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Résumé 

L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP), caractérisée par une pression artérielle 

pulmonaire moyenne (mPAP) supérieure à 20mmHg au repos, est une pathologie progressive 

et létale. L’augmentation progressive de la pression artérielle pulmonaire est la résultante 

d’une vasoconstriction soutenue associée à un profond remodelage des artères pulmonaires 

distales. Le remodelage vasculaire est dû principalement à une prolifération anormalement 

élevée et une résistance importante à l’apoptose des cellules musculaires lisses des artères 

pulmonaires (CMLAPs). Le remodelage vasculaire et la vasoconstriction engendre une 

obstruction progressive des artères pulmonaires favorisant une augmentation des résistances 

vasculaires pulmonaires. Cette augmentation progressive des résistances vasculaires 

pulmonaires se répercute sur le ventricule droit (VD) forçant celui-ci à s’hypertrophier pour 

compenser et maintenir ses fonctions. Néanmoins, à mesure que la maladie progresse, 

l’obstruction artérielle s’accentue, rendant la compensation cardiaque droite plus difficile ce 

qui mènera ultimement au décès des patients par défaillance cardiaque droite.   

À ce jour les outils thérapeutiques utilisés ciblent uniquement le tonus vasculaire en 

favorisant la vasodilatation. Cependant, cette stratégie thérapeutique n’améliore que de façon 

médiocre le taux de survie des patients ce qui rend urgent le besoin de développer de 

nouvelles stratégies ciblant l’obstruction artérielle pulmonaire.  

Le remodelage, étant la conséquence d’une prolifération et d’une survie cellulaire importante, 

met en exergue une certaine similitude avec le cancer. En effet, certaines voies cellulaires 

dérégulées dans le cancer, comme ici la prolifération ou la survie cellulaire, se retrouvent 

également dérégulées en hypertension artérielle pulmonaire. La littérature scientifique 

démontre de plus en plus l’implication de modifications épigénétiques dans le 

développement de cancer, notamment par la transcription de gènes pro-prolifératifs et anti-

apoptotiques. Les dernières années de recherche ont démontré que des facteurs épigénétiques 

pouvaient être responsables du développement et de la progression de l’HTAP. En ce sens, 

nous nous sommes intéressés au facteur épigénétique EZH2 (Enhancer of Zeste Homologue 

2) fortement impliqué dans la prolifération et la survie cellulaire dans de nombreux cancers, 

faisant de lui une cible préférentielle des thérapies anticancéreuses. Étant donné le phénotype 
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pro-prolifératif et résistant des CMLAPs-HTAP, EZH2 constitue une cible à étudier dans le 

remodelage vasculaire.  

De plus, la littérature rapporte un effet cardioprotecteur d’EZH2 face à l’hypertrophie et la 

fibrose dans le tissu cardiaque. Bien que l’HTAP soit une pathologie vasculaire avant tout, 

les patients décèdent d’une défaillance cardiaque droite. Le ventricule droit n’étant plus apte 

à s’adapter, accumule de la fibrose rendant la contraction laborieuse ce qui mène à la 

défaillance cardiaque droite. À la vue de son rôle de protecteur cardiaque décrit dans la 

littérature, nous avons également étudié sa potentielle implication dans l’hypertrophie et la 

fibrose cardiaque HTAP.  

Dans un premier volet de l’étude, nous avons démontré qu’EZH2 est surexprimé dans les 

cellules musculaires lisses des artères pulmonaires de patients HTAP et de modèles 

expérimentaux. In vitro, l’inhibition d’EZH2 diminue la prolifération et la résistance à 

l’apoptose des cellules musculaires lisses HTAP comparativement aux cellules contrôles. Par 

une approche multiomique, nous avons démontré que l'inhibition d'EZH2 diminue 

l’expression de nombreux facteurs impliqués dans la progression du cycle cellulaire, y 

compris les cibles E2F, ainsi que des protéines impliquées dans la fonction mitochondriale.  

De plus, nous avons également démontré que l’inhibition d’EZH2 altère la bioénergétique 

des CMLAPs-HTAP.   

Dans le second volet de notre étude, nous avons démontré qu’EZH2 se retrouve surexprimé 

dans les ventricules droits compensés des patients et des modèles expérimentaux. Nous avons 

démontré qu’une inhibition de l’expression d’EZH2, in vitro, favorise l’hypertrophie 

cellulaire. D’un point de vue mécanisme cellulaire, EZH2 est régulé par l’ARN long non 

codant H19, plus précisément son micro-ARN : miR-675. Nous avons démontré que cette 

régulation passe par l’intermédiaire du facteur de transcription E2F1 qui régulé par miR-675 

va réguler à son tour l’expression d’EZH2.  

L’inhibition d’H19 in vivo induit la surexpression d’E2F1 et d’EZH2 et démontre un effet 

thérapeutique cardioprotecteur bénéfique dans deux modèles expérimentaux de défaillance 

cardiaque droite. 
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Pour conclure, les deux volets de notre étude nous permettent de mettre en évidence une 

implication d’EZH2 dans le phénotype pro-prolifératif et anti-apoptotique des CMLAPs-

HTAP et également un rôle protecteur de la fonction ventriculaire droite. Ainsi, cela ouvre 

de nouvelles possibilités de découvertes thérapeutiques.  
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Abstract 

Pulmonary arterial hypertension (PAH), characterized by a mean pulmonary arterial pressure 

(mPAP) greater than 20mmHg at rest, is a progressive and fatal condition. The progressive 

increase in pulmonary artery pressure is the result of sustained vasoconstriction associated 

with a deep remodeling of the distal pulmonary arteries. Vascular remodeling is mainly due 

to abnormal proliferation and increased survival of pulmonary artery smooth muscle cells 

(PASMCs). Vascular remodeling and vasoconstriction cause progressive obstruction of the 

pulmonary arteries, promoting an increase in pulmonary vascular resistance. This progressive 

increase in pulmonary vascular resistance affects the right ventricle (RV) forcing it to 

compensate by hypertrophy to maintain its functions. However, as the disease progresses, 

the arterial obstruction worsens, making right cardiac compensation more difficult, which 

will ultimately lead to the death of patients from right heart failure. 

To date, the therapeutic tools used only target vascular tone by promoting vasodilation. 

However, this therapeutic strategy poorly improves patient survival rates, which makes the 

need to develop new strategies targeting pulmonary artery obstruction urgent. 

 

The remodeling being the consequence of a high proliferation and an important cell survival 

highlights some similarities with cancer. Indeed, some deregulated cell pathways in cancer, 

such as cell proliferation or survival, are also deregulated in pulmonary arterial hypertension. 

The scientific literature increasingly demonstrates the involvement of epigenetic 

modifications in the development of cancer, through the transcription of pro-proliferative and 

anti-apoptotic genes. The last years of research have shown that epigenetic factors could be 

responsible for the development and progression of the PAH. In this sense, we were 

interested in the epigenetic factor EZH2 (Enhancer of Zeste Homologue 2) strongly involved 

in cell proliferation and survival in many cancers, making it a preferential target for 

anticancer therapies. Given the hyper-proliferative and resistant phenotype of PAH-

PASMCs, EZH2 constitutes a target to be studied in vascular remodeling. 

 

In addition, the literature reports a cardioprotective effect of EZH2 against hypertrophy and 

fibrosis in heart tissue. Although PAH is primarily a vascular disease, patients die of right 

heart failure. As the right ventricle is no longer able to adapt, fibrosis accumulates making 
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ventricular contractility difficult which leads to right heart failure. In view of its role as a 

cardiac protector described in the literature, we investigated its potential involvement in 

cardiac hypertrophy and fibrosis in PAH. 

 

In a first part of our study, we demonstrated that EZH2 is overexpressed in PAH-PASMCs 

from patients and in experimental models. In vitro, EZH2 inhibition decreases the 

proliferation and resistance to apoptosis of PAH-PASMCs compared to control cells. A 

multi-omic approach has made it possible to highlight multiple targets of EZH2, like targets 

of the transcription factor E2F1, involved in the regulation of the cell cycle, as well as 

proteins involved in mitochondrial function. In addition, we have also shown that inhibition 

of EZH2 alters PAH-PASMCs bioenergetics. 

 

In a second part of our study, we demonstrated that EZH2 is overexpressed in compensated 

right ventricles in PAH patients and in experimental models. We have shown that inhibition 

of EZH2 expression in vitro promotes cell hypertrophy. From a cellular mechanism point of 

view, EZH2 is regulated by the long non-coding RNA H19, more precisely its microRNA: 

miR-675. We have demonstrated that this regulation is mediated by the transcription factor 

E2F1 which, regulated by miR-675, will in turn regulate the expression of EZH2.  

Inhibition of H19 in vivo induces E2F1 and EZH2 overexpression and demonstrates a 

beneficial cardioprotective therapeutic effect in two experimental models of right heart 

failure.  

 

In conclusion, the two parts of our study allow us to demonstrate an involvement of EZH2 

in the pro-proliferative and anti-apoptotic phenotype of PAH-PASMCs and a protective role 

of right ventricular function. Thus, these results open new possibilities for therapeutic 

discoveries. 
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Avant-propos 

Cette thèse présente mes travaux effectués au cours de mon doctorat en médecine 

moléculaire. Au cours de mes études, j’ai eu l’opportunité de publier 2 articles, en tant que 

première auteure et co-premier auteur, qui seront présentés dans les chapitres I et II. Ainsi 

que 6 articles référencés en annexe, pour lesquels j’ai participé à l’acquisition de données. 

 

Chapitre I 

Publié dans Int. J. Mol. Sci. 2021, 22 

Implication of EZH2 in the pro-proliferative and apoptosis-resistant phenotype of 

pulmonary artery smooth muscle cells in PAH: a transcriptomic and proteomic 

approach. 

Karima Habbout, Junichi Omura, Charifa Awada, Alice Bourgeois, Yann Grobs, Vinod 

Krishna, Sandra Breuils‑Bonnet, Eve Tremblay, Ghada Mkannez, Sandra Martineau, Valérie 

Nadeau, Florence Roux-Dalvai, Mark Orchowski, Jey Jeyaseelan, David Gutstein, François 

Potus, Steeve Provencher, Sébastien Bonnet, Roxane Paulin, and Olivier Boucherat.  

Pour ce projet, j’ai effectué la majorité de l’acquisition et l’analyse des données.  Quelques 

données in vitro ont été réalisées par certains membres de l’équipe. Le Dr. Boucherat a 

supervisé l’ensemble des travaux et rédigé la version finale du manuscrit. 

 

 

Chapitre II 

Ce chapitre présentera certains résultats extraits de l’article suivant : 

Publié dans Circulation. 2020 Oct 13;142(15):1464-1484. 

Identification of The Long Non-Coding RNA H19 as a New Biomarker and Therapeutic 

Target in Right Ventricular Failure in Pulmonary Arterial Hypertension.  

Junichi Omura, # Karima Habbout, # Tsukasa Shimauchi, Wen-Hui Wu, Sandra Breuils-

Bonnet, Eve Tremblay, Sandra Martineau, Valérie Nadeau, Kassandra Gagnon, Florence 

Mazoyer, Jean Perron, Francois Potus, Jian-Hui Lin, Hamza Zafar, David G. Kiely, Allan 

Lawrie, Stephen L. Archer, Roxane Paulin, Steeve Provencher, Olivier Boucherat, Sébastien 

Bonnet. #Ces auteurs ont contribué de façon équivalente au projet. 
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Pour ce projet, j’ai effectué l’acquisition et l’analyse de données in vitro en relation avec 

EZH2. Dr Omura Junichi a contribué à l’acquisition et l’analyse des données in vivo en lien 

avec H19 ainsi qu’à la réalisation des figures et la rédaction du manuscrit. De nombreuses 

personnes ont contribué à l’avancement du projet, dans la réalisation et l’acquisition de 

données. Les Dr Bonnet et Boucherat ont supervisé l’ensemble des travaux. 

L’article intégral est inséré en annexe I.  

 

Articles en annexe 

 

Annexe I 

Publié dans Circulation. 2020 Oct 13;142(15):1464-1484. 

Identification of The Long Non-Coding RNA H19 as a New Biomarker and Therapeutic 

Target in Right Ventricular Failure in Pulmonary Arterial Hypertension.  

