiteur. (B) et (C)N=3 etn
= 85 pour la condition GSK ; N =5 et n =5 pour la condition GSK en présence de HC.

N = nombre de rats, n = nombre de cellules répondantes, le nombre de cellules
répondant a la stimulation sur le nombre total de cellules stimulées est indiqué entre
parenthéses, ***P < 0,001.

En présence du bloqueur, seules 5 cellules sur les 57 testées répondent a la stimulation par
le GSK (Figure 36 B). Aussi, I'amplitude des quelques réponses calciques observées est
particulierement faible, proche de notre seuil limite de 0,1. En effet, elle passe de 2,8 £ 0,18
(n = 85) en présence de GSK a 100 nM seul a 0,19 + 0,01 (n = 6) (Figure 36 B et C) en

présence du HCa 5 uM.

Afin de nous assurer de l'effet sélectif de I'inhibiteur sur ce canal SAC et de son

innocuité cellulaire, nous avons vérifié que les cellules étaient toujours en capacité de
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répondre par une augmentation de concentration calcique intracellulaire a un autre type

d’activateur (Figure 37).
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Figure 37 : Réponse calcique induite par les canaux Piezol en présence de I'inhibiteur
de TRPV4 (HC067047) dans les fibroblastes adventitiels d’artéres intrapulmonaires

Les variations de la concentration calcique intracellulaire sont mesurées a I'aide de la
sonde Fluo 4-AM (1 uM) pendant une durée de 12 min. Le GSK1016790A (GSK) est utilisé
a la concentration de 100 nM (injecté a t = 24 s) en présence de I'inhibiteur HC067047
(HC) a la concentration de 5 uM dans les FAP. Le YODA1 (activateur sélectif des canaux
Piezol) est ajouté a t = 10 minutes a la concentration de 20 uM. Les cellules sont dites
« répondantes » pour un A de fluorescence F/FO > 0,10. N = 1 rat, n = 12 cellules
répondantes sur les 12 observées.

Les résultats présentés ci-dessous (Figure 37) montrent qu’aprés une incubation de 10 min
avec le bloqueur HC, les cellules répondent a I’activateur, YODA1 (20 uM), sélectif de Piezol,

un autre canal de type SAC.

L'absence de réponse du canal a I'activateur GSK a 100 nM en présence de HC a 5 uM est

bien d{ au blocage du canal par celui-ci.
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Le canal TRPV4 est bien fonctionnel dans les FAP, et afin de tester les conséquences de
son activation, nous utiliserons pour notre travail, les agents pharmacologiques GSK et HC a

respectivement 100 nM et 5 uM.

c. Mise au point du siRNA

En complément de cette approche pharmacologique, nous avons choisi d’utiliser une
approche de siRNA. La transfection de trpv4-siRNA permet, en inhibant I'expression du gene,
de diminuer I'expression du canal a la surface des cellules et par ce fait, de limiter le

déclenchement des voies de signalisation conséquentes a son ouverture.

i. Conditions expérimentales

Nous avons choisi d’utiliser un mélange de deux siRNA ciblant des régions non
chevauchantes afin d’augmenter les chances d’extinction du géne. Le vecteur d’expression
utilisé est un mélange de lipides cationiques et neutres qui permet une absorption efficace
du siRNA et sa libération efficace dans les cellules. L’ensemble des produits utilisés provient

de la société QIAGEN® (cf. page 83).

La détermination des meilleures conditions expérimentales a été réalisée en suivant
les recommandations données par le fournisseur de I'ensemble des produits. Ainsi, des
concentrations de 1 a 50 nM ont été testées et cela en présence d'une quantité de
transfectant « Hi perfect » (QIAGEN®) allant de 1,5 a 6 % du volume total de solution de
transfection. Pour des soucis de clarté, les résultats présentés, Figure 38, ne correspondent
gu’a une partie de ces résultats, les points a 1 nM et 50 nM n’ayant pas montré de
diminution de I'expression de 'ARNm au premier essai, ainsi que les points a 6 % pour le

volume de transfectant, ils n’ont pas été reconduits.
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Figure 38 : Détermination des conditions optimales d’extinction de 'ARNm de trpv4
dans les fibroblastes adventitiels d’artéres intrapulmonaires

La diminution de I'expression de ’ARNm de trpv4 est mesurée par gPCR. Le pourcentage
d’expression de 'ARNm de trpv4 est quantifié apres 48 et rapporté a la condition
contrble sans solution de transfection aprés 48 heures de transfection. La quantité de
transfectant est exprimée en % du volume total de la solution de transfection. N = 1 rat,
expérience réalisée en triplicat.

A partir de ces résultats (Figure 38), nous avons sélectionné comme conditions optimales 25
nM de trpv4-sirna et 1,5 % de transfectant. Pour ces conditions, la diminution de
I'expression de ’ARNm est de 78 + 7 % (n = 4) par rapport au contrdle sans transfection

(Figure 39).

Nous avons ensuite testé ces conditions avec le siRNA contréle afin de vérifier |'effet
de la solution de transfection sur les cultures (Figure 39). La réponse donnée atteste que les
conditions expérimentales utilisées n’affectent pas I'expression basale de 'ARNm du canal

TRPV4.
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Figure 39 : Diminution de I’expression de ’ARNm de trpv4 en présence des siRNA

La diminution de I'expression de I’ARNm de trpv4 est mesurée par qPCR. Le pourcentage
d’expression de ’ARNm de trpv4 est quantifié aprés 48 h de transfection avec le siRNA
controle (CTL-siRNA) et du siRNA ciblant le géene trpv4 (trpv4-siRNA) et rapporté a la
condition controle sans solution de transfection. La concentration en siRNA est de 25 nM
et le volume de transfectant représente 1,5 % du volume de la solution de transfection.
N = 2 rats, n = 4 expériences. *P < 0,05.

Aussi, bien que I'observation en microscopie optique des cultures de FAP ayant subi la
transfection ne montrait pas un aspect pouvant laisser penser a une souffrance cellulaire
(par la présence de vacuoles par exemple), nous avons réalisé un test de viabilité cellulaire

afin d’accréditer cette appréciation (Figure 40).
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Figure 40: Effet de la transfection avec les siRNA sur la viabilité des fibroblastes
adventitiels d’artéres intrapulmonaires

La viabilité cellulaire des FAP est évaluée par mesure de la bioréduction du sel de
tétrazolium par la NAD(P)H (test WST1) pendant 2 h apres 48 h de transfection. Les
différentes conditions sont rapportées au contréle sans transfection (CTL). La
concentration en siRNA est de 25 nM et le volume de transfectant représente 1,5 % du
volume de la solution de transfection. N = 2 rats, n = 5 expériences.
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Le test de WST1 correspond a la mesure de la bioréduction du sel de tetrazolium. Cette
réduction est largement dépendante de la production de NAD(P)H dans les cellules vivantes
donc de I'activité métabolique des cellules. Les résultats présentés ci-dessus (Figure 40) nous
confortent dans lI'idée que la transfection des différents siRNA n’engendre pas de mortalité
particuliére. Les cellules transfectées avec le CTL-siRNA et le trpv4-siRNA ne présentent pas
un taux de viabilité significativement différent des cellules en conditions contréles
(respectivement 98,2 + 9,82 % et 105,2 £ 12,82 % par rapport aux cellules controles, n = 5)
(Figure 40).

Nous pouvons conclure que dans les conditions déterminées, nous n’altérons pas la viabilité
des cultures cellulaires de FAP, ni I'expression basale de ’ARNm de la protéine cible dans les

conditions controbles de transfection.

Nous avons ensuite confirmé que la diminution d’environ 75 % I’expression de I’ARNm
trpv4 se répercutait bien sur I'expression de la protéine. Pour cela, nous avons quantifié

I’expression du canal par Western blot (Figure 41).