Junichi Omura, # Karima Habbout, # Tsukasa Shimauchi, Wen-Hui Wu, Sandra Breuils-

Bonnet, Eve Tremblay, Sandra Martineau, Valérie Nadeau, Kassandra Gagnon, Florence 

Mazoyer, Jean Perron, Francois Potus, Jian-Hui Lin, Hamza Zafar, David G. Kiely, Allan 

Lawrie, Stephen L. Archer, Roxane Paulin, Steeve Provencher, Olivier Boucherat, Sébastien 

Bonnet. #Ces auteurs ont contribué de façon équivalente au projet. 

 

 

Annexe II 

Publié dans Eur Respir J. 2021 Jan 14;2003271. 

(R)-Crizotinib Predisposes to and Exacerbates Pulmonary Arterial Hypertension in 

Animal Models. 

Charifa Awada, Yann Grobs, Wen-Hui Wu, Karima Habbout, Charlotte Romanet, Sandra 

Breuils-Bonnet, Eve Tremblay, Sandra Martineau, Roxane Paulin, Sébastien Bonnet, Steeve 

Provencher, François Potus and Olivier Boucherat. Potus and O. Boucherat contributed 
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Introduction 

1.Le système pulmonaire et le système cardio-vasculaire 

Les poumons et le cœur travaillent de concert afin d’acheminer l’oxygène à tout l’organisme. 

Ces deux systèmes ont des rôles bien définis dans ce partenariat, nous nous proposons de les 

présenter ci-après.  

 

1.1 Le système pulmonaire 

1.1.1 Anatomie des poumons 

Les poumons sont contenus dans la cage thoracique et sont essentiels aux échanges gazeux1. 

Il s’agit d’organes pairs enveloppés dans deux feuillets protecteurs constituant la plèvre 

(figure 1). La plèvre est constituée d’un feuillet viscéral et d’un feuillet pariétal.  

Les deux poumons sont séparés l’un de l’autre par le médiastin (contenant le cœur et les 

grands vaisseaux). À leur base, les poumons sont en rapport avec le diaphragme qui sépare 

la cage thoracique de l’abdomen.  

 

 

 

Figure 1. Les poumons humains. 

Les poumons droit et gauche sont enveloppés dans les feuillets pleuraux (viscéral et pariétal) et sont séparés 

par le médiastin. Figure adaptée de la figure initiale2. 
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Le poumon droit compte trois lobes (supérieur, moyen et inférieur) tandis que le poumon 

gauche n’en compte que deux (supérieur et inférieur). Les lobes sont séparés par des scissures 

au nombre de deux à droite et une seule à gauche. Chaque lobe pulmonaire est divisé en 

plusieurs segments selon son orientation (antérieure-postérieur et apical-médial-basal)2.  

 

La partie respiratoire proprement dite est constituée des bronches qui se divisent en 

bronchioles à mesure qu’elles s’insinuent dans le tissu pulmonaire pour finir en alvéoles3,4. 

Les alvéoles sont des structures sous forme de petits polygones aux bords plats5,6 (souvent 

représentées sous forme de grappe) au contact des vaisseaux sanguins, permettant l’échange 

gazeux. La surface totale que représente les alvéoles est d’environ 130m2 permettant un 

échange gazeux efficace. 

 

1.1.2 Physiologie pulmonaire 

Les poumons permettent l’oxygénation du sang qui alimente tout l’organisme. Le sang 

pauvre en oxygène est acheminé du cœur droit aux poumons par l’artère pulmonaire7. Celle-

ci se divise en un réseau de capillaires au niveau des alvéoles et permet les échanges gazeux.  

Une fois le sang réoxygéné, les veines pulmonaires vont apporter le sang au cœur gauche qui 

redistribuera celui-ci à tous les organes7. Ce circuit nommé, circulation pulmonaire ou petite 

circulation, a été découvert en 1242 par le médecin égyptien Ibn Nafis8,9. 

 

1.1.2.a La mécanique ventilatoire 

La respiration, mécanisme inconscient et rythmique, est régulée par la composition chimique 

du sang détectée par des chémorécepteurs et par des centres respiratoires nerveux10,11. La 

fréquence respiratoire est de 14 à 18 mouvements respiratoires par minute.  

L’inspiration est la résultante de la contraction des muscles ventilatoires (intercostaux et 

diaphragme) qui crée un gradient de pression favorisant l’entrée d’air dans les poumons10. 

La pression négative régnant dans le thorax, crée par la contraction des muscles, aide à 

remplir les poumons. En effet, la pression négative dans le thorax au moment de l’inspiration 

est plus basse que la pression atmosphérique, l’air est alors attiré dans les poumons afin 

d’équilibrer les pressions. L’inspiration est active et nécessite la contraction des muscles alors 



 

3 

que l’expiration est passive car elle est due au relâchement des muscles10. L’expiration crée 

une pression positive forçant l’air à quitter les poumons. Cependant, une expiration forcée 

peut être réalisée en faisant intervenir les muscles intercostaux et abdominaux. En parallèle, 

les centres respiratoires nerveux et les chémorécepteurs transmettent au cerveau les signaux 

nécessaires à la modulation de la respiration en fonction de la demande métabolique10. Cette 

coopération permet de maintenir une oxygénation adéquate et une élimination du dioxyde de 

carbone de façon optimale12.  

 

1.1.2.b Les échanges gazeux 

Les alvéoles sont les unités respiratoires pulmonaires, celles-ci sont en contact étroit (environ 

1 micromètre d’épaisseur) avec le réseau vasculaire amenant le sang pauvre en oxygène aux 

poumons. Les échanges gazeux entre les alvéoles et les capillaires se font suivant un gradient 

de pression (de la plus haute à la plus basse). Pour assurer un bon échange gazeux il est 

primordial que les alvéoles soient à la fois ventilées et perfusées13.  

La pression partielle du dioxygène dans les alvéoles est d’environ 100mmHg alors que dans 

les capillaires elle est de 40mmHg, le dioxygène va donc diffuser dans le capillaire14. À 

contrario, la pression partielle du dioxyde de carbone dans les alvéoles est de 40mmHg et de 

46mmHg dans les capillaires, le dioxyde de carbone va donc diffuser dans les alvéoles 

suivant le gradient de pression14. À noter que le temps de contact entre les alvéoles et le sang 

est d’environ 0,75 seconde mais seulement un tiers de ce temps-là est nécessaire pour 

atteindre l’équilibre des pressions.  

 

1.2 Le système cardio-vasculaire 

1.2.1 Structure cardiaque 

1.2.1.a Anatomie interne 

Le cœur est un muscle creux, situé dans le centre du thorax en arrière du sternum15. Celui-ci 

est composé de quatre chambres : deux oreillettes et deux ventricules. Il  recueille le sang et 

le propulse ensuite dans les artères15 (figure 2).  



 

4 

Les oreillettes sont séparées des ventricules par des valves auriculo-ventriculaires ayant pour 

rôle d’éviter le reflux sanguin. Sous l’effet des contractions cardiaques, le sang ne peut donc 

circuler que dans un seul sens.  

La valve entre l’oreillette droite et le ventricule droit est nommée la valve tricuspide tandis 

que la valve côté cœur gauche est la valve mitrale15,16. Des valves sont aussi présentes à la 

sortie des ventricules, la valve aortique entre le ventricule gauche et l’aorte ainsi que la valve 

pulmonaire entre le ventricule droit et l'artère pulmonaire16.  

 

 

Figure 2. Anatomie cardiaque. 

Nous retrouvons les quatre chambres cardiaques ainsi que plusieurs éléments vasculaires tel que l’artère aorte, 

la veine cave supérieure et inférieure.  Image extraite de17. 

 

La partie droite du cœur est reliée à la circulation pulmonaire (décrite précédemment) et la 

partie gauche à la circulation systémique (voir 1.2.2.a La circulation systémique). Les deux 

parties cardiaques sont séparées par le septum interventriculaire. À noter que la paroi 

ventriculaire gauche est plus épaisse et plus musclée que celle du ventricule droit. Cette 

musculature supplémentaire est due au fait que ce ventricule gauche fournit le sang à tous les 

organes via l’aorte et celui-ci est soumis à des contraintes de pressions élevées favorisant son 

hypertrophie physiologique. 
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Le cœur est irrigué par les artères coronaires pour l’apport en nutriment et par les veines 

coronaires pour l’élimination des déchets15,16,18. Ce réseau d’artères et de veines court sur la 

surface du muscle cardiaque15.  

L’artère coronaire principale gauche permet de fournir 80% du flux sanguin au muscle 

cardiaque15 tandis que l’artère coronaire droite fournit principalement le ventricule et 

l’oreillette droite ainsi que la partie inférieur du ventricule gauche15,16,18. Le sang veineux est 

récupéré par les veines coronaires pour ensuite se jeter dans l’oreillette droite15,16,18 à des fin 

de réoxygénation. 

 

1.2.1.b Structure de la paroi cardiaque 

Le cœur est composé de trois couches distinctes ayant un rôle précis : le péricarde, le 

myocarde et l’endocarde19,20 (figure 3).  

Le péricarde, couche la plus externe, représente l’enveloppe qui protège le cœur19 et le 

maintien en place dans le thorax. Cette enveloppe est composée de deux feuillets, le péricarde 

fibreux (ou péricarde épais) et le péricarde séreux20. Le péricarde séreux est lui-même 

composé de deux feuillets : le feuillet viscéral qui enveloppe le cœur (aussi nommé épicarpe), 

et le feuillet pariétal qui recouvre la face interne du péricarde fibreux20. Le péricarde fibreux 

et séreux forme un espace nommé l’espace péricardique contenant du liquide20 pour éviter 

les frottements lors du cycle cardiaque. 

Le myocarde est composé de fibres musculaires striées, appelées cardiomyocytes19, ainsi que 

de fibroblastes et permet la contraction cardiaque. 

L’endocarde, composé de cellules endothéliales, tapisse la face interne du myocarde19,20 et 

est directement au contact du sang. 
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Figure 3. La structure de la paroi cardiaque. 

Image tirée de21 et initialement adaptée des images de la base Servier Medical Art. 

 

1.2.2 Physiologie cardiaque 

De façon schématique, le cœur comporte deux pompes propulsives à fonctionnement 

alternatif. La pompe droite assurant la circulation pulmonaire et la pompe gauche assurant la 

circulation systémique.  

 

1.2.2.a La circulation systémique 

À la sortie du ventricule gauche le sang est propulsé dans tout l’organisme par l’artère aorte. 

L’artère aorte se divise en plusieurs branches et alimente tous les organes en oxygène et en 

nutriments. Le sang issu de ces organes est pauvre en oxygène et riche en déchets et dioxyde 

de carbone. Celui-ci est collecté par les veines caves supérieure et inférieure ramenant le sang 

dans l’oreillette droite puis dans le ventricule droit. Le sang veineux sera finalement propulsé 

dans l’artère pulmonaire pour être oxygéné par le tissu pulmonaire. Au niveau pulmonaire, 

le sang passe des artères aux capillaires en contact avec les alvéoles, permettant de 

réoxygéner le sang. Le sang riche en oxygène revient à l’oreillette gauche par les veines 
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pulmonaires (au nombre de 4) puis rentre dans le ventricule gauche après contraction de 

l’oreillette pour ensuite reprendre le même circuit22. 

 

1.2.2.b La révolution cardiaque ou cycle cardiaque 

Le cœur enchaine par alternance des phases de contraction et de relaxation. La phase de 

contraction cardiaque, nommée systole, correspond à la contraction des cardiomyocytes 

entraînant une diminution du volume des cavités cardiaques favorisant l'éjection du sang. La 

phase de relaxation, nommée diastole, correspond à la relaxation du myocarde favorisant un 

remplissage des cavités. Le cœur assure un débit pulsatile et cyclique, d’où le terme de cycle 

cardiaque. Celui-ci est décomposé en 4 temps 23,24:  

 

1. La contraction isovolumétrique : survient après la contraction de l’oreillette, le sang se 

retrouve dans le ventricule. L’onde de stimulation myocardique atteint le ventricule, celui-ci 

se contracte, c’est le début de la systole ventriculaire. Le sang se retrouve comprimé, la 

pression intra-ventriculaire augmente rapidement et dépasse la pression qui règne dans 

l'oreillette. Cela induit la fermeture des valves auriculo-ventriculaires empêchant tout reflux 

dans l’oreillette. Il faut un certain temps pour que la pression dans le ventricule gauche 

atteigne puis dépasse la pression aortique (ou pulmonaire) entraînant ainsi une ouverture de 

la valve aortique (ou pulmonaire). Ainsi, durant le début de la systole ventriculaire, le volume 

de sang emprisonné dans le ventricule par la fermeture de la valve mitrale ne peut pas sortir 

par l'aorte, il y a contraction sans pour autant que le volume ne change, c’est la contraction 

isovolumétrique.  

 

2. La systole ventriculaire débute lorsque la pression dans le ventricule devient supérieure à 

celle dans l’aorte (ou dans l’artère pulmonaire) permettant l’ouverture de la valve aortique 

(ou pulmonaire). Le volume de sang éjecté par le ventricule à chaque contraction, nommé 

volume d'éjection systolique (VES), ne constitue qu'une fraction du volume contenu dans les 

ventricules. Le volume résiduel constitue un volume de réserve pour augmenter le volume 

d'éjection si nécessaire. 
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3. La relaxation isovolumétrique : juste après la fermeture des valves aortique et pulmonaire, 

le sang ne peut ni sortir, ni entrer dans les ventricules. La pression dans les ventricules 

diminue très rapidement. Durant quelques centièmes de secondes la pression 

intraventriculaire reste trop élevée pour que les valves auriculo-ventriculaires puissent 

s'ouvrir. Cette étape constitue le premier temps de la diastole ventriculaire 

 

4. Le remplissage ventriculaire, divisé en 2 phases, rapide et lente. Lorsque la pression 

intraventriculaire devient inférieure à la pression dans les oreillettes, les valves auriculo-

ventriculaires s'ouvrent et le sang est propulsé dans les ventricules.  

 

Lors d’une auscultation cardiaque nous pouvons entendre deux bruits cardiaques bien 

distincts. Le premier correspond à la fermeture des valves auriculo-ventriculaire. Celui-ci, 

nommé B1 (bruit 1), est plus sourd que le second, et marque le début de la systole 

ventriculaire. Le second bruit (B2), est plus court et correspond à la fermeture des valves 

aortique et pulmonaire. Il marque la fin de la systole ventriculaire et le début de la diastole. 

 

1.2.2.c La fonction cardiaque et les paramètres hémodynamiques 

Le débit cardiaque 

Le débit cardiaque représente le volume de sang expulsé par unité de temps et est exprimé 

en L/min. Il est calculé à partir de la fréquence cardiaque (battements par minute) multipliée 

par le volume de sang éjecté par les ventricules au cours d’une systole (volume d’éjection 

systolique)25–27.  

 

                  Q   =        Fréquence Cardiaque     x      Volume éjection systolique 

                 L / min            battements / min                      L / battement 

 

L’être humain à un débit cardiaque moyen de 5 L/min au repos. Le débit cardiaque peut être 

influencé par l’exercice physique, la contractilité cardiaque ou encore la capacité de 

remplissage et d’éjection des ventricules27. 
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La précharge et la postcharge 

La précharge correspond au degré d’étirement du muscle cardiaque au moment où le sang 

rentre dans les ventricules, alors que la postcharge correspond à la force qui s’oppose à 

l’écoulement du sang lors de son éjection des ventricules26,27. Le débit cardiaque va varier en 

fonction de ces deux paramètres. En effet, si la postcharge augmente (par exemple dans des 

cas d’hypertension artérielle) et la précharge diminue (par exemple lors d’une importante 

déshydratation) le débit cardiaque tendra à diminuer26,27.  

 

1.2.3 Le système vasculaire  

Les vaisseaux sont des tubes flexibles permettant la circulation du sang à travers tout 

l’organisme en circuit fermé. Ceux-ci permettent l’approvisionnement en oxygène et 

nutriments aux organes et le rapatriement des déchets et du sang désoxygéné aux poumons.  

 

1.2.3.a Les artères et les capillaires  

Les artères conduisent le sang oxygéné du cœur aux différents organes28–30 exceptés les 

artères pulmonaires qui conduisent le sang pauvre en oxygène aux poumons. Le sang est 

ensuite remis aux organes par les capillaires.  

 

D’un point de vue structurale les artères sont composées de 3 couches28–30 (figure 4) :  

 

- L’intima, couche au contact direct du sang, composée de cellules endothéliales 

entourée d’une fine couche élastique nommée limitante élastique interne. Cet 

endothélium, d’une épaisseur comprise entre 0,1 à 1 µm d’épaisseur, joue un rôle 

dans l’inhibition de la formation de thrombus via la présence d’une couche d’une 

glycoprotéine, le glycocalyx.  

 

- La media, constituée principalement de cellules musculaires lisses arrangées de façon 

circulaire autour du vaisseau ainsi que de fibres de collagène. La media est entourée 

d’une limitante élastique externe. Les cellules musculaires lisses permettent de 

modifier le diamètre de l’artère en fonction de la demande physiologique. 
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- L’adventice (ou tunique externe) est constituée de fibres de collagène et d'élastine 

permettant d’ancrer le vaisseau aux tissus environnants.  

L’intérieur d’une artère est nommé lumen ou lumière artérielle. 

 

D’un point de vue fonctionnelle, les artères distribuent le sang oxygéné du cœur aux organes 

ainsi que le sang désoxygéné du cœur droit aux poumons. Celles-ci du fait de leur structure 

sont aptes à supporter une forte pression sanguine en leur bord. 

 

Les artères dont le diamètre dépassent 1mm sont irriguées par des vaisseaux nommés vasa 

vasorum, ceux-ci ont pour rôle d’apporter les nutriments et l’oxygène aux grosses artères31.  

 

Les capillaires sont les plus petits vaisseaux de l’organisme et facilitent les échanges (gazeux 

et nutritifs) entre les tissus et le sang32. Elles sont composées d’une seule couche de cellules 

endothéliales. Dans le système circulatoire, les capillaires vont merger en veinules puis en 

veines afin de ramener le sang pauvre en oxygène au cœur droit28.   

 

1.2.3.b Les veines  

Après avoir traversé les organes, le sang est récolté dans des veinules pour ensuite rejoindre 

des veines et être ramené au cœur droit. 

La composition des veines ressemble à celle des artères (figure 4) mais avec très peu de 

cellules musculaires lisses ce qui les rend inaptes à la constriction. Néanmoins celles-ci 

peuvent se dilater de façon importante permettant ainsi d’être un réservoir de sang. En effet, 

il est à noter qu’environ 70% du volume sanguin est contenu dans le système veineux. 

L’intima composée de cellules endothéliales se retrouve au contact du sang. La media, plus 

fine que dans les artères, est composée de cellules musculaires lisses avec peu de fibres 

élastiques. L’adventice est plus épaisse dans les veines afin d’éviter à la veine de collapser et 

assure un rôle de protection car celle-ci se trouve plus en superficie.  

 

Les veines des membres inférieures sont munies de valves permettant de prévenir le retour 

sanguin vers le bas par gravité29. De plus, le retour veineux est uniquement réalisé par les 

veines car les battements cardiaques n’interviennent pas dans ce processus.  
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Pour les veines aussi de gros diamètre, les vasa vasorum sont responsables de leurs apports 

en nutriments et oxygène. 

 

      

Figure 4. Structure histologique de la paroi des vaisseaux. 

Schéma de la structure histologique des artères et veines ainsi que des capillaires33. 
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2. L’hypertension pulmonaire 

2.1 Introduction 

L’hypertension pulmonaire (HP) est un terme général englobant plusieurs groupes de 

pathologies progressives ayant en commun une augmentation de la pression dans la 

circulation pulmonaire. À Genève en 1973, durant le premier symposium mondial sur 

l’hypertension pulmonaire, celle-ci a été définie comme une pathologie présentant une 

pression pulmonaire moyenne ≥25mmHg et fut catégorisée en 2 groupes :  

1) l’hypertension pulmonaire primaire, dont la cause était connue  

2) l’hypertension pulmonaire secondaire, dont la cause n’avait pas été identifiée34.  

Cependant, avec l’avancement des recherches et des découvertes la classification a subi des 

changements et c’est ainsi que la classification la plus récente compte 5 groupes 

d’hypertension pulmonaire. Cette classification permet de regrouper les HP en fonction de 

leurs caractéristiques hémodynamiques, physiopathologiques ou encore en fonction de leur 

prise en charge35 (figure 5). 

 

Cette classification comprend donc les cinq groupes suivants que nous nous proposons de 

décrire :  

Groupe 1 : L’hypertension artérielle pulmonaire 

 Groupe 1’ : Maladie veino-occlusive pulmonaire et/ou hémangiomatose capillaire 

pulmonaire 

Groupe 1’’ : Hypertension pulmonaire persistante du nouveau-né 

Groupe 2 : L’hypertension pulmonaire due à une maladie cardiaque gauche 

Groupe 3 : L’hypertension pulmonaire secondaire à une maladie pulmonaire chronique ou 

hypoxique 

Groupe 4 : L’hypertension pulmonaire secondaire à une thromboembolique chronique 

Groupe 5 : L’hypertension pulmonaire dont les mécanismes sont incertains 
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Figure 5. Classification des différents groupes d’hypertension pulmonaire. 
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2.2 Groupe 1 : Hypertension artérielle pulmonaire  

Ce groupe fait l’objet d’une étude plus approfondie à la partie 3.  

L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) est une pathologie progressive affectant 15 à 

25 cas par milions36 avec un ratio de femmes touchées plus élevé comparativement aux 

hommes37.  

Depuis le dernier symposium mondial sur l’hypertension pulmonaire en 2018, ce groupe est 

maintenant caractérisé par une pression artérielle pulmonaire supérieure à 20mmHg au 

repos38. Cette pression élevée, due à l’obstruction progressive des artères pulmonaires, 

conduit à une défaillance cardiaque droite et ultimement au décès des patients39.  

Dans ce groupe, plusieurs sous-groupes ont été créé en fonction des similarités 

physiopathologiques, histologiques et de leur pronostique (figure 6).   

 

 

Figure 6. Groupe 1 de la classification : Hypertension artérielle pulmonaire.  

 

2.2.1 L’hypertension artérielle pulmonaire idiopathique 

Le sous-groupe d’hypertension artérielle pulmonaire idiopathique englobe toutes les HTAP 

dont les causes ne sont pas connues et dont il n’y a pas de composante héréditaire ni de 

facteur de risques. Cette sous-catégorie fait écho au groupe de l’hypertension pulmonaire 

secondaire de 1973. L’HTAP idiopathique dénombre environ 4 à 6 cas par millions dans le 

monde avec une proportion plus élevée de femmes40. Aux États Unis, le taux de mortalité de 

146 morts par années.  
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2.2.2 L’hypertension artérielle pulmonaire héréditaire 

Une mutation sur le récepteur BMPR2 (Bone morphogenic protein receptor type 2), membre 

de la super famille des tumor growth factor (TGF)-β, représente 70% à 80% des cas familiaux 

d’HTAP41,42. Parmi cette super famille des TGF-β, des mutations rares sur certains membres 

comptent pour 5% des patients malades tels que ALK1 (activin-like receptor kinase-1), ENG 

(endogline) et SMAD941. Un pourcentage plus faible de patients ne présente pas de mutations 

sur les gènes déjà référencés associes à des pathologies, cependant de nouvelles mutations 

ont été découvertes sur des gènes différents tels que CAV143,44 ou bien KCNK345 (codant 

pour un canal potassique). 

 

2.2.3 L’hypertension artérielle pulmonaire induite par des drogues ou toxines 

Cette catégorie inclus l’hypertension artérielle pulmonaire pouvant être induite par la prise 

de médicaments, drogues ou toxines46–48. Parmi les substances nous retrouvons les 

méthamphétamines ou encore les anorexigènes. Toutes ces substances ont été catégorisées 

en fonction de leur potentiel de risque, d’un risque certain et démontré à un risque faible ou 

nul. Parmi les molécules à risque certain, le benfluorex (connu sous le nom commercial de 

MEDIATOR), un agent hypolipidémiant-hypoglycémiant, a été associé à 85 cas d’HTAP 

identifiés en France parmi des utilisateurs de ce médicament49. Enfin, la prise de substances 

toxiques telles que la méthamphétamine ou la cocaïne a été également associée au 

développement de la pathologie50.  