Sur 8 expériences menées, en présence du siRNA ciblant trpv4, I'expression de la protéine
est diminuée en moyenne de 49,39 + 6,05 % par rapport aux cellules controles non
transfectées (Figure 41). Les cellules ayant subi la transfection par le siRNA contréle ne
montrent pas de différence d’expression de la protéine TRPV4 par rapport a ce méme
controle (Figure 41). Dans les conditions déterminées, I'expression du canal TRPV4 dans la

cellule est bien altérée.
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Figure 41 : Diminution de I'expression de la protéine TRPV4 dans les fibroblastes
adventitiels d’artéres intrapumonaires transfectées avec les siRNA

La quantification de I'expression de la protéine TRPV4 dans les FAP est réalisée par
Western blot apres 48 heures de transfection. La concentration en siRNA est de 25 nM
et le volume de transfectant représente 1,5 % du volume de la solution de transfection.
30 ug de protéines par puits sont déposés. Pour chaque expérience, I'expression du
canal est rapportée a la protéine contréle GAPDH, et comparée au contréle interne de
I’expérience (FAP sans transfection, CTL). Partie supérieure, images représentatives du
Western blot, la bande pour TRPV4 se situe aux alentours de 110 kDa comme indiqué
par le fournisseur Abcam. Partie inférieure, quantification de l'intensité des bandes
obtenues. N = 6 rats, n = 8 expériences. **P < 0,01.
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ii. Fonctionnalité du canal pour les cellules transfectées

Par la suite, nous avons vérifié si cette diminution de 50 % de I'expression de la

protéine était suffisante pour atténuer significativement son activité au niveau cellulaire.

En effet, pour former un canal fonctionnel, le canal TRPV4 doit s’assembler sous forme
tétramérique. Ce canal peut étre formé exclusivement de canaux TRPV4 (homo-tétrameéres)
ou s’assembler avec d’autres canaux TRP (hétéro-tétraméres) [166]. Une diminution de 50 %
de leur expression pourrait tendre a favoriser la forme hétérotétramérique et ne pas
affecter la réponse cellulaire aux stimuli du canal.

Nous avons donc réitéré les expériences d’imagerie calcique pour ces cellules dans les

différentes conditions de transfection (Figure 42).

Les résultats présentés ci-dessus (Figure 42) révelent que si la transfection de trpv4-siRNA ne
diminue pas le pourcentage de cellules répondant au GSK (76,0 contre 74,1 % de cellules
répondantes) (Figure 42 B) I'amplitude est significativement diminuée pour ces cellules. En
effet, la variation de fluorescence passe de 2,19 + 0,16 (n = 63) a 1,61 + 0,13 (n = 80)
(Figure 42 A et C). D’autre part, I'association de trpv4-siRNA et du bloqueur HC permet une
inhibition quasi-totale des réponses calciques induites par le GSK (1 réponse cellulaire avec
une amplitude de 0,15 sur 65 cellules testées) la ou en présence de HC, 14 % de réponses au
GSK (8 sur 57 cellules) sont obtenus avec une amplitude moyenne de 0,35 + 0,08 (n = 8)

(Figure 42 A et C).
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Figure 42 : Effet des siRNA sur I'amplitude des réponses calciques induites par le
GSK1016790A dans les fibroblastes adventitiels d’artéres intrapulmonaires

Les variations de la concentration calcique intracellulaire sont mesurées a 'aide de la
sonde Fluo 4-AM (1 uM) pendant une durée de 12 min apres 48 heures de transfection.
Le GSK1016790A (GSK) est utilisé a la concentration de 100 nM (injecté at = 24 s) en
présence ou non de I'inhibiteur HC067047 (HC) a la concentration de 5 uM dans des FAP
transfectés avec le trpv4-siRNA ou le CTL-siRNA. Les cellules sont dites « répondantes »
pour un A de fluorescence F/FO > 0,10. (A) Réponses calciques moyennes obtenues a la
stimulation de TRPV4 en présence ou non de I'inhibiteur. N = 3, n = 49 pour la condition
GSK et CTL-siRNA ; N = 3, n = 52 pour la condition GSK et trpv4-siRNA ; N= 3, n = 8 pour la
condition GSK en présence de HC et CTL-siRNA ; et N =2, n = 1 pour la condition GSK en
présence de HC et trpv4-siRNA. (B) Pourcentage de cellules répondant a la stimulation
de TRPV4 en présence ou non de l'inhibiteur. (C) Amplitudes moyennes des réponses
calciques en présence ou non de l'inhibiteur. (B) et (C) N = 3, n = 63 pour la condition
GSK et CTL-siRNA ; N = 3, n = 80 pour la condition GSK et trpv4-siRNA ; N = 3, n = 8 pour
la condition GSK en présence du HC et CTL-siRNA ; et N = 2, n = 1 pour la condition GSK
en présence du HC et trpv4-siRNA.

N = nombre de rats, n = nombre de cellules répondantes, le nombre de cellules
répondant a la stimulation sur le nombre total de cellules stimulées est indiqué entre
parentheses. **P < 0,01.

Au vu de ces résultats, nous pouvons conclure quant a I'absence d’effet néfaste pour
les cultures, des conditions de transfections déterminées. Nous pouvons aussi affirmer que
la diminution de l'expression du canal TRPV4 liée a la transfection du trpv4-siRNA
(diminution de 78 % de ’ARNm et de 50 % de I'expression de la protéine) est suffisante pour
affecter I'activité du canal dans les FAP. Ainsi, I'approche siRNA nous permettra de confirmer
le réle de I'activité du canal dans les différents mécanismes étudiés. Pour la suite du projet,
c’est une transfection de siRNA a 25 nM et 1,5 % de transfectant dans la solution de

transfection finale qui sera réalisée.
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3. Implication du canal TRPV4 dans les phénomeénes

cellulaires associés au remodelage adventitiel

Le remodelage adventitiel s’explique en partie par I'activation des fibroblastes, les
cellules majoritairement présentes dans I'adventice. Cette activation a pour conséquence
leur prolifération, leur invasion et leur migration vers les différentes tuniques qui forment
I’AIP et vers les vaisseaux non muscularisés, et la surproduction de MEC qui rigidifie et

augmente le volume de la MEC.

Par ce travail, nous allons évaluer le réle du canal TRPV4 pour chacun de ces phénomeénes

dans la physiologie cellulaire des fibroblastes.

a. TRPV4 & prolifération

Dans I'HTP, les FAP sont les premiéres cellules du mur vasculaire a proliférer dans le
modéle animal « hypoxie chronique » [75], [81]. Aussi, le conditionnement hypoxique des
FAP active leur prolifération [9], [80], [94], [241]. Nous avons mis en évidence dans la partie
1 de ma these que I'expression du canal est augmentée et nécessaire au développement de
I’'HTP. C’'est pourquoi nous avons regardé si la prolifération des FAP est médiée par I'activité

du canal TRPV4 (Figure 43).
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Figure 43 : Prolifération des fibroblastes adventitiels en réponse a la stimulation du
canal TRPV4

La prolifération des FAP est déterminée par incorporation de BrdU au moment de la
réplication de I’ADN sur une durée de 24 h. L’activateur GSK1016790A (GSK) est utilisé a
la concentration de 100 nM en présence ou non de l'inhibiteur HC067047 (HC) a la
concentration de 5 uM sur les FAP. N: 10 rats, n = 12 expériences, **P < 0,01 et
***p < 0,001.

Lors de I'activation du canal par le GSK a 100 nM, nous observons une augmentation
de la prolifération des FAP de 27,5 + 2,09 % (n = 12 expériences) par rapport a la condition
contréle, et ce, pour 24 heures de traitement. Cette élévation est abolie en présence du
bloqueur sélectif HC a 5 uM (Figure 43). L’activation du canal TRPV4 permet donc la
prolifération des FAP.