 

2.2.4 L’hypertension artérielle pulmonaire associées à des pathologies 

2.2.4.a L’hypertension artérielle pulmonaire associée à des maladies du tissu conjonctif 

L’association a principalement été démontrée avec la sclérodermie et est estimée à 7-12% 

des cas atteints de la pathologie qui développent une HTAP51,52.  La sclérodermie est une 

pathologie auto-immune chronique du tissu conjonctif caractérisée par une surproduction et 

une accumulation de collagène dans les tissus.  Le pronostic pour les patients atteints d’HTAP 

associé à la sclérodermie est plus défavorable comparativement aux autres groupes de 

l’HTAP51. En effet, le taux de mortalité après un an est de 30% comparativement à 15% pour 

les patients atteints d’HTAP idiopathique. 
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2.2.4.b L’hypertension artérielle pulmonaire associée une infection par le VIH 

Dans les années 1990, la prévalence de patients atteints du VIH (virus d’immunodéficience 

acquise) et présentant une hypertension artérielle pulmonaire était de 0.5%53,54. Avec le 

développement des thérapies antirétrovirales, la prévalence est passée à 0.46%. 

L’hypertension artérielle pulmonaire apparait comme une complication rare de l’infection. 

L’amélioration de la prise en charge des patients atteints du VIH-HTAP a amélioré leur 

pronostic vital notamment grâce à l’utilisation de trithérapie antirétrovirale ainsi que le 

développement des thérapies pour l’HTAP.  

2.2.4.c L’hypertension artérielle pulmonaire associée une hypertension portale 

L’hypertension portale est caractérisée par une augmentation de la pression au niveau de la 

veine porte hépatique (supérieure à 15mmHg)55,56. La prévalence de l’association HTAP et 

hypertension portale, nommée hypertension porto-pulmonaire est de 2 à 6 %. Le cathétérisme 

droit est fortement recommandé dans ces cas afin de pouvoir mesurer avec exactitudes les 

résistances vasculaires pulmonaires. De plus, il semblerait que selon la sévérité de l’affection 

hépatique, le risque de développer une hypertension artérielle pulmonaire pourrait 

augmenter. 

2.2.4.d L’hypertension artérielle pulmonaire associée à une cardiopathie congénitale 

Une cardiopathie congénitale est une pathologie caractérisée par une malformation cardiaque 

présente à la naissance. De nos jours, cette malformation peut subsister jusqu’à l’âge adulte 

et il est estimé que 10% de ces adultes peuvent être atteints aussi d’hypertension artérielle 

pulmonaire57,58. L’évolution des traitements permettent de mieux traiter la cardiopathie 

durant l’enfance et d’améliorer le taux de survie des personnes atteintes. Cependant, la 

présence d’hypertension artérielle pulmonaire diminue la survie chez ces personnes. 

 

2.2.4.e L’hypertension artérielle pulmonaire associée à une schistosomiase 

La schistosomiase représente la seconde endémie parasitaire mondiale due à un ver, le 

schistosome59. Cette pathologie est caractérisée par un profil inflammatoire très important 

engendrant une accumulation de collagène dans les tissus. L’hypertension artérielle 

pulmonaire associée à cette parasitose a été inclus dans le groupe 1 en 2008. Environ 5% des 

personnes atteintes schistosomiase développent une hypertension artérielle pulmonaire60,61. 
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2.2.5 Sous-groupe 1’ : l’hypertension artérielle pulmonaire associée à la maladie veino-

occlusive et/ou à l’hémangiomatose capillaire pulmonaire 

Ces deux pathologies sont des pathologies rares et ont été associées et reconnues comme des 

facteurs de risques de développement de l’HTAP62. L’HTAP associée à ce sous-groupe 

ressemble à l’HTAP idiopathique cependant certaines différences que l’on peut observer 

radiologiquement expliquent que cette sous-catégorie ait été créé. 

 

2.2.6 Sous-groupe 1’’ : l’hypertension pulmonaire persistante du nouveau-né 

À la naissance, certains nouveaux nés présentent un maintien de la constriction des artères 

pulmonaires induisant une diminution du débit sanguin pulmonaire associée à une 

augmentation de la pression artérielle pulmonaire63. Au niveau cardiaque, une dérivation 

droite-gauche par le foramen ovale s’installe. Le foramen ovale constitue une jonction 

ouverte entre les deux oreillettes, à la naissance celle-ci se ferme chez les nouveaux nés sains. 

 

2.3 Groupe 2 : L’hypertension pulmonaire due à une maladie cardiaque gauche 

L’hypertension pulmonaire de groupe 2 est plus répandue que l’HTAP de groupe 1. Cette 

hypertension pulmonaire est reconnue comme étant une complication commune d’une 

cardiopathie gauche ou d’une pathologie valvulaire64,65. Parmi ces cardiopathies nous 

trouvons les dysfonctionnements systoliques et diastoliques ainsi que les pathologies 

affectant les valves cardiaques66. Environ 70% des patients atteints d’une cardiopathie 

gauche développent une hypertension pulmonaire. L’hypertension pulmonaire due à une 

cardiopathie gauche connaît une augmentation des pressions pulmonaires dû à une élévation 

des pressions dans l’oreillette gauche qui se répercute passivement sur le réseau vasculaire 

pulmonaire induisant une augmentation de la pression artérielle pulmonaire (PAP)64. Pour la 

majorité des cas, l’hypertension pulmonaire peut être reversée si les pressions dans le cœur 

gauche sont normalisées notamment après l’administration de vasodilatateurs ou de 

diurétiques67. 
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2.4 Groupe 3 : L’hypertension pulmonaire secondaire à une maladie pulmonaire 

chronique ou hypoxique 

Dans ce groupe, plusieurs pathologies pulmonaires sont à l’origine du développement de 

l’hypertension pulmonaire. C’est le cas de la bronchopneumopathie chronique obstructive 

(BPCO ou COPD chronic obstructive pulmonary disease) ou de maladies interstitielles68,69 

dont fait partie la fibrose pulmonaire idiopathique. D’autres maladies pulmonaires peuvent 

être la cause primaire de l’hypertension pulmonaire telles que : l’apnée du sommeil et 

l’exposition chronique à la haute altitude. Une hypoxie chronique s’installe favorisant le 

développement de l’hypertension pulmonaire70,71. 

Bien souvent les traitements utilisés pour le groupe 1 sont inefficaces, seul le traitement de 

la pathologie pulmonaire sous-jacente permet une amélioration de la fonction pulmonaire. 

La présence d’une hypertension pulmonaire est associée à une diminution de la survie des 

patients ainsi qu’une augmentation de complications72. 

 

2.5 Groupe 4 : L’hypertension pulmonaire secondaire à une thromboembolique 

chronique 

Ce groupe est caractérisé par la présence de caillots sanguins se formant de façon chronique 

dans les artères pulmonaires, favorisant ainsi leur obstruction. Cela induit l’augmentation des 

pressions dans les artères pulmonaires et diminue la perfusion des poumons. Environ 4% des 

patients présentant un embolisme pulmonaire développent une hypertension pulmonaire73,74. 

Le diagnostic de la pathologie se fait par imagerie en étudiant le ratio ventilation / perfusion 

(V/Q scan). Si la ventilation ne correspond pas la perfusion (ventilation normale mais faible 

perfusion) cela indique fortement la présence de caillots dans les artères. Cependant l’examen 

de prédilection utilisé est l’angiographie pulmonaire, durant lequel un agent de contraste est 

injecté au niveau des artères pulmonaires tout en prenant des radiographies afin de visualiser 

le trajet du sang dans les artères. Le plus souvent, ce test est réalisé en même temps que le 

cathétérisme cardiaque droite. Ce groupe d’hypertension pulmonaire est le seul 

potentiellement curable en utilisant une chirurgie invasive complexe : PTE (pulmonary 

thromboendarterectomy)75. La chirurgie permet de retirer les caillots sanguins dans les 

artères concernées. Cependant, le patient doit subir une chirurgie invasive à thorax ouvert et 

un bypass cœur-poumon76.  
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2.6 Groupe 5 : L’hypertension pulmonaire dont les mécanismes sont incertains 

Ce groupe regroupe toutes les hypertension pulmonaire découvertes mais dont le mécanisme 

est inconnu ou incertain. C’est un groupe hétérogène dont l’hypertension pulmonaire peut 

être associée à des désordres hématologique, systémique, métabolique ou varié77. 

Dans ce groupe, nous pouvons trouver une hypertension pulmonaire associée une anémie 

hémolytique chronique par exemple. La cause de cette hypertension pulmonaire reste encore 

peu claire à ce jour. La prévalence a été très étudiée dans l’hypertension pulmonaire associée 

à la drépanocytose qui est de 6 à 11% des patients78.  

Jusqu’à très récemment ce groupe appartenait au groupe 1 des HP, cependant, d’un point de 

vue pathologique, hémodynamique et thérapeutique, cette sous-catégorie diffère des autres 

sous catégories du groupe 1, c’est pour cela que récemment cette sous-catégorie a été 

déplacée au groupe 5. 

 

3. HTAP, l’hypertension pulmonaire de groupe 1 

3.1 Épidémiologie 

Comme cité précédemment, l’HTAP est une pathologie progressive affectant 15 à 25 cas par 

milions36 avec un ratio de femmes touchées plus élevé comparativement aux hommes37. En 

effet, selon la première étude épidémiologique de la NIH (National Institutes of Health) entre 

1981 et 1985, 7 femmes étaient atteintes d’HTAP pour 1 homme79. Les registres plus récents 

démontrent également cette prédominance féminine (environ 3,6 femmes pour 1 

homme)80,81. La distribution ethnique de la maladie représente 72,8% de caucasiens, 12,2 % 

d’afro-américains suivi de la population hispanique 8,9% et asiatique 3,3%80. 

Dans les registres, la moitié des patients HTAP présentent une forme idiopathique ou 

héréditaire, l’autre moitié présente une HTAP associée à des pathologies du tissu conjonctif 

et des cardiopathies gauches congénitales. La plus fréquente des maladies du tissu conjonctif 

associée à l’HTAP est la sclérodermie.   

Lorsque l’on s’intéresse à la survie des patients HTAP, le registre de la NIH démontrait, 

avant les années 1990, une estimation de la survie à 1 an, 2 ans et 3 ans de 68%, 48% et 34% 

respectivement82. Le registre le plus récent, comprenant tous les types d’HTAP, démontre 

une amélioration de la survie qui est estimée à 85%, 68%, 57% et 49% pour 1 an, 3 ans, 5 
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ans et 7 ans respectivement83. La moyenne d’âge des patients recevant un diagnostic d’HTAP 

idiopathique selon le registre NIH était de 35 +/- 15 ans84. Cependant, avec le temps l’âge de 

diagnostic s’est allongé allant jusqu’à plus de 65ans dans la population européenne85. 

 

3.2 Symptômes cliniques et diagnostic 

3.2.1 Symptômes cliniques 

Les symptômes que les patients présentent ne sont pas spécifiques à l’HTAP ce qui rend le 

diagnostic fastidieux à établir. Ceux-ci inclus de la fatigue, de la toux ou bien encore de la 

dyspnée symptômes très communs mais peu spécifiques86,87. Dans la liste des symptômes 

que l’on peut retrouver chez un patient nous avons aussi ceux qui indiquent un problème 

cardiaque droit tels que des œdèmes ou bien une distension abdominale88.  

Étant donné la rareté de la maladie, plusieurs autres diagnostics, plus communs, peuvent être 

envisagés avant, tel que l’asthme par exemple, et de ce fait les patients sont bien souvent 

diagnostiqués avec un retard d’environ 2 à 3 années. Les patients sont donc pris en charge à 

des stades avancées de la maladie ce qui implique une détérioration majeure de la qualité de 

vie de ceux-ci durant ce temps de prise en charge.  

 

3.2.2 Diagnostic 

Pour le diagnostic, plusieurs examen et outils médicaux sont nécessaires afin d’investiguer 

le cas d’un patient. Nous nous proposons de présenter les guides de diagnostic proposés en 

2015 par la société européenne de cardiologie et respiratoire (ESC et ERS)48.  

3.2.2.a L’électrocardiogramme 

L’électrocardiogramme (ECG) est un examen réalisé en première intention lors d’une 

suspicion d’hypertension pulmonaire. Cet examen rapide et indolore, permet d’avoir des 

indications sur la fonction cardiaque globale. Pour le diagnostic, cet examen peut indiquer si 

le patient présente des anomalies de la fonction ventriculaire. Les tracés peuvent être altérés 

dans les cas très sévères d’hypertension pulmonaire. Cependant, un ECG normal n’exclus en 

aucun cas la possibilité d’une hypertension pulmonaire.  
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3.2.2.b La radiographie thoracique  

La radiographie thoracique est un examen peu couteux et non invasif aussi réalisé en 

première intention. Cet examen permet d’observer de façon grossière l’état global du 

parenchyme pulmonaire, la taille du cœur droit et permet aussi d’analyser le tronc de l’artère 

pulmonaire. Sur la radiographie il est aussi possible de noter une raréfaction d’artères 

pulmonaires distales qui indiquerait la présente d’une hypertension pulmonaire. De plus, 

l’examen peut mettre en évidence une pathologie sous-jacente qui serait liée à une 

hypertension pulmonaire. Dans 90% des cas d’hypertension artérielle pulmonaire 

idiopathique la radiographie est anormale au moment du diagnostic89. En effet celle-ci met 

en évidence une artère pulmonaire dilatée.  Tout comme l’ECG, une radiographie thoracique 

normale n’exclus pas une hypertension pulmonaire.  

3.2.2.c Examen de la fonction pulmonaire  

L’exploration de la fonction pulmonaire ainsi que l’analyse du contenu gazeux sanguin 

permettent de déterminer s’il y a des anomalies au niveau du parenchyme pulmonaire ou bien 

au niveau des voies aériennes. Chez les patients HTAP, la diffusion gazeuse peut être 

normale néanmoins la majorité des patients présentent une diminution de la capacité de 

diffusion du monoxyde de carbone et cela est associé à un pronostic vital engagé90,91. La 

diminution de la capacité de diffusion peut être la résultante d’une pathologie associée à 

l’hypertension pulmonaire, telle que la sclérodermie ou bien des pathologies touchant le 

parenchyme pulmonaire. Une maladie pulmonaire interstitielle, comme nous l’avons vu plus 

haut, peut être associée à une hypertension pulmonaire de groupe 3. Il est possible de 

déterminer si c’est le cas chez un patient par cet examen lorsqu’on observe une diminution 

du volume pulmonaire associée à une diminution de la capacité de diffusion du monoxyde 

de carbone92. 

3.2.2.d Échocardiographie 

Bien que les examens de routine cités précédemment aident au diagnostic dans 80% des cas, 

une échocardiographie est recommandée pour certains patients. L’échocardiographie 

Doppler transthoracique est un examen non invasif permettant d’estimer la pression artérielle 

pulmonaire et ainsi de déterminer la sévérité de la pathologie. Rappelons que la fonction 

doppler d’une échographie permet de visualiser l’écoulement sanguin dans les vaisseaux. Cet 
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examen permet d’observer la morphologie du ventricule droit et plusieurs modifications 

morphologiques peuvent être mesurées chez des patients telles que : une dilatation 

ventriculaire et auriculaire, une compression du ventricule gauche durant la contraction 

cardiaque, une déviation du septum interventriculaire ou bien encore un épanchement 

péricardique. Néanmoins, dans les cas d’une hypertension pulmonaire légère ou 

asymptomatique il n’est pas souhaitable de se fier à l’estimation de la pression artérielle 

pulmonaire par cet examen.  

3.2.2.e Outils d’imagerie médicale 

Afin d’exclure toute hypertension pulmonaire de groupe 4 (hypertension pulmonaire 

thromboembolique) une scintigraphie pulmonaire est nécessaire. Avec la scintigraphie il est 

possible de déceler des perturbations de ventilation (V) et de perfusion (Q) et analyser le 

trajet du sang et de l’air dans les poumons. Le rapport V/Q représente un bon indicateur de 

l’état général du tissu pulmonaire. 

 

Le recours à la tomodensitométrie permet d’observer le réseau vasculaire, le parenchyme, le 

cœur et le médiastin et ainsi déterminer si ceux-ci ne présentent pas d’anomalies89. En effet, 

il est possible d’analyser le diamètre de l’artère pulmonaire qui peut nous indiquer si le 

patient présente une hypertension pulmonaire et identifier la cause (comme une embolie ou 

une maladie pulmonaire sous-jacente). L’examen permet aussi de poser le diagnostic d’une 

maladie pulmonaire interstitielle ou d’un emphysème en observant la structure du 

parenchyme pulmonaire.  

 

Une imagerie par résonnance magnétique (IRM) cardiaque est un examen non invasif et 

reproductible permettant d’évaluer la taille et la morphologie du ventricule droit. Cette IRM 

cardiaque permet aussi d’explorer le flux sanguin et de déterminer des paramètres 

hémodynamiques tels que le débit cardiaque ou bien le volume d’éjection ventriculaire. Pour 

les patients atteints d’HTAP, cet examen se révèle pertinent notamment dans le suivi de la 

prise en charge93–95. 

L’échographie abdominale peut elle aussi se révéler utile pour identifier des causes 

potentielles de l’hypertension. Il est ainsi possible diriger le diagnostic vers une hypertension 

portale par cet examen non invasif à l’aide d’agents de contrast96. 
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3.2.2.f Tests sanguins, immunologiques et génétiques 

Les tests sanguins ne permettent pas de poser un diagnostic, cependant ils sont nécessaires 

pour déterminer les causes ou origines de celle-ci. Par exemple, une affection thyroïdienne 

est commune dans l’HTAP et devrait être explorée lors des tests sanguins89. Les tests 

sérologiques permettent aussi de détecter une infection au VIH ou une atteinte hépatique. 

L’investigation immunologique doit être effectuée afin de diagnostiquer une potentielle 

sclérodermie. Cette pathologie peut être décelée par la présence d’anticorps antinucléaires 

dans les échantillons sanguins de patients.  

En ce qui concerne les tests génétiques ceux-ci peuvent être offerts aux patients HTAP, 

notamment pour déterminer la présence de mutations sur le gène BMPR2. Pour des patients 

jeunes (moins de 40 ans) qui ne sont pas porteurs de mutations sur le gène BMPR2, il est 

recommandé de suggérer un test génétique pour explorer d’autres gènes potentiels tels que 

ALK1, ENG ou encore KCNK3 et CAV189.  

3.2.2.g Cathétérisme cardiaque droit et réactivité vasculaire  

Le cathétérisme cardiaque droit est un examen invasif mais néanmoins indispensable au 

diagnostic de l’HTAP et de sa sévérité. Cet examen permet de mesurer de façon directe la 

pression artérielle pulmonaire et ainsi de confirmer ou infirmer un diagnostic obtenu par les 

outils précédemment cités. Associée à cet examen, il est possible de tester la réactivité 

vasculaire pulmonaire chez les patients HTAP idiopathique et héréditaire ou bien des patients 

avec une HTAP induite par des médicaments. Le test de réactivité vasculaire permettra de 

déterminer le traitement idéal pour les patients, notamment si ceux-ci présentent une 

réactivité vasculaire pulmonaire ils pourront suivre un traitement basé sur des inhibiteurs 

calciques. Le cathétérisme droit consiste à introduire un cathéter par la veine jugulaire et de 

le diriger jusqu’à l’oreillette droite puis dans le ventricule droit en passant au travers de la 

valve tricuspide (figure 7). Enfin, le cathéter est introduit dans l’artère pulmonaire en 

traversant la valve pulmonaire. Ainsi, cet examen permet une mesure précise des pressions, 

autant cardiaque droite que pulmonaire et permet de déterminer le débit cardiaque et toutes 

anomalies hémodynamiques (figure 7).  

Malgré que cela soit une méthode invasive, celle-ci reste sécuritaire avec un taux de 

morbidité  bas (1.1%) et de mortalité très bas aussi (0.055%) lorsqu’elle est réalisée dans des 

centres de diagnostic expert97. 
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Figure 7. Cathétérisme cardiaque droit et tracé représentatif.  

A gauche : Insertion du cathéter dans le ventricule droit puis dans l’artère pulmonaire. A droite : Tracés 

représentatifs des pressions dans le ventricule et dans l’artère pulmonaire.  

 

3.2.2.h Capacité à l’exercice  

La mesure de la résistance à l’effort se fait grâce au test de 6min de marche (6MWT, 6min 

walk test). Ce test fonctionnel permet de mesurer la distance que les patients peuvent réaliser 

sur une période de 6 min de marche sur tapis roulant ou sur surface plane. De nombreuses 

variables peuvent cependant venir altérer les résultats de ce test telles que l’âge, le poids, ou 

le sexe du patient. C’est pourquoi, la société thoracique américaine a publié un guide pour la 

réalisation du 6MWT afin de normaliser les résultats en fonction de plusieurs variables. Ce 

test peut aussi être associé à une exploration fonctionnelle cardiopulmonaire. Il est suggéré 

de réaliser un 6MWT de base et le répéter 3-4 mois après le début d’un traitement afin d’en 

assurer le suivi et de prédire le pronostique des patients HTAP. En effet, le suivi des patients 

après l’initiation d’un traitement est primordial afin d’observer les effets du traitement mis 

en place et de le modifier si celui-ci ne démontre pas les résultats attendus.  
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3.2.2.i Marqueurs biochimiques 

Il existe plusieurs marqueurs biochimiques qui peuvent être explorés bien que ceux-ci ne 

soient pas spécifiques à l’HTAP. Ceux-ci sont répartis en plusieurs groupes tout d’abord les 

marqueurs d’une dysfonction vasculaire qui regroupent des acteurs tels que l’endothéline 1 

ou le facteur de Von Willebrand. Le groupe des marqueurs inflammatoires englobent de 

nombreuses cytokines et des médiateurs inflammatoires comme des interleukines. Nous 

avons aussi des marqueurs du stress myocardique qui reflètent la fonction cardiaque c’est le 

cas notamment du peptide natriurétique B (BNP : brain natriuretic peptide) qui se retrouve 

augmenté lorsqu’il y a une atteinte cardiaque. Ensuite, il y a les marqueurs d’une hypoxie 

tissulaire et les marqueurs de l’atteinte d’un organe par exemple la créatinine pour une 

atteinte rénale.  

Cette liste continue sans cesse d’être mise à jour, mais néanmoins le marqueur de stress 

myocardique le plus utilisé actuellement dans les centres de diagnostic est le ratio BNP/NT-

proBNP (N Terminal proBNP). Ce ratio n’est cependant pas spécifique à l’HTAP et peut être 

élevé dans d’autres maladies cardiaques, c’est pourquoi il faut prendre ces mesures dans le 

contexte clinique d’un patient.  

 

3.3 Physiopathologie poumon - cœur  

L’obstruction artérielle est en partie issue d’une combinaison entre une augmentation de la 

prolifération et une augmentation de la survie des cellules musculaires lisses, le tout menant 

à un remodelage vasculaire39,98.  Outre le remodelage, les artères pulmonaires subissent une 

vasoconstriction jouant aussi un rôle dans l’augmentation de la pression artérielle 

pulmonaire. Cette augmentation progressive de la pression induit un remodelage du 

ventricule droit (VD) qui va, dans un premier temps, s’hypertrophier afin de maintenir le 

débit cardiaque99,100, c’est la phase de compensation. Puis le VD entrera dans une phase de 

décompensation (dite « mal adaptive » avec une chute du débit cardiaque) caractérisée par 

une augmentation de l’hypertrophie, de la fibrose et est associée à des troubles de 

perfusion101. 
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3.3.1 Le remodelage vasculaire pulmonaire  

L’augmentation des résistances vasculaires pulmonaires prend origine dans l’obstruction 

progressive des artères pulmonaires distales. Une combinaison de facteurs environnementaux 

et génétiques, affectant les cellules endothéliales et l’artère en général, semble être le point 

départ du développement de la pathologie102–105. Il s’en suit ensuite un remodelage anormale 

par hypertrophie et hyperplasie de la média artérielle106.  

 

3.3.1.a Dysfonction endothéliale  

Comme nous l’avons précisé, l’hypertension artérielle pulmonaire est caractérisée par un 

remodelage vasculaire profond ainsi qu’une constriction importante dont l’origine se 

retrouvent dans des désordres cellulaires multiples. Ce remodelage induit l’augmentation des 

résistances vasculaires pulmonaires. Au niveau cellulaire, les mécanismes exactes par 

lesquels se développent la pathologie sont encore méconnus ou incompris. Cependant, une 

théorie soulève que tout prendrait racine au niveau endothéliale (par des lésions cellulaires 

notamment) et cela se répercuterait sur les cellules musculaires lisses adjacentes favorisant 

leur prolifération.  