En présence du l'inhibiteur HC, nous constatons que la prolifération est diminuée par
rapport aux conditions contréles de 18,75 + 2,09 % (n = 12 expériences) avec le GSK et de
28,25 + 4,02 % (n = 12 expériences) lorsqu’il est seul (Figure 43). Nous avons alors vérifié que
le HC n’a pas d’effet néfaste sur les cultures cellulaires.

Le test de viabilité (Figure 44) réalisé sur cellules en présence de I'inhibiteur ne dévoile pas
de surmortalité aprés 24h de contact. La molécule HC bloque la prolifération basale des FAP

en bloquant I'activité constitutive du canal.
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Figure 44 : Viabilité des fibroblastes adventitiels d’artéres intrapulmonaires en
présence de I'inhibiteur HC067047

La viabilité cellulaire des FAP est évaluée par mesure de la bioréduction du sel de
tétrazolium par la NAD(P)H sur une durée de 2 h apres 24 h de contact avec l'inhibiteur
HC067047 (HC) a la concentration de 5 uM sur les FAP, rapportée aux cellules en
conditions controles (CTL). N : 3 rats, n = 4 expériences.

En complément de cette approche pharmacologique, nous avons eu recourt a
I"'utilisation de siRNA ciblant le géne trpv4. Ainsi, nous souhaitons conforter I'idée que la
prolifération cellulaire observée est bien régie par I’activation du canal TRPV4. Les conditions

de transfection utilisées n’affectent pas la prolifération basale des FAP (Figure 45).
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Sur 11 expériences menées, on ne constate pas de différence significative entre les

cellules non transfectées et les cellules transfectées avec le siRNA controle (Figure 45).

Aussi, la présence seule du siRNA-trpv4, entrainant une diminution de 50 % de
I’expression du canal, n’est pas suffisante pour influencer la prolifération des fibroblastes en

condition controle (Figure 46).
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Comme déja expliqué précédemment, il est possible que la diminution de I'expression du
canal tend a favoriser sa forme hétérotétramérique n’affectant alors pas suffisamment la
réponse du canal aux stimuli et rendant ainsi la diminution de I'expression du canal

insuffisante pour I'observation d’un effet.

Cependant, lorsque TRPV4 est moins exprimé dans la cellule, la réponse proliférative des
FAP a I'activateur GSK est diminuée (Figure 47). La prolifération cellulaire produite par GSK
passe de 124,91 + 13,93 % a 107,09 + 12,22 % (n = 11 expériences) pour les FAP transfectées
par le trpv4-siRNA. La prolifération n’est alors plus significativement différente du contréle

CTL-siRNA (Figure 47).
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Figure 47 : Effet de la diminution de I'’expression du canal TRPV4 sur la prolifération
des fibroblastes adventitiels d’artéres intrapulmonaires induite par [l'activateur
GSK1016790A

La prolifération des FAP est déterminée par incorporation de BrdU au moment de la
réplication de ’ADN sur une durée de 24 h, rapportée aux cellules transfectées avec le
CTL-siRNA. L'activateur GSK1016790A (GSK) est utilisé a la concentration de 100 nM. La
concentration en siRNA est de 25 nM et le volume de transfectant représente 1,5 % du
volume de la solution de transfection. N = 9 rats, n = 11 expériences. *P < 0,05 et
**p <0,01.

Ainsi, nous confirmons que la réponse proliférative observée passe bien par
I'activation du canal TRPVA4. Le canal TRPV4 est donc impliqué dans la prolifération des FAP.
L’étude de I'équipe de Chen de 2014 a montré que la sérotonine entraine la prolifération des
fibroblastes par la secrétion de TGFB et I'activation de sa voie canonique smad 2/3. Il est
possible que le canal TRPV4 soit impliqué dans le phénomeéne de prolifération observé. En
effet dans d’autres pathologies qui présentent un remodelage d{ a I'activité des fibroblastes,
il est montré que les effets de TGFB passent en partie par I'activité du canal [227], [228],
[230], [232], plus précisément, certaines de ces études suggérent que ces effets passent par
une voie non canonique de TGFpB, la voie PI3K (Phospholnositide 3-Kinase)/Akt (ou protéine
kinase B) [227], [232] et non la voie smad 2/3. Dans I'HTP, les FAP sont les premiéres cellules
du mur vasculaire a proliférer dans le modele animal « hypoxie chronique » [7], [75] et le

canal TRPV4 pourrait étre un acteur important de ce phénomeéne.
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b. TRPV4 & migration et invasion cellulaires

La migration et I'invasion cellulaires sont des processus liés, pouvant étre tous deux
impliqués dans le remodelage de I'AIP et a la muscularisation des artérioles. Dans les
maladies vasculaires systémiques, les fibroblastes adventitiels participent au remodelage de
I'artere par leur colonisation de la media et la formation de la neointima [98], [242]. Dans
I"'HTP, il est plus difficile de mettre en exergue ces phénomenes mais il a été montré que la
sérotonine, des cytokines comme TGF[ et des ROS sont capables de déclencher la migration
des FAP [7], [91], [243], [244]. Le conditionnement a I'"hypoxie est aussi déclencheur de la
migration des FAP [241]. La migration est la capacité pour la cellule a se mouvoir sur un plan
en deux dimensions. Elle nécessite un remodelage du cytosquelette d’actine, notamment via
la polymérisation d’actine qui permet de créer différentes protrusions cellulaires au niveau
du front de migration appelées filopodes et lamellipodes. Elle fait intervenir des facteurs
chimiotactiques pouvant provenir de produits de la dégradation de la MEC, de cytokines et
de facteurs de croissance. L’invasion cellulaire est liée a la migration cellulaire mais aussi a la
capacité a se mouvoir a travers la MEC dans les tissus voisins. La cellule se meut alors sur un
plan en 3 dimensions. Linvasion nécessite, en plus d’'un mouvement cellulaire, la
dégradation de I’environnement cellulaire. C’est par cette capacité de dégradation que nous

allons distinguer ces deux phénomenes et y regarder I'impact du canal TRPV4.

i.  La migration cellulaire

L'implication du canal TRPV4 dans la migration des CMLAP a déja été décrite dans des
conditions normoxiques comme hypoxiques [218], [219]. Son activité dans les CMLAP
placées en conditions hypoxiques est amplifiée [219] montrant ainsi que ce canal peut étre
impliqué dans la muscularisation des artérioles au cours de I’'HTP. Des études similaires n’ont
jamais été réalisées pour les fibroblastes d’AIP. Afin d’explorer ce phénoméne dans les FAP,
nous avons réalisé une « bréche » sur un tapis cellulaire a confluence afin de créer une zone
acellulaire, puis nous avons compté le nombre de cellules migrant dans cette zone

(Figure 48).
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Figure 48 : Migration des fibroblastes adventitiels d’artéres intrapulmonaires en en
réponse a la stimulation du canal TRPV4

La migration des FAP est mesurée par comptage du nombre de cellules ayant migré dans
la zone acellulaire aprés 6 h de stimulation. L’activateur GSK1016790A (GSK) est utilisé a
la concentration de 100 nM en présence ou non de l'inhibiteur HC067047 (HC) a la
concentration de 5 UM sur les FAP. N : 4 rats, n = 8 expériences, **P < 0,01.

Lors de [l'activation du canal par l'activateur sélectif GSK, nous observons une
augmentation de la capacité a migrer des FAP de 129,68 + 38,31 % (n = 8 expériences) par
rapport a la condition contréle (Figure 48). Cet effet est bien aboli en présence du bloqueur
sélectif HC (Figure 48).

Afin de nous affranchir d’'un éventuel effet de prolifération, la quantification du nombre de
cellules ayant migré dans la zone acellulaire a été réalisée a t = 6 heures. En nous placant a
t = 6 heures, nous confirmons que la migration observée n’est pas due a la prolifération
cellulaire liée a la stimulation GSK (cf. page 133). Cette expérience a aussi été quantifiée a

t = 24h et les résultats sont identiques a ceux présentés ici (données non montrées).
Le canal TRPV4 est donc impliqué dans les phénoménes migratoires des FAP.