 

Dans le cadre de l’HTAP, c’est dans les années 1950 qu’il fut émis l’hypothèse selon laquelle 

les cellules endothéliales participeraient au développement des lésions vasculaires107,108. La 

théorie veut qu’initialement des dommages subis par les cellules endothéliales 

provoqueraient leur mort prématurée.  

Les cellules qui survivent à ces dommages se seraient adaptées et auraient acquis un 

phénotype hyper-prolifératif et résistant à l’apoptose. Ce phénotype est d’ailleurs observable 

au niveau des cellules endothéliales isolées de patients une fois misent en culture. En effet, 

celles-ci maintiennent un niveau de prolifération très élevé109, une capacité de migration plus 

importante74 ainsi qu’une résistance à l’apoptose comparativement à des cellules isolées de 

patients sains110.  

 

Les cellules endothéliales dysfonctionnelles vont participer au recrutement de cellules 

inflammatoires ainsi qu’à la sécrétion importante de facteurs pro-prolifératifs stimulant les 

cellules musculaires lisses. En effet, les cellules endothéliales étant au contact des cellules 
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musculaires lisses, celles-ci possèdent la capacité à communiquer avec elles par le biais d’une 

communication paracrine111. Ce mode de signalisation implique des molécules qui sont 

synthétisées par les cellules endothéliales et qui agissent sur les cellules musculaires lisses 

avoisinantes.  

 

D’un point de vue physiologique, la couche de cellules endothéliales est responsable du tonus 

vasculaire pulmonaire par le biais de la sécrétion de multiples molécules telles que 

l’endothéline 1 (molécule vasoconstrictrice) ou bien l’oxyde nitrique (effet 

vasodilatateur)112,113. Cependant, ces molécules peuvent aussi induire d’autres effets tels que 

la production de matrice extracellulaire par exemple.  

Parmi les agents favorisant la relaxation des vaisseaux, nous retrouvons notamment l’oxyde 

nitrique et la prostacycline. La diminution de la sécrétion de l’oxyde nitrique (agent 

vasodilatateur très important) est la résultante de la diminution de l’expression de l’oxyde 

nitrique synthase endothéliale114. Concernant la prostacycline, cette substance possède un 

effet vasodilatateur favorisant également la relaxation artérielle. Cependant, dans la 

pathologie, la prostacycline se retrouve diminuée, favorisant ainsi la constriction artérielle115. 

Enfin, l’endothéline 1, spécifiquement sécrétée par les cellules endothéliales vasculaires, est 

un agent vasoconstricteur très abondant dans le tissu pulmonaire116. 

La dérégulation de la synthèse de ces agents induit une vasoconstriction importante des 

artères pulmonaires favorisant une augmentation des résistances pulmonaires. 

 

Dans le groupe de l’hypertension artérielle pulmonaire idiopathique, les cellules 

endothéliales dysfonctionnelles sont associées à des lésions vasculaires nommées lésions 

plexiformes117 (figure 8).  

Ces lésions se retrouvent notamment au niveau des embranchements artérielles et présentent 

une structure particulièrement désorganisée117 ainsi qu’une infiltration importante de cellules 

inflammatoires. Les branches artérielles présentent des dommages très importants ainsi 

qu’une dilatation. C’est à ce niveau que les cellules endothéliales dysfonctionnelles 

prolifèrent pour former une lésion plexiforme118.  
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Dans certains cas d’hypertension pulmonaire associée à d’autres pathologies, il est également 

possible de retrouver des lésions plexiformes119.  De façon plus générale, 90% des poumons 

HTAP présentent ce type de lésion119. 

3.3.1.b Les cellules musculaires lisses  

Tout comme les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses des artères pulmonaires 

de patients préservent leur phénotype hyper-prolifératif et résistant à la mort cellulaire et cela 

même ex vivo.  

En effet, les cellules musculaires lisses des artères pulmonaires HTAP sont capables d’éviter 

l’apoptose par la présence de facteurs anti-apoptotiques surexprimés dans la pathologie tels 

que survivin120–122.  

Sous les divers signaux émis par les cellules endothéliales, les cellules musculaires se mettant 

à proliférer et vont progressivement obstruer la paroi vasculaire artérielle provoquant une 

augmentation des résistances et donc des pressions pulmonaires. Le débalancement entre la 

prolifération et l’apoptose des cellules musculaires lisses induit un épaississement de la 

media artérielle106.  

Plusieurs signaux peuvent favoriser la prolifération de ces cellules, c’est le cas notamment 

de divers facteurs de croissance et de cytokines que l’on va retrouver augmentés chez des 

patients atteints d’HTAP (comme présenté plus bas).   

Ce débalancement peut être également expliqué par des régulations épigénétiques qui 

favorise le maintien de ce phénotype, nous présenterons de façon détaillée ces régulations 

dans une partie ultérieure. 

 

Comme mentionné précédemment, associée au remodelage, les artères pulmonaires 

subissent une constriction importante. Les substances chimiques sécrétées par les cellules 

endothéliales vont agir sur les cellules musculaires lisses avoisinantes. En effet, la structure 

des cellules musculaires lisses leur permet de se contracter et ainsi jouer sur le diamètre 

vasculaire.  Ces cellules possèdent les récepteurs ETA et ETB permettant d’être sensibles à 

l’endothéline 1123. Étant donné que les patients atteints d’HTAP présentent des niveaux 

élevés d’endothéline 1124 due à la dysfonction endothéliale, cela est corrélé à l’augmentation 

des résistances pulmonaires vasculaires125.  
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Afin de permettre la contraction des cellules musculaires, l’homéostasie calcique 

intracellulaire entre en jeu notamment par une libération de calcium des réserves calciques 

intracellulaire (le réticulum endoplasmique) ou via une entrée de calcium du compartiment 

extracellulaire (à l’aide de transporteurs membranaires). Cette homéostasie peut être altérée 

par la sécrétion des agents modulateurs du tonus vasculaire comme l’endothéline 1 par 

exemple126,127. 

 

Il est à noter que le tonus vasculaire est à l’heure actuelle la cible des traitements prescrits 

chez les patients atteints d’HTAP128–130, comme nous pourrons le discuter dans une section 

prochaine. 

 

3.3.1.c L’obstruction artérielle 

Comme nous venons de le mentionner, les artères pulmonaires des patients atteints d’HTAP 

subissent une vasoconstriction importante ainsi qu’un remodelage. Cet épaississement va 

induire une résistance à l’écoulement du sang dans l’artère concernée et cette résistance à 

l’écoulement se caractérisera par une augmentation de la pression pulmonaire artérielle 

(figure 8).  

 

Concernant l’obstruction artérielle, en 1984, il fut également émis l’hypothèse que la 

présence de thrombose dans l’HTAP pouvait en être la cause131. Au cours des années qui 

suivirent, plusieurs études ont montré que des patients HTAP présentaient des lésions 

thrombotiques132–135. Malgré ce constat, le rôle de ces lésions dans le développement et la 

progression de la maladie reste à l’heure actuelle très controversé136. Associées à ces lésions 

thrombotiques, des altérations de la coagulation et de l’activation plaquettaires sont aussi 

observées dans l’HTAP. La présence de lésions thrombotiques au niveau des artères 

pulmonaires induit aussi une résistance à l’écoulement du sang et par conséquent une 

augmentation des pressions au niveau pulmonaire. 

D’autres types de lésions vasculaires, autre que les lésions plexiformes, nommées lésions 

concentriques obstructives, sont aussi détectées dans la lumière vasculaire pulmonaire 

spécifiquement117. Les lésions plexiformes et les lésions concentriques obstructives sont 

associées à l’HTAP idiopathique137.  
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De plus, nous retrouvons une infiltration de cellules inflammatoires (macrophages, cellules 

dendritiques et mastocytes) au niveau des lésions plexiformes138 ainsi que dans les espaces 

périvasculaires139. La présence de ces cellules dans les espaces périvasculaires leur permet 

de moduler la réponse inflammatoire.  

Tous ces dysfonctionnements favorisent l’obstruction des artères pulmonaires et ainsi 

contribuent à l’augmentation des résistances vasculaires pulmonaires. 

 

 

Figure 8. Physiopathologie de l’hypertension artérielle pulmonaire.  

(A) La vasoconstriction pulmonaire. (B) Remodelage vasculaire pulmonaire et inflammation. (C) 

Dysfonctionnement endothélial, prolifération et résistance à l'apoptose, déclenchés par la production aberrante 

de facteurs de croissance. (D) L'artériopathie thrombotique, un profil pathologique très répandu en 'HTAP, est 

une caractéristique physiopathologique importante de la maladie. Figure adaptée de140. 

 

3.3.2 Remodelage ventriculaire et défaillance cardiaque droite 

3.3.2.a Initiation du remodelage ventriculaire et adaptation fonctionnelle  

La cause principale du décès des patients atteints d’HTAP est la défaillance cardiaque droite. 

Le remodelage vasculaire des artères pulmonaires de ces patients est le point de départ du 

remodelage de leur ventricule droit. L’obstruction des artères augmente les résistances à 

l’écoulement du sang dans celles-ci et induit une augmentation des pressions vasculaires 

pulmonaires (figure 9).  
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Figure 9. Progression de l'HTAP et les effets sur le ventricule droit.  

À la suite d’un dysfonctionnement endothélial, les artères pulmonaires distales (AP) subissent remodelage 

vasculaire associé à une prolifération exagérée et à une résistance à l'apoptose des cellules résidentes de l'AP. 

Ce changement structurel se traduit progressivement par l'occlusion de la lumière vasculaire pulmonaire et 

contribue à l'élévation des résistances vasculaires pulmonaires (PVR) et de la pression artérielle pulmonaire. 

En raison d'une surcharge de pression, le ventricule droit (RV) compense initialement par une augmentation de 

l'hypertrophie et de la contractibilité pour maintenir le débit cardiaque (CO). Chez la plupart des patients, 

cependant, ces mécanismes compensatoires ne sont pas suffisants, s’en suit le décès prématuré du patient. 

Figure extraite de141. 

 

Dans des conditions physiologiques, la pression dans les artères pulmonaires est faible et le 

ventricule droit est très peu consommateur d’énergie bien que celui-ci éjecte la même 

quantité de sang que le ventricule gauche durant un cycle cardiaque. Lorsque la pathologie 

se développe, la pression dans les artères pulmonaires augmente et la contractilité du 

ventricule droit chute142.  
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En réponse à une augmentation des pressions, le ventricule droit s’hypertrophie et se dilate 

pour s’adapter cependant ce remodelage ventriculaire à ses limites143.  Au stade final de la 

pathologie, le débit cardiaque chute induisant une défaillance cardiaque (figure 10).  

 

 

Figure 10. Evolution du ventricule droit à la suite de l'établissement de l'HTAP.  

Le remodelage ventriculaire permet de compenser l’augmentation des pressions dans un premier temps. 

Cependant, le VD se dilate à mesure que la pathologie progresse en comprimant le comprimant le ventricule 

gauche. Finalement, la défaillance cardiaque apparait lorsque le VD ne peut plus maintenir ses fonctions.  VD : 

ventricule droit. Figure adaptée de144. 

 

D’un point de vue moléculaire, lorsque la pression artérielle pulmonaire augmente cela induit 

une série de réponses moléculaires provoquée par l’étirement de la paroi ventriculaire 

droite145. L’étirement de la paroi du ventricule est perçu par les cellules cardiaques et induit 

la génération de signaux biochimiques et électriques intracellulaires afin de permettre au tissu 

de répondre favorablement et de s’adapter à l’augmentation des pressions pulmonaires.  

Cela se traduit notamment par une modification de l’organisation du cytosquelette via une 

redistribution des microtubules permettant de soutenir la croissance des sarcomères et donc 

des myofibrilles cardiaques146,147. 

Différentes voies de signalisation intracellulaire peuvent être activées par l’étirement de la 

paroi cellulaire des suites de l’augmentation des pressions pulmonaires148–150. Cet étirement 

de la paroi est principalement transmis par les intégrines. Celles-ci sont des récepteurs 

transmembranaires permettant de faire le lien entre la matrice extracellulaire et le 
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cytosquelette151 et sont impliquées dans de nombreuses voies de signalisation intracellulaire. 

Parmi ces voies, nous retrouvons la voie des MAPKs notamment les MAPK/ERK kinases 

(MEKs) qui favorisent la stimulation de la protéine focale adhésion kinase (FAK). Ces 

acteurs moléculaires favorisent la transcription de protéines impliquées dans la dégradation 

de la matrice extracellulaire, notamment les métalloprotéinases152. Dans le ventricule droit 

hypertrophié, ces métalloprotéinases se retrouvent surexprimées et ont été associées à la 

défaillance cardiaque153,154. 

Au niveau de la membrane cellulaire des cardiomyocytes se retrouvent également des canaux 

ioniques mécano-sensibles, qui, une fois activés par l’étirement de la paroi, 

favorisent l’entrée de calcium à l’intérieur de la cellule155 potentialisant l’hypertrophie 

cellulaire156,157.  

 

D’autres voies de signalisation se retrouvent activées à la suite de l’augmentation des 

pressions dans les artères pulmonaires, notamment les voies activées par des facteurs 

inflammatoires. C’est le cas notamment de l’endothéline 1 et de l’angiotensine158 qui peuvent 

par la suite activer des récepteurs couplés à des protéines G (GPCR) et jouer sur 

l’homéostasie calcique intracellulaire en agissant sur la modulation de la voie de la CaMKII 

ainsi que de NFAT159.  

 

Lors de l’initiation du remodelage ventriculaire droit, de nombreuses voies cellulaires sont 

activées notamment par l’étirement cellulaire. Dans les premiers stades de la pathologie, le 

ventricule droit est apte à maintenir ses fonctions en s’adaptant aux pressions élevées mais 

rapidement, celui-ci n’est plus capable de maintenir ses fonctions.   

 

3.3.2.b Compensation et décompensation cardiaque droite  

Nous allons mettre en évidence les modifications profondes que le ventricule droit rencontre 

lors de la phase de compensation pour aboutir à la décompensation.  

 

La compensation du ventricule droit passe par un profond remodelage (figure 11) car celui-

ci évolue d’une fonction à basse pression à une fonction de pompe sous forte pression. Cela 

se répercute sur le stress que la paroi ventriculaire subit puisque dans un premier temps la 
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paroi va s’épaissir par hypertrophie160–164. La contractilité du ventricule va ensuite s’adapter 

à ces nouveaux paramètres structuraux145,165. L’hypertrophie du ventricule droit permet de 

compenser et de maintenir un débit cardiaque adéquat et fonctionnel de façon 

temporaire163,164. Cependant, à mesure que la pathologie progresse le ventricule droit ne 

pourra compenser totalement ce qui induira des dommages et mènera ultimement à la 

défaillance cardiaque droite161,162.  

 

     

Figure 11. Coupes transversales de cœurs de patients HTAP. 

À gauche : Le cœur d’un patient atteint d'HTAP (en coupe transversale) présentant une hypertrophie 

concentrique sévère du ventricule droit. À droite : Le cœur d’un patient atteint d'HTAP idiopathique décédé 

d'une défaillance cardiaque droite sévère. RV : Right ventricle.  Image extraite de166. 

 

Inflammation 

Comme nous l’avons mentionné précédemment, l’environnement inflammatoire important 

favorise l’accumulation de cellules inflammatoires au niveau du ventricule droit167–169, 

notamment des macrophages et des monocytes. Cette accumulation est retrouvée dans les 

tissus de patients ainsi que dans les modèles expérimentaux soulignant l’hypothèse que cette 

infiltration pourrait être délétère à la fonction ventriculaire droite. Toujours au niveau d’un 

modèle expérimental, il a été observé une augmentation de l’expression de médiateurs 

inflammatoires et une infiltration de cellules inflammatoires au niveau des zones ou les 

cardiomyocytes étaient endommagés170.  
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De nombreuses cytokines et chimiokines se retrouvent en très grande proportion au niveau 

cardiaque dans une phase de défaillance, celles-ci peuvent contribuer au remodelage 

ventriculaire171. Parmi les cytokines présentes, nous retrouvons le TNF-α (tumor necrosis 

factor α), cytokine essentielle dans plusieurs voies inflammatoires dans la défaillance 

cardiaque172.  

Le niveau circulant de TNF-α peut indiquer des détériorations cardiaques droites chez des 

patients173. Il a été également démontré une augmentation de l’expression du facteur dans les 

modèles expérimentaux notamment le modèle PAB174 ainsi que le modèle monocrotaline175.  

L’interleukine 6, comme nous l’avons mis en évidence précédemment est très présente dans 

la physiopathologie de l’HTAP. Il a été démontré dans les ventricules droits défaillants, une 

augmentation du niveau d’expression de l’IL-6176 ainsi que dans différents modèles 

expérimentaux tels que le modèle MCT177 et PAB174,178. En 2017, une étude a mis en 

évidence les niveaux élevés d’IL-6 et la détérioration des fonctions ventriculaires droites chez 

les patients HTAP179. 

D’un point de vue clinique, il est possible de mesurer le niveau plasmatique de plusieurs 

chimiokines afin de déterminer l’atteinte ventriculaire chez les patients HTAP. En effet, les 

chimiokines CXCL10 et CXCL12, importantes actrices de l’inflammation180, sont corrélées 

négativement à la fonction cardiaque droite en HTAP181. 

 

Apoptose et fibrose cardiaque 

Dans un tissu cardiaque adulte sain le processus apoptotique est quasi inexistant mais celui-

ci est très présent dans les ventricules en défaillance cardiaque182,183,184. Il a été démontré que 

le profil inflammatoire retrouvé dans le tissu ventriculaire peut favoriser l’apoptose 

notamment au niveau du modèle animal PAB185. Lorsque l’on se penche sur les causes de 

cette apoptose dans le tissu cardiaque, il a été décrit une augmentation du niveau de caspase-

3 et de Bax, deux agents pro-apoptotiques, dans les ventricules droits de rats PAB186. Ces 

modifications apparaissent environ 4 semaines après le début d’une augmentation des 

pressions pulmonaires dans ce modèle expérimental de constriction de l’artère pulmonaire187. 

Également démontré, une activation de p53 (régulateur important du cycle cellulaire ainsi 

que de l’apoptose et l’autophagie) favorise l’induction de l’apoptose par la diminution de 
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Bcl-XL(membre de la famille des Bcl-2)188. Ces études indiquent que le processus apoptotique 

est étroitement lié au remodelage ventriculaire droit. 

 

Cette apoptose prononcée dans le ventricule droit en décompensation favorise l’apparition 

de tissu fibrotique au sein de ce tissu. En effet, lors d’études histologiques sur le modèle 

expérimental Sugen-Hypoxie, il a été démontré une accumulation de tissu fibrotique au sein 

du myocarde170. Cette accumulation de fibrose est également présente dans le modèle 

expérimental PAB189. Cette fibrose retrouvée dans le ventricule droit participe à l’altération 

de la fonction cardiaque droite190, notamment au niveau de sa contractilité.  

 

Contractilité cellulaire 

La contractilité ventriculaire passe essentiellement par la régulation de l’homéostasie 

calcique intracellulaire. Dans le modèle Sugen-hypoxie, malgré que le ventricule droit 

subisse des dommages importants (comme de la fibrose ainsi que apoptose) celui-ci est 

capable d’améliorer sa fonction contractile188. Cette amélioration peut être expliquée par la 

surexpression de protéines contractiles telles que la troponine T et la tropomyosine188. La 

mesure du niveau de troponine permet de déterminer l’atteinte cardiaque droite. En effet, une 

augmentation du niveau de troponine I dans le plasma de patients est associée à une sévérité 

importante de la maladie et engage le pronostic vital191,192.  

D’un point de vue pathologique, les cardiomyocytes s’hypertrophient et présentent une 

signalisation calcique altérée193,194. Au niveau des cellules cardiaques du ventricule droit, 

l’enzyme SERCA2 (sarcoplasmic reticulum Ca2+-ATPase) responsable de l’entrée du 

calcium dans le réticulum sarcoplasmique se retrouve diminuée dans un modèle 

expérimental. Il est à noter qu’une voie thérapeutique potentielle par thérapie génique visant 

à rétablir l’expression de la protéine afin d’améliorer la fonction ventriculaire a été étudiée 

et semble prometteuse195,196. En effet, au niveau du ventricule gauche, cette voie est déjà très 

étudiée mais au niveau de la fonction ventriculaire droite, l’administration d’un AAV1-

SERCA2a a été également étudiée notamment au niveau du modèle monocrotaline194. 
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Stress oxydatif et altération de la fonction mitochondriale 

Comme nous le présenterons plus loin, le stress oxydatif est très important en hypertension 

artérielle pulmonaire. Le ventricule droit démontre une augmentation de celui-ci des suite 

d’une production accrue d’espèces réactives à l’oxygène (ROS)197. Lorsque l’on compare le 

ventricule droit et le ventricule gauche, nous pouvons noter que celui-ci est beaucoup plus 

vulnérable aux effets du stress oxydatif que le ventricule gauche198. Cette différence pourrait 

s’expliquer par le fait que le ventricule droit n’est pas apte à élever le niveau d’expression de 

facteurs antioxydants tels que la superoxyde dismutase199 par exemple.  

Rapidement après l’augmentation des pressions plusieurs gènes codant pour des acteurs du 

stress oxydatif sont surexprimés comme NOX2 (nicotinamide adenine dinucleotide 

phosphate (NADPH) oxidase 2)200, un puissant générateur de ROS201.  

L’accumulation de stress oxydatif dans le tissu ventriculaire droit favorise la mort cellulaire 

et l’accumulation de fibrose ce qui promeut la dilation et la détérioration du ventricule 

droit202,203.  

 

Puisque la mitochondrie est l’organelle majeur dans la production de ces ROS, il a été décrit 

par la suite plusieurs altérations du niveau d’expression de protéines importantes dans la 

fonction mitochondriale204.  C’est le cas de PGC1α (Peroxisome proliferator-activated 

receptor gamma coactivator 1-alpha), un puissant régulateur de la biogénèse mitochondriale, 

qui voit son expression diminuée favorisant ainsi l’apparition d’altérations mitochondriales 

dans le ventricule droit défaillant205. 

 

Adaptation métabolique  

Un ventricule droit sain puise 60-90% de son énergie dans l’oxydation des acides gras alors 

que le glucose quant à lui contribue à 10-40% de la production d’ATP206. 

Durant l’hypertrophie du ventricule droit, afin de maintenir ses fonctions, la demande en 

énergie est forte ce qui explique l’augmentation de l’assimilation du glucose207, que l’on peut 

observer chez les patients par imagerie208 mais également dans les modèles animaux209. Chez 

les modèles animaux nous retrouvons une surexpression des enzymes responsables de la voie 

glycolytique183,210. Cependant, étant donné le faible rendement en ATP que génère une 

molécule de glucose, une plus grande quantité de glucose est nécessaire, ce qui explique 
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l’augmentation de l’assimilation du glucose que l’on observe chez les patients. De plus, une 

augmentation de l’assimilation du glucose génère une production de lactate qui va engendrer 

une acidose altérant la fonction ventriculaire droite.  

Cette caractéristique peut être diminuée par l’administration des traitements usuels de 

l’HTAP208. Cependant, quand le ventricule entre en défaillance l’assimilation du glucose 

diminue211 puisque le métabolisme mitochondrial se retrouve fortement altéré.  

La pyruvate déshydrogénase kinase (PDK), protéine inhibitrice de la pyruvate 

déshydrogénase (PDH), enzyme responsable de la conversion du pyruvate en acétyl-CoA, se 

retrouve surexprimée dans le ventricule droit hypertrophié.  Lorsque la PDH est inhibée, et 

donc l’oxydation du glucose, la production d’énergie s’en retrouve réduite212 et la fonction 

ventriculaire se retrouve altérée. C’est le cas notamment de la baisse de contractilité observée 

dans le ventricule droit ainsi que la chute du débit cardiaque213. Nous pouvons observer cette 

inhibition de PDH dans le modèle monocrotaline notamment214 et une inhibition de la PDK 

pourrait être une voie thérapeutique envisageable.  

 

Une voie énergétique alternative, la glutaminolyse, permettant la conversion de la glutamine 

en métabolites nécessaires au cycle de Krebs, permet de soutenir la croissance cellulaire et 

pourrait être impliquée dans l’hypertrophie ventriculaire215. Dans le modèle monocrotaline, 

nous retrouvons une activation de la glutaminolyse notamment par une surexpression de 

transporteurs de la glutamine. Il a également été démontré qu’une inhibition de cette voie 

alternative permettait d’améliorer le débit cardiaque ainsi que l’oxydation du glucose. 