Pour compléter cette approche pharmacologique et confirmer que le phénomeéne
étudié est régi par I'activation du canal TRPV4, nous avons répété I'expérience sur des FAP

transfectées avec le trpv4-siRNA.
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Les conditions de transfection utilisées ne modifient pas la migration basale (CTL)
(Figure 49) : sur 5 expériences menées, il n’est pas observé de différence significative entre

les cellules non transfectées et les cellules transfectées avec le CTL-siRNA (Figure 49).

Figure 49: Effet des conditions de
transfection sur la migration basale des
fibroblastes adventitiels d’artéeres
intrapulmonaires
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transfection. N : 3 rats, n = 5 expériences.

En présence de trpv4-siRNA (Figure 50), 'augmentation du nombre de cellules ayant migré
dans la zone acellulaire lors de la stimulation du canal TRPV4 par I'activateur GSK passe de
119+ 46,69 % a 46 + 38,98 % (n = 10 expériences) (Figure 50).

Les FAP transfectés, qui expriment donc moins de canaux a leur surface, voient leur
migration provoquée par l'activateur GSK atténuée par rapport a la condition CTL-siRNA
(Figure 50). L'effet observé n’est d’ailleurs, plus significativement différent de la migration

basale (CTL-siRNA seul).

Cette expérience nous confirme que la migration des FAP en réponse a GSK est bien

provoquée par I'activation des canaux TRPVA4.
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Figure 50 : Effet de la diminution de I'expression du canal TRPV4 sur la migration des
fibroblastes adventitiels d’artéres intrapulmonaires induite par I’activateur
GSK1016790A

La migration des FAP est mesurée par comptage du nombre de cellules ayant migré dans
la zone acellulaire aprés 6 h de stimulation. L’activateur GSK1016790A (GSK) est utilisé a
la concentration de 100 nM. La concentration en siRNA est de 25 nM et le volume de
transfectant représente 1,5 % du volume de la solution de transfection. N = 5 rats, n = 10
expériences. *P < 0,05 et **P < 0,01.

Le canal TRPV4 est donc impliqué dans la migration des FAP.

La migration cellulaire implique des modifications de I'organisation du cytosquelette
dynamiques et coordonnées. Ainsi, elle nécessite la formation de protusions cellulaires (tels
que les lamellipodes et les filopodes), la formation et le dé-assemblage de sites d’adhésions
focales, et la contractibilité cellulaire [245]. Il est établi que le calcium joue un role important
dans la régulation de ces mécanismes. TRPV4 est connu pour sa liaison avec des protéines du
cytosquelette comme la tubuline et I'actine [202], [246], indépendamment de son activité
calcique [202]. Par cette liaison, TRPV4 stabilise la formation de microtubules. Les agents
stabilisant du cytosquelette inhibent, par ailleurs, I’activité mécanosensible des SAC [247]. Le
canal TRPV4 a été décrit comme en nombre dans les zones riches en actine comme les
lamellipodes, les filopodes et potentiellement dans les sites d’adhésions focales [202], [246].
Le travail, réalisé par I'équipe de Goswami en 2010 [202], a aussi montré dans différents

types cellulaires, que la stimulation du canal TRPV4 jouait sur la dynamique et I'organisation
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du cytosquelette, avec le désassemblage des microtubules, un changement des lamellipodes
en filopodes et une élongation des filopodes. Une étude menée dans le laboratoire, publiée
en 2012 [218], montre, par marquage immunofluorescent, que la stimulation du canal dans
les CMLAP, qui entraine la migration des cellules, augmente aussi la densité des filaments
d’actine au niveau de la périphérie cellulaire. Le réseau de microtubules apparait lui aussi
plus intense. La migration cellulaire déclenchée par I'activation de TRPV4 pourrait passer par
la réorganisation du cytosquelette qui en résulte. Aussi, le calcium est nécessaire a I'activité
de protéines comme les calpaines qui permettent le dé-assemblage des liaisons focales et
donc la migration. La migration médiée par le canal TRPV4 pourrait aussi étre liée avec

I'activité de la calpaine comme le suggere |'étude de Mrkonji¢ publié en 2015 [248].

ii. L’invasion cellulaire

Le processus d’invasion cellulaire des FAP est mesuré par leur capacité a dégrader la
MEC. Cette dégradation est en partie réalisée par des Métalloprotéinases Matricielles
(MMP) (collagénases, gélatinases) dont les gélatinases MMP2 et 9. L’expression des MMP2
et MMP9 est augmentée chez le rat atteint d’HTP suite a une pneumoectomie combiné a
I'injection de MCT (un autre modele d’HTP) [249]. Aussi, les concentrations de MMP2 et
MMP9 sont augmentées dans le sérum de patient atteint d’HTP [250]—[252]. Dans les
coronaires, la tunique de l'artere ou elles sont les plus activées est I'adventice [253]. Les
travaux de Villalta et son équipe en 2014 ont montré un lien entre I'activité du canal TRPV4
MMP2, MMP9 et MMP14 (une métalloprotéinase membranaire, appelée aussi MT1-MMP)
[254]. lls explique que I'activation de TRPV4 favorise |'expression de MMP2 et MMP9 sous
forme active dans un modéle de lésion pulmonaire, et augmenterait ainsi la perméabilité de
la barriere alvéolo-capillaire. Ces travaux montrent aussi que I'activation de TRPV4 dans ce
modele de lésion pulmonaire diminue I'expression de la MMP14. L'implication du canal
TRPV4 dans la capacité d’invasion des FAP n’a pas encore été étudiée a ce jour. Cest

pourquoi nous avons exploré son role sur la dégradation de gélatine.

Pour étudier ce phénomene, les FAP sont ensemencées sur des lamelles « coatées »
avec de la gélatine couplée a un fluorophore. Les aires de dégradation sont quantifiées apres

24 heures d’incubation avec les différents agents pharmacologiques (Figure 51).
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Figure 51: Dégradation de la gélatine par les fibroblastes adventitiels d’artéres
intrapulmonaires en réponse a la stimulation du canal TRPV4

L'invasion des FAP est quantifiée par la capacité des cellules a dégrader de la gélatine
couplée a un fluorophore apres 24 h d’incubation avec les différents agents
pharmacologiques. L’activateur GSK1016790A (GSK) est utilisé a la concentration de 100
nM, l'inhibiteur HC067047 (HC) a la concentration de 5 uM sur les FAP. N : 6 rats, (n)
représente le nombre de champs étudiés par condition, **P < 0,01.

L’activation du canal TRPV4 n’augmente pas la dégradation basale observée pour les
cellules non stimulées (Figure 51) (pour un contrdle a 100 + 7 %, en présence de GSK le
pourcentage est de 104 % * 12 (respectivement n = 33 et 25 champs analysés). Toutefois,
lorsque le canal est bloqué par I'inhibiteur, nous observons une augmentation de 67 + 16 %
(n=15 champs) de la surface de dégradation de la gélatine rapportée au nombre de cellules,
comparativement a la condition controéle. Il apparait donc qu’inhiber le canal TRPV4 amplifie

« I'invasion basale » des FAP.

Afin de confirmer que I'amplification de la dégradation basale de la gélatine est bien
modulée par le blocage de TRPV4, nous avons réitéré I'expérience en présence de siRNA.
En premier lieu, nous vérifions que les conditions de transfection n’affectent pas la

dégradation basale observée (Figure 52).
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Les analyses des différents champs, présentées, Figure 52, ne montrent pas de différence

significative de la dégradation de la gélatine.

En présence du trpv4-siRNA (Figure 53), la surface de gélatine dégradée par cellule
augmentent de 27 £ 9 % (n = 45 champs) par rapport a la condition basale. Cette observation
indique que la diminution de I'expression de la protéine TRPV4 dans les FAP amplifie elle
aussi la dégradation basale de la gélatine par les FAP. Cette augmentation n’est pas
significativement différente de celle observée pour les FAP en présence de I'inhibiteur HC et
du CTL-siRNA (45 £ 12 %, n = 25 champs) (Figure 53). La combinaison de l'inhibiteur et du
trpv4-siRNA amplifie davantage le phénomeéne, comparativement aux conditions trpv4-
SiRNA et CTL-siRNA en présence d’HC. La surface de dégradation observée est en effet

doublée : 100 % + 17 par rapport aux FAP en conditions controles (Figure 53).

Nous confirmons donc par cette étude que le blocage du canal TRPV4 et la diminution de
son expression amplifient la capacité des FAP a dégrader la gélatine et par extrapolation la

MEC.
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Figure 53 : Effet de la diminution de I’expression du canal TRPV4 et du blocage de
I’activité du canal TRPV4 sur dégradation basale de la gélatine par les fibroblastes
adventitiels d’artéres intrapulmonaires

L'invasion des FAP est quantifiée par la capacité des cellules a dégrader de la gélatine
couplée a un fluorophore aprés 24 h d’incubation (ou non) avec I'inhibiteur HC067047
(HC) a la concentration de 5 uM. La concentration en siRNA est de 25 nM et le volume
de transfectant représente 1,5 % du volume de la solution de transfection. N : 6 rats, (n)
représente le nombre de champs étudiés par condition.

Par ce travail nous montrons que dans les FAP, l'inhibition de TRPV4 accentue la

dégradation de la MEC.

Ce résultat semble en contradiction avec I'étude de I'équipe de Villalta, publiée en
2014, qui liait I'augmentation de la perméabilité de la barriere alvéolo-capillaire a
I'expression de MMP2 et 9 « actives » médiée par l'activation de TRPV4. |l existe de
nombreuses MMP différentes, la famille des MMP peut étre divisée en 6 sous-groupes en
fonction de leur substrat protéique et de leur structure primaire. L’activité de ces MMP dans
la pathologie est sujette a débat. Elle a tant6t été décrite comme protectrice [255] ou
comme étant un facteur a charge [99], [100] dans le développement de I'HTP. En effet, dans
le modele « MCT » (chez le rat), il a été montré qu’inhiber I'activité des MMP limite le

remodelage vasculaire [255]. Dans le modeéle « hypoxie chronique » (toujours sur le rat), les
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deux phénomeénes ont été observée : la publication de Vieillard-Baron de 2003 a décrit une
aggravation de I'HTP suite a l'inhibition des MMP alors que celle d’Herget publié aussi en
2003 a démontré le phénomene inverse [99], [100]. Il est problable qu’il doive exister un
équilibre particulier a préserver entre l'activité des différentes MMP afin d’assurer le
maintien de I'intégrité vasculaire. Il n’existe que tres peu d’études sur les canaux TRPV4 et
les MMP. TRPV4 joue un réle important dans I'organisation du cytosquelette. L’activation
des MMP2 et 9 peut étre mise en lien avec la présence a la membrane cellulaire de la
MMP14. En effet, la MMP14 apparait étre un des principaux activateurs de la MMP2 [256] et
un activateur de la MMP9 [257], [258]. Or, il est reconnu que le remodelage du
cytosquelette d’actine est un régulateur critique de la relocalisation de cette MMP. La
perturbation du cytosquelette d’actine affecte d’ailleurs I'accumulation a la surface cellulaire
de la MMP14 [259], [260]. Nous pouvons donc porter I’hypothése qu’au vu du role de TRPV4
sur le remodelage du cytosquelette, le blocage du canal TRPV4 pourrait moduler la
localisation de la MMP14 et favoriser ainsi la dégradation de la gélatine par les gélatinases
MMP2 et MMPS9. |l serait intéressant de quantifier et d’étudier la localisation de la MMP14 a
la membrane des FAP lors de la stimulation ou de l'inhibition du canal et d’étudier en

paralléle quelle(s) MMP pourrai(en)t étre responsable(s) de la dégradation observée.
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C. TRPV4 & production de matrice extracellulaire

Lors de I'HTP, l'adventice s’épaissit et se rigidifie a cause notamment de
I’'augmentation de I'expression de protéines comme le collagene | et la fibronectine. Le
collagene | est le collagene le plus abondant du corps humain. Il s’agit d’une protéine de
structure inextensible. La fibronectine est une glycoprotéine de structure qui joue un réle clé
dans I'adhésion des cellules a la MEC et I'organisation du cytosquelette. Ces protéines sont
synthétisées par les cellules du tissu conjonctif comme les fibroblastes, et les fibroblastes
différenciés les myofibroblastes (cf. page 9). Il a déja été montré que dans différentes
fibroses et dans le remodelage bronchique, la différenciation des fibroblastes induite par
TGFB et la surproduction de MEC qui en découle passent par I'activation du canal TRPV4
[227], [228], [232]. Le r6le de TRPV4 dans la production de MEC dans I'adventice n’a pas
encore été étudié a ce jour. Nous avons donc par Western blot quantifié I’expression de ces

deux protéines lors de la stimulation du canal TRPVA4.

La quantification de I'expression du collagéne | (Figure 54 A et B1) aprés activation du
canal TRPV4 montre une augmentation d’expression de presque la moitié (41,2 + 15,8 %
(n =6)) par rapport au contréle. Cette production stimulée par GSK est bien abolie en
présence de l'inhibiteur HC dont la quantification ne révele pas de différence d’expression

par rapport au contréle (Figure 54 A et B1).

De méme l'expression de fibronectine (Figure 54 A et B2) est, elle aussi, augmentée de
25,0 £ 5,8 % (n=7) par I'activation du canal, et cet effet est supprimé en présence du

bloqueur (pas de différence significative par rapport au contréle).
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Figure 54 : Production de collagéne | et de fibronectine par les fibroblastes adventitiels
d’artéres intrapulmonaires en réponse a la stimulation du canal TRPV4

La production de collagene | (col 1) et de fibronectine (Fn) par les FAP est quantifiée par
Western blot apres 24 h de stimulation. 30 pg de protéines par puits sont déposés. Pour
chaque expérience, I'expression du canal est rapportée a la protéine controle GAPDH, et
comparée au contréle interne de I'expérience. L’'activateur GSK1016790A (GSK) est
utilisé a la concentration de 100 nM en présence ou non de I'inhibiteur HC067047 (HC) a
la concentration de 5 uM. (A) Image représentative du Western blot, (B) résultat de la
guantification de I'expression du (1) collagéne | et de la (2) fibronectine. N : 4 rats avec
n = 6 expériences pour le collagéne | et n = 7 pour la fibronectine, *P < 0,05.

Ainsi la stimulation du canal TRPV4 dans les FAP entraine la production de ces protéines qui

composent la MEC.

Pour compléter cette approche pharmacologique, nous avons répété I'expérience sur
des FAP transfectés par le trpv4-siRNA. Les conditions de transfection utilisées ne modifient
pas la production de collagéne | et de fibronectine produite par les FAP en conditions
contrbles (Figure 55) : sur 4 expériences menées, il n’est pas observé de différence
significative des quantifications réalisés sur les cellules non transfectées et les cellules

transfectées avec le CTL-siRNA.
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Figure 55 : Effet des conditions de transfection sur la production basale de collagéne |
et de fibronectine par les fibroblastes adventitiels d’artéres intrapulmonaires

La production de collagene | (col 1) et de fibronectine (Fn) par les FAP est quantifiée par
Western blot aprés 48 h de transfection. 30 ug de protéines par puits sont déposés. Pour
chaque expérience, I'expression du canal est rapportée a la protéine controle GAPDH, et
comparée au controle interne de I'expérience (cellules non transfectées CTL). La
concentration en siRNA est de 25 nM et le volume de transfectant représente 1,5 % du
volume de la solution de transfection. N = 2 rats, et n = 3 expériences.

En revanche, l'inhibition de I'expression du canal TRPV4 dans les FAP anile la production de
collagéne | et de fibronectine induite par I'activateur GSK (Figure 56). En effet, les cellules
transfectées par le trpv4-siRNA et stimulées par le GSK, ne surexpriment plus ces deux
protéines de la MEC, contrairement aux conditions CTL-siRNA olU nous observons une
production supplémentaire de 46,2 + 13,0 % (n = 6) de collagene 1 et 47,9 + 7,8 % de
fibronectine (n = 5) (Figure 56). En présence du trpv4-siRNA, il n’est d’ailleurs plus observé

de différence par rapport a I'expression basale des FAP.
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Figure 56 : Effet de la diminution de I'’expression du canal TRPV4 sur la production de
collagéne | et de fibronectine par les fibroblastes adventitiels d’artéres
intrapulmonaires induite par I’activateur GSK1016790A

La production de collagene | (col 1) et de fibronectine (Fn) par les FAP est quantifiée par
Western blot aprés 24 h de stimulation. 30 ug de protéines par puits sont déposés. Pour
chaque expérience, I'expression du canal est rapportée a la protéine controle GAPDH, et
comparée au contréle interne de I'expérience. L’activateur GSK1016790A (GSK) est
utilisé a la concentration de 100 nM. La concentration en siRNA est de 25 nM et le
volume de transfectant représente 1,5 % du volume de la solution de transfection. (A)
Image représentative du Western blot, (B) résultat de la quantification de I'expression
du (1) collagéne | et de la (2) fibronectine. N : 3 rats avec n = 6 expériences pour le
collagene | et n =5 pour la fibronectine, *P < 0,05.

Au vu de ces résultats, nous pouvons conclure quant a I'implication de TRPV4 dans la

production de MEC.
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En produisant le collagene |, les fibroblastes participent a I'augmentation de la rigidité
de la membrane. Hors, 'augmentation de la rigidité de I'environnement cellulaire des
fibroblastes influence fortement [Iactivité du canal TRPV4 de par leur caractére
mécanosensible, et amplifie les processus cellulaires induits par TGFB telles leur
différenciation en myofibroblastes et la production de protéines de la MEC [227], [228],
[230], [232]. Des études montrent aussi que la fibronectine module cette différenciation
cellulaire induite par TGFB [261]. Ce rble de la fibronectine passerait en partie par son
domaine EDA (Extra type Ill Domain A) et les interaction avec différentes intégrines et
stimulerait ainsi la prolifération et la migration des fibroblastes [261]-[266]. Au vu de I'effet
« positif » qu’exercent ces éléments de la MEC sur I'activité des fibroblastes et le canal

TRPV4, nous pouvons suggérer que ce canal a un réle clé dans I'entretien de la pathologie.
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4. Discussion générale

Dans cette seconde partie, nous nous sommes focalisés sur les différents mécanismes
cellulaires conséquents a I'activation des FAP dans I'HTP (la prolifération, la migration et
I'invasion, et pour finir la production de MEC) et nous avons regardé si le canal TRPV4 était
impliqué dans ces phénomenes. Le but de ce travail etait de recenser par une premiere
approche le role de TRPV4 dans les mécanismes cellulaires des fibroblastes. Pour ce faire,
nous avons mis en place au laboratoire I'obtention des FAP. Puis nous avons vérifié qu’elles
expriment bien un canal TRPV4 fonctionnel. Ensuite, nous avons mis au point une approche
d’extinction de la protéine par |'utilisation de siRNA ciblant le géne trpv4 afin de confirmer
les résultats par deux démarches : une pharmacologique et une autre génétique. Une fois
ces éléments mis en place, nous avons procédé aux différentes expériences permettant de

mettre en exergue les fonctions de TRPV4.

Nous avons montré pour la premiere fois dans les FAP, que I|’activation du canal TRPV4
déclenche leur prolifération et leur migration ainsi que la surproduction de fibronectine et
de collagéne | (des éléments de la MEC). Aussi, nous avons pu constater que I'inhibition de

ce canal amplifie la dégradation basale de la MEC.

Dans I'HTP, le microenvironnement cellulaire varie. Il est observé une augmentation de
facteurs de croissance, de cytokines et de ROS responsables en grande partie de I'activation
des fibroblastes. De nombreuses études ont mis en évidence l'influence de TGFB, de TNFa et
de ROS sur la surexpression du canal TRPV4 [238]—-[240] et la potentialisation des effets de
ces molécules a travers I'activité du canal. Une des cytokines particulierement étudiées dans
le contexte fibroblastes/TRPV4 est le TGFB. Le TGFB est une des principales cytokines
reconnues pour sa capacité a activer les fibroblastes et entrainer leur différenciation en
myofibroblastes [81], [267]. La différenciation des fibroblastes est liée a I'activité du canal
TRPV4 et ne résulte pas de I'activation de la voie canonique de TGFB, smad2/3 [232], mais
de la voie PI3K/Akt [227]. Les travaux de Xiazoyu Chai, publiés en 2017 [241], montre que le
conditionnement hypoxique des FAP entraine leur activation (prolifération, migration,
différenciation) et ce par la voie PI3K/Akt. La voie PI3K/Akt activée par TGFB pourrait donc
moduler l'activité de TRPV4 et amplifier 'ensemble des mécanismes déja médiés par

I'activité de TRPV4.

Résultats et discussion — TRPV4 & physiologie cellulaire 166



Comme déja décrit, 'activation des FAP entraine la surproduction d’éléments de la MEC
(collagene | et fibronectine), laquelle influence la rigidité de I'adventice et I'activité des FAP
entrainant ainsi un entretien des phénomeénes déléteres. L’activité de TRPV4, qui est un
canal SAC, pourrait donc étre aussi amplifiée par une boucle d’autorégulation positive due
entre autres a sa propriété mécanosensible. Il est intéressant de noter que de plus en plus
d’études posent la question de la rigidité de I'artére comme origine de la pathologie et non
comme la conséquence [268]. Dans cette hypothese, le réle de TRPV4 n’en serait que plus

pertinent.

Nous avons aussi constaté que bloquer I'activité du canal TRPV4 amplifie la dégradation de
la gélatine. Nous avons posé I'hypothése que cette dégradation passait par I'influence que
pourrait avoir TRPV4 sur la localisation de la métalloprotéinase membranaire MMP14 de par
son implication dans le remodelage du cytosquelette. La MMP14 peut aussi dégrader le
collagene 1 et ainsi diminuer sa quantité dans I'adventice. Cette fonction peut étre I'une des
raisons de I'atténuation de la pathologie chez les animaux « knock-down ».

L’hypotheése du rbéle de TRPV4 dans la migration cellulaire est aussi liée a sa capacité a
réguler le cytosquelette. L'interaction TRPV4 et cytosquelette semble donc étre importante
pour justifier les phénomenes observés. Il serait alors trés intéressant d’étudier la réponse
des Rho GTPases lors de I'activation du canal. En effet, les RhoGTPases sont connues pour
leur implication dans le remodelage du cytosquelette d’actine. Dans le contexte de notre
étude, les Rho semblant étre les plus pertinentes sont la RhoA (Ras homolog gene family,
member A), la cdc42 (Cell Division Control protein 42 homolog) et la Racl (RAs-related C3
botulinum toxin substrate 1). RhoA, via I'effecteur ROCK1 (Rho-associated protein kinase),
est associée a la formation des fibres de stress et au gain de contractilité des cellules. Il a
déja été montré que cette voie était impliquée dans la différenciation des fibroblastes [269],
[270]. La cdc42 est connue pour son rble dans la formation des filopodes, et la Rac 1 dans les
lamellipodes. De plus, des travaux ont montré que I’activation de la voie de RhoA impactait
la régulation de la MT1-MMP a la surface en augmentant son expression dans les

fibroblastes cardiaques et les cellules endothéliales microvasculaires [271], [272].
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Les résultats présentés dans cette seconde partie indiquent un réle de TRPV4 dans les
FAP dans I'ensemble des phénomenes retrouvés entre autres dans le remodelage adventitiel
présent dans I'HTP. Dans la premiére partie de notre travail, nous avons mis en évidence
I’augmentation de I'expression du canal dans I'adventice lors de I'HTP. Pris conjointement
ces résultats suggerent que les phénomeénes de remodelage observés dans I'HTP sont

modulés par I'activité du canal TRPVA4.
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CONCLUSION ET
PERSPECTIVES






Mon travail de these apporte de nouveaux éléments sur le role et I'implication des
canaux TRPV4 (Transient Receptor Potential Vanilloid 4) dans la circulation pulmonaire, et
notamment leur importance dans [’hypertension pulmonaire, une des principales
pathologies de la circulation pulmonaire. L'activité de TRPV4 avait déja été décrite dans les
cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses qui composent respectivement
I'intima et la media. Pour la premiére fois, nous exposons le role de ce canal dans les
fibroblastes de I'adventice d’artéres intrapulmonaires et son implication dans le remodelage
de cette derniere. Nous avons dans un premier temps montré que son expression dans
I'adventice est augmentée dans la pathologie et que son absence impacte sur le degré de
sévérité de l'atteinte, et ce, dans deux modeéles animaux d’hypertension pulmonaire
(« monocrotaline » et « hypoxie chronique ») correspondant aux groupes 1 et 3. Dans un
second temps, I'étude du réle de TRPV4 dans les mécanismes cellulaires des fibroblastes a
montré que ce canal est impliqué dans la prolifération, la migration et l'invasion, et la
production d’éléments de la matrice extracellulaire. Ces mécanismes induits lors de
I'activation des fibroblastes lors de I'hypertension pulmonaire, entrainent le remodelage du
tissu adventitiel et participent ainsi au développement et I'entretien de la pathologie. Selon
I’hypothese « outside-in », qui suggere que I'hypertension pulmonaire débute par une
inflammation précoce et persistante au niveau de l'adventice entrainant la cascade
d’événements relatifs a la pathologie dont I'atteinte des autres tuniques, le canal TRPV4

pourrait étre un élément clé de ce processus.

Améliorer la compréhension de I'implication du canal TRPV4 dans le développement
de la pathologie permettrait de confirmer I'hypothése d’un réle clé du canal dans

I’"hypertension pulmonaire.

Jusqu’a présent, il a été montré que TRPV4 était surexprimé dans I'artere
intrapulmonaire dépourvue endothélium (mais sans distinguer la media de 'adventice) dés
guarante-huit heures d’hypoxie chez les rats [217]. Il serait dés lors intéressant d’étudier et
comparer la cinétique de son expression dans chacune de ces tuniques et ce, dans les deux
modeles animaux d’hypertension pulmonaire présentés dans cette thése. Nous pourrions
ainsi apporter des arguments a I’hypothése « outside-in » et au role clé du canal dans

I'instauration de la pathologie.
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Il serait aussi intéressant de mettre en place un « modéle cellulaire d’hypertension
pulmonaire » en mimant in vitro les conditions pathologiques. Nous pourrions ainsi placer
les fibroblastes adventitiels d’arteres intrapulmonaires dans un environnement hypoxique
et/ou en les soumettant a un étirement chronique (par I'utilisation du systéme STREX STX-
140-10 (B-bridge international), disponible au laboratoire), et d’évaluer les conséquences sur

le canal et ses actions cellulaires.

Il serait aussi judicieux d’apporter des éléments de réponses sur les voies de signalisation
mises en jeu dans ces phénomeénes. Nous avons démontré précédemment qu’il y avait un
intérét a porter plus particulierement nos études sur I'implication de la voie PI3K/Akt, qui
serait suractivée dans la pathologie (potentiellement par la surexpression de la cytokine

TGFB, surexprimée dans I’hypertension pulmonaire).

Nous avons aussi montré qu’il serait intéressant de regarder si un lien existe entre le canal
TRPV4 et les métalloprotéinases et plus précisément sur I'adressage a la membrane de la
métalloprotéinase MMP14. Aussi, au vu de I'effet du canal sur les processus de migration et
d’invasion, il faudrait regarder I'effet de I'activation du canal sur les voies de signalisation
activées dans la formation des lamellipodes, des filopodes et dans la contractibilité de la
cellule. La petite protéine G RhoA semble étre, dans un premier temps, un candidat idéal
pour débuter ces recherches. En effet, en plus d’avoir un rbéle déja connu sur la
contractibilité cellulaire, des études ont montré qu’elle pourrait aussi avoir un lien avec
I’adressage a la membrane de la MMP14.

Ces dernieres études pourraient étre réalisées sur le modele cellulaire d’hypertension

pulmonaire explicité précédemment.

En conclusion, bien qu’il existe encore de nombreuses inconnues sur la maniéere de
TRPV4 a jouer un réle dans le développement de I'hypertension pulmonaire, de nombreux
éléments arguent en faveur d’une grande importance de cette protéine. Nous savons
aujourd’hui qu’il est impliqué au niveau du remodelage de la media et, grace a ce travail, au

niveau de I'adventice et des fibroblastes adventitiels d’arteres intrapulmonaires.
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A I'heure actuelle, il n’existe que des traitements symptomatiques pour cette
pathologie, le seul traitement curatif étant la transplantation du bloc / coeur-poumons. Ces
médicaments sont a prendre a vie et ont pour objectifs d’éviter I'’évolution de la maladie et
d’améliorer au mieux le confort des patients. L’activité du canal TRPV4 a un réle important
dans la pathologie, et ce, au niveau de la media et de l'adventice. Apporter une
compréhension plus approfondie du canal pourrait donc nous apporter un nouvel axe de
compréhension sur les mécanismes responsables de [|’hypertension pulmonaire, et
permettre ainsi le développement de nouvelles cibles thérapeutiques directes ou

partenaires de I'activité du canal.

Vous retrouverez a la page suivante un schéma récapitulatif des résultats obtenus et des

hypothéses posées.
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FORMATIONS

Formation Image J Module 1

Traitement et Analyse d'image sous Image |
Réalisée au Bordeaux Imaging Center, (BIC), 3 jours, Janvier 2015
Centre Broca Nouvelle Aquitaine, 146 rue Léo Saignat, 33076 Bordeaux

Formation expérimentation animale

Niveau concepteur rongeurs
Réalisée a Bordeaux-Carreire, du 20 au 29 juin 2017
Université de Bordeaux, 146 rue Léo Saignat, 33076 Bordeaux

EXPERIENCES D’ENSEIGNEMENT

Au cours de ma thése jai pu exercer la fonction d’Attachée Temporaire
d’Enseignement et de Recherche (ATER) en Pharmacologie (santé 86) a I'UFR de Pharmacie
de I'Université de Bordeaux et Inserm 1045, de janvier a juin 2018.

Ainsi j’ai realisé un service de 146 heures de Travaux Pratique (TP) en pharmacologie, pour
les 2éme et 3 eme années de Pharmacie, reparties de la fagon suivantes :

« Systeme cholinergique » 30 heures

« Pharmacométrie » 33 heures

« Etude du systéme respiratoire » 39 heures

« Médicaments du systeme cardiovasculaire » 40 heures

Membre du jury pour I'examen oral de travaux pratiques intégrés

(3eéme année de pharmacie) 4 heures

Au cours de cet ATER, j’ai aussi participé a la mise en place du « systeme de cceur perfusé »
(Langendorff) utilisé pour les TP « Médicaments du systéme cardiovasculaire ».

Au cours de ma deuxieme année de Pharmacie, j'ai participé a la mise en place du
tutorat de 1ére année de Pharmacie (2009-2010) a I’Université Paris-Descartes.

Les matieres enseignées étaient les mathématiques, les sciences végétales, la galénique, les
affaires réglementaires, la pharmacie clinique, ainsi que la biologie cellulaire. Au cours de ce
tutorat, deux concours blancs ont été organisés.
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IMPLICATION OF ADVENTITIAL INTRAPULMONARY ARTERY FIBROBLASTS IN THE
PATHOPHYSIOLOGY OF PULMONARY HYPERTENSION : ROLE OF THE TRPV4 CHANNEL

Pulmonary circulation is a low pressure system (between 10 and 15 mmHg at rest). Its first role
is blood oxygenation which allows to carry dioxygen to the organs fontionnality. Pulmonary
Hypertension (PH) is one of the main pulmonary diseases. It is a rare and potentially fatal disorder,
defined by a high arterial pulmonary mean pressure (greater than or equal to 25 mmHg at rest). This
high pressure can be explained by the elevation of pulmonary arterial resistance and related to
narrowing of the lumen of the artery, induced, among other, by the arterial remodeling in this
pathology.

Indeed, during the pathology implementation, the structure of the all three layers constituting the
artery wall (intima-media-adventitia) is altered. The media and intima have received much attention
from vascular biologists, howewer an increasing volume of experimental data indicates that this third
compartment undergoes earlier and dramatic remodeling during PH. More specifically, the
fibroblasts, the most abundant cells in adventitia, may act as key regulator of pulmonary vascular
wall structure and function from the "outside-in". The fibroblasts may play the role of “sentinel cell”
in the vessel wall. In responding to various stimuli, these cells are the first artery wall cells to show
evidence of “activation” as proliferation, myofibroblast differenciation, migrationand invasion in the
other wall layer, and extracellular matrix production. That way, fibroblasts participate directly to the
overall artery remodeling observed in PH.

Calcium is involved in numerous cellular signalling pathways such as those previously described. In
the laboratory, we already proved that TRPV4 (Transient Receptor Potential Vanilloid) channel, a
non-selective cationic channel calcium permeable, is involved in media remodeling. Moreover,
several datas show that this channel play an important role in diseases in which we observe a
negative role of fibroblast such as sclerodermia, cardiac and pulmonary fibrosis.

Considering these results, we were interested in the role of TRPV4 in fibroblast during PH more
precisely in the adventitial remodeling process observed in this pathology.

We first demonstrated the involment of TRPV4 in the adventitia remodeling regarding the tissue.
Using two different animal models of PH, chronic hypoxia and monocrotalin models, we identified
that this protein was up-regulated in sick rats and the mouse knock-down for this gene developed
attenuated PH and adventitia remodeling compare to the control.

Then we studied the role of TRPV4 in the mechanism leading to the adventitia remodeling. Thanks to
pharmacological molecule and siRNA we proved that activation of TRPV4 increased proliferation
(BrdU assay), migration (wound assay) and fibrotic activity such as excessed production of
extracellular matrix (using western blot analyse) of the fibroblasts.

With all these results, it would be interested to culture fibroblasts in hypoxic conditions and/or
subjecting themselves to chronicle stretch to imitate HTP pathology and evaluate TRPV4 role in these
conditions

Key words
Adventitial remodeling, fibroblast, intrapulmonary artery, pulmonary hypertension, TRPV4.



IMPLICATION DES FIBROBLASTES ADVENTITIELS D’ARTERES INTRAPULMONAIRES DANS LA
PHYSIOPATHOLOGIE DE L’'HYPERTENSION PULMONAIRE : ROLE DES CANAUX TRPV4

La circulation pulmonaire est un systéme a faible pression (entre 10 et 15 mmHg au repos).
Son principal role est la ré-oxygénation du sang qui permet l'apport aux organes du dioxygene
nécessaire a leur fonctionnement. L’hyperTension Pulmonaire (HTP) est I'une de ses principales
pathologies. Il s’agit d’'une maladie rare engageant le pronostic vital du patient, définie par une
pression artérielle pulmonaire moyenne supérieure ou égale a 25 mmHg au repos. Elle s’explique par
une augmentation des résistances vasculaires pulmonaires liée, entre autres, au remodelage artériel
présent dans cette pathologie participant a la diminution de la lumiere artérielle. En effet, chez les
patients atteint d’HTP, les trois tuniques formant l'artére (intima-media-adventice) voient leur
structure se modifier. La plupart des travaux portent sur le remodelage de la media, mais de plus en
plus d’études montrent que les premieres altérations observées se situent au niveau de 'adventice.
Plus précisément, les fibroblastes, les cellules majoritaires de cette tunique, agiraient comme
régulateur clé de la fonction vasculaire pulmonaire. En réponse a un stress extérieur tel que I’hypoxie
(a l'origine de certaines formes d'HTP), elles seraient les premiéres cellules a s’activer d'ou leur
dénomination par certains de « cellules sentinelles ». Cette activation se manifeste entre autres par
des changements phénotypiques (différenciation en myofibroblastes), leur prolifération, leur
migration, et la surproduction de protéines de la matrice extracellulaire. Ainsi les fibroblastes
participent directement au remodelage artériel global observé dans I'HTP.

Le calcium est connu pour réguler un grand nombre de voies de signalisation cellulaire impliquées
dans les phénomeénes précédemment cités. Au laboratoire, I'implication du canal TRPV4 (Transient
Receptor Potential Vanilloid 4), un canal non sélectif perméable aux ions Ca*, a déja été montré
concernant le remodelage de la media. ’activation du canal, amplifiée en situations pathologiques,
participe a la migration et a la prolifération des cellules musculaires lisses des artéres pulmonaires.
Aussi, des données de la littérature montrent que TRPV4 joue un role important dans |'activité
délétere des fibroblastes dans les sclérodermies, les fibroses pulmonaire et cardiaque. Il nous a donc
semblé intéressant d’étudier I'implication des fibroblastes et du canal TRPV4 dans le remodelage
adventitiel artériel lors de I'’hypertension pulmonaire.

Pour ce faire, nous nous sommes intéressés, dans une premiere partie, a I'implication du canal TRPV4
dans ce remodelage au niveau tissulaire. Nous avons ainsi montré, a I'aide de deux modeles animaux
hypertendus, un induit par l'injection de monocrotaline et l'autre induit par une exposition
hypoxique chronique, que la protéine TRPV4 est surexprimée dans |’adventice alors que son
remodelage est significativement atténué chez des souris invalidées pour le gene trpv4.

Dans un second temps, nous avons alors étudié le role de ce canal dans les réponses cellulaires
impliqguées dans le remodelage adventitiel. Pour cela nous avons mis au point la culture de
fibroblastes d'adventice d'arteres intrapulmonaires de rats. Puis par une approche pharmacologique
(activateurs et bloqueurs du canal) et a I'aide de siRNA, nous avons montré que I’activation du canal
TRPV4 favorise la prolifération (par incorporation de BrdU) et la migration (par test de breche) des
fibroblastes, ainsi que leur activité profibrotique avec la surproduction de matrice extracellulaire
(MEC) (par quantification de I'expression protéique par Western blot).

Il serait désormais intéressant de cultiver les fibroblastes en mimant in vitro les conditions
pathologiques, en les plagant dans un environnement hypoxique et/ou en les soumettant a un
étirement chronique, et d’évaluer I'impact de I’'HTP sur le canal et ses actions cellulaires.

Mots clés
Artére intra-pulmonaire, fibroblaste, hypertension pulmonaire, remodelage adventitiel, TRPV4