Cependant, ces voies semblent soutenir la fonction ventriculaire dans un premier temps mais 

ne permettent pas de la maintenir dans le temps.   

 

Ischémie ventriculaire 

À mesure que la pathologie progresse, la perfusion du ventricule droit diminue au fur et à 

mesure ce qui peut jouer sur le pronostic vital d’un patient surtout si elle est associée à 

certains marqueurs de détérioration ventriculaire191,216. Cette diminution de perfusion peut 

être due à une raréfaction capillaire notamment chez les patients atteints d’HTAP associée à 

une sclérodermie210. De façon additionnelle, il a été démontré qu’une diminution de la densité 
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capillaire était également observée dans le tissu ventriculaire droit dans les modèles 

animaux217. 

De plus, l’hypertrophie induit un débalancement entre la demande en oxygène croissante et 

l’apport ce qui pourrait également favoriser l’apparition d’une ischémie myocardique141.  

Lors de la progression vers une défaillance cardiaque droite, de nombreuses voies cellulaires 

sont perturbées. C’est notamment le cas de l’angiogenèse qui est diminuée avec une 

diminution de l’expression de gènes responsables de l’angiogenèse tels que VEGF (vascular 

endothelial growth factor) et IGF-1 (insulin-like growth factor-1)207. Une angiogenèse altérée 

peut expliquer la présence d’ischémie au sein du tissu ventriculaire droit ainsi que sa 

détérioration. 

Comme nous l’avons présenté précédemment, une élévation du niveau de troponine est 

retrouvée dans le ventricule droit et peut également indiquer la présence d’une ischémie au 

sein du tissus.  En condition physiologique les pressions basses dans le ventricule droit 

permettent une bonne irrigation des artères coronaires droites assurant ainsi une bonne 

perfusion du tissu cardiaque. En revanche, les pressions ventriculaires droites élevées dans 

la maladie empêchent la perfusion adéquate du tissu et altèrent ainsi la contractilité du 

ventricule droit218,219.  

Néanmoins, les causes ou les combinaisons exactes menant à de l’ischémie myocardique sont 

encore inconnues170. 

 

De nombreuses modifications affectent le tissu ventriculaire lors de la progression de 

l’hypertension artérielle pulmonaire. La perturbation physiologique que ces modifications 

entrainent favorisent l’apparition d’une défaillance cardiaque droite. La figure 12 récapitule 

ces modifications. Malgré toutes les études déjà publiées, il subsiste encore à ce jour un 

manque de connaissances des phénomènes précis à l’origine de la transition d’un statut de 

compensation cardiaque à une défaillance ventriculaire droite.  
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Figure 12. Changements cellulaires dans le ventricule droit.  

1. Une résistance vasculaire pulmonaire accrue génère une postcharge importante pour le ventricule droit, 

entraînant une hypertrophie. 2. Les changements structurels et fonctionnels au cours du développement de 

l'insuffisance ventriculaire droite peuvent être caractérisés cliniquement. 3. Le dysfonctionnement ventriculaire 

droit est probablement associé à de multiples changements cellulaires, comme l’inflammation, la fibrose ou 

encore le stress oxydatif.  Figure extraite de220. 

 

3.4 Altérations moléculaires et cellulaires 

3.4.1 Acteurs moléculaires dans l’HTAP 

Bien que des thérapies soient utilisées actuellement, celles-ci ne ciblent pas le remodelage 

vasculaire comme nous le verrons dans la partie « Les thérapies actuelles ». L’avancement 

des recherches scientifiques sur le sujet a permis, ces dernières années, de mettre en évidence 

l’implication de plusieurs facteurs dans le développement et la progression de la pathologie.  

Nous allons passer en revue les différents acteurs décrits dans la physiopathologie de 

l’HTAP.  
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Les facteurs de croissance 

Plusieurs facteurs de croissance ont été identifié dans la pathologie par leur capacité à activer 

des récepteurs tyrosine kinases. L’activation des cascades de signalisation intracellulaires va 

entrainer la prolifération, la migration ainsi que la survie cellulaire221.   

 

VEGF 

Dans le groupe des facteurs de croissance, le VEGF (vascular endothelial growth factor) ainsi 

que son récepteur VEGFR-2 sont tous deux surexprimés dans les poumons de patients HTAP 

et plus précisément au niveau des lésions plexiformes222–225. Ce facteur de croissance possède 

des propriétés anti-apoptotiques favorisant la survie et le maintien des cellules 

endothéliales226–228. Une exposition à des conditions hypoxiques engendre une augmentation 

de l’expression du VEGF226,229. Une inhibition du récepteur au VEGF, avec le SU5416, 

favorise l’apoptose des cellules endothéliales230. Ces propriétés ont donné lieu à la création 

d’un modèle expérimental basé sur l’utilisation du SU5416, le modèle Sugen-Hypoxie228 

comme nous le verrons plus loin dans la partie méthodologie.  

Cependant, le rôle exact du VEGF dans le développement de la pathologie reste encore à ce 

jour à élucider puisque les résultats obtenus dans les modèles animaux ne sont pas similaires. 

En effet, dans le modèle monocrotaline, l’expression du VEGF est diminuée alors que celle-

ci est augmentée dans le modèle hypoxique231.  

 

PDGF 

Le facteur de croissance PDGF (platelet-derived growth factor) ainsi que son récepteur sont 

surexprimés chez les patients atteints d’HTAP232–234. C’est un facteur qui promeut la 

prolifération, la migration et la survie cellulaire235. En effet, le PDGF agit comme un agent 

mitogène sur les cellules musculaires lisses des artères pulmonaires et favorise leur 

prolifération236,237.Une fois l’un des deux récepteurs (PDGFR-α ou -β) activé par la fixation 

du PDGF sur celui-ci, plusieurs cascades de signalisation sont activées notamment la voie 

des MAPK, favorisant la progression du cycle cellulaire entre autres237.  

L’inhibition du récepteur au PDGF, avec l’imatinib, démontre des effets bénéfiques sur la 

survie des rats monocrotaline en diminuant le remodelage vasculaire notamment232,238,239.  
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TGF & bFGF 

D’autres facteurs de croissance tels que le TGF-α membre de la famille des EGF (facteurs de 

croissance épidermique) et le bFGF (facteur de croissance des fibroblastes basique) ont été 

étudié dans la pathologie. La surexpression du TGF-α favorise la prolifération des cellules 

musculaires lisses des artères pulmonaires et induit le développement de la pathologie dans 

un modèle murin240,241. L’inhibition des récepteurs attenue l’hypertension artérielle 

pulmonaire dans le modèle monocrotaline241,242 mais ne semble pas être efficace sur un 

modèle murin d’hypoxie HTAP242.  

Le bFGF est un membre de la famille des FGF (facteurs de croissances des fibroblastes) 

surexprimé dans le modèle monocrotaline au niveau pulmonaire243. L’inhibition de la voie 

de signalisation des récepteurs au FGF démontre un effet bénéfique dans ce modèle 

expérimental avec une diminution de la prolifération et de la survie cellulaire au niveau 

pulmonaire243.  

 

Les modulateurs du tonus vasculaire  

L’augmentation des résistances vasculaires pulmonaires est la résultante combinée d’un 

remodelage vasculaire ainsi qu’une constriction importante des artères pulmonaires. Comme 

nous l’avons mentionné précédemment, les cellules endothéliales sont responsables de la 

sécrétion d’agents modulant le tonus vasculaire tel que l’endothéline 1 ou encore l’oxyde 

nitrique. Il a été démontré que l’oxyde nitrique diminue l’activité de la petite GPTase : RhoA. 

Cette diminution de l’activité de RhoA inhibe la prolifération des cellules musculaires 

lisses244. Chez les patients HTAP, on note une diminution de l’oxyde nitrique favorisant ainsi 

la prolifération des cellules musculaires lisses mais aussi une constriction soutenue 

(diminution de son pouvoir vasodilatateur). L’activation de la voie de signalisation 

impliquant RhoA a été décrit dans la régulation du tonus vasculaire245.  

En plus de son rôle dans le tonus vasculaire, l’endothéline 1 a été également décrite dans la 

prolifération des cellules musculaires lisses des artères musculaires par son activation de la 

voie des MAPK (mitogen-activated proteine kinase)246,247.  

Rappelons qu’à l’heure actuelle, les traitements actuels visent ce tonus vasculaire afin 

d’améliorer les conditions de vie des patients HTAP. 
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Les canaux ioniques 

Beaucoup de voies cellulaires reposent sur l’équilibre ionique intra et extracellulaire. En 

2013, six mutations ont été identifié sur le gène KCNK3 (Potassium channel subfamily K 

member 3) codant pour le canal potassium TASK-1 (TWIK-related acid sensitive K+ channel 

1)248,249. Au cours des années d’autres mutations ont été découvertes chez des patients 

HTAP249–251. 

 

D’un point de physiologique, les canaux potassiques sont responsables du maintien du 

potentiel de membrane négatif (membrane hyperpolarisée). Une diminution de l’activité des 

canaux potassiques favorise la dépolarisation membranaire et induit une entrée de calcium 

intracellulaire par l’intermédiaire des canaux calcique voltage dépendant activés par la 

dépolarisation252,253. Cette entrée de calcium dans la cellule induit une constriction (activation 

de la kinase myosine chaine légère MLCK) et promeut la prolifération par l’activation de 

voies sensibles au calcium (par exemple CaMK , MAPK) ou du cycle cellulaire252. Une 

diminution du niveau d’expression des canaux TASK-1 favorise la dépolarisation 

membranaire dans les cellules musculaires lisses d’artères pulmonaires254.  D’autres canaux 

potassiques sont retrouvés altéré dans l’HTAP tels que les canaux Kv1.5255,256. Dans les 

modèles expérimentaux hypoxique et monocrotaline, la dépolarisation membranaire est 

principalement expliquée par une diminution des canaux TASK-1 et Kv1.5257,258. 

 

En dehors des canaux potassiques, de nombreux canaux calciques (Na+, Ca2+ et Cl-) ont été 

associés à l’HTAP259. Des canaux calciques responsables de l’homéostasie calcique peuvent 

être ciblés par des thérapies médicamenteuses visant à inhiber leur fonction et diminuer ainsi 

la constriction artérielle259. Il est à noter que certains canaux calciques voltage-dépendant 

peuvent être positivement régulés par certains médiateurs retrouvés dans l’HTAP notamment 

l’endothéline 1 et l’angiotensine II260,261.  

SERCA2a (sarcoplasmic reticulum Ca2+-ATPase 2a), un régulateur important de 

l’homéostasie calcique intracellulaire dans les cellules musculaires vasculaires puisqu’il 

permet de maintenir la concentration calcique cytoplasmique basse en séquestrant le calcium 

dans le réservoir sarcoplasmique262. L’expression de celui-ci se retrouve diminué en HTAP 

chez l’humain mais également dans le modèle expérimental monocrotaline194. Celui-ci a été 
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décrit comme un régulateur négatif de l’activation des facteurs de transcription STAT3 et 

NFAT. En effet, la surexpression de SERCA2a dans des CMLAPs-HTAP diminue de façon 

très significative leur prolifération194. Également au niveau des cellules endothéliales HTAP, 

SERCA2a régule la migration ainsi que la prolifération de celles-ci. Une intervention 

thérapeutique par l’administration intratrachéale d’AAV1-SERCA2a permet d’améliorer de 

façon significative la maladie induite chez un modèle monocrotaline194. 

 

Les facteurs de transcription  

Plusieurs facteurs de transcription sont impliqués dans la pathogénèse de l’hypertension 

artérielle pulmonaire. Nous allons mettre en évidence les facteurs les plus étudiés en HTAP.  

 

STAT3 

Le facteur de STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3) est un acteur 

important durant l’embryogenèse puisque sa délétion est létale263. Une altération de 

l’expression de STAT3 engendre de multiples défauts cellulaires notamment au niveau des 

processus de migration , de survie et de prolifération cellulaire264. Son rôle prépondérant dans 

les processus prolifératifs lui a valu une étude approfondie au niveau des cancers265,266 qui a 

démontré que celui-ci pouvait être une cible thérapeutique267–269.  En plus de son implication 

dans les processus prolifératifs, celui-ci agit également au niveau des processus 

inflammatoire et au niveau de l’immunité270,271.  

 

Son implication dans le développement de l’hypertension artérielle pulmonaire fut soulevé 

en 2007109 avant d’être approfondie les années suivantes.  En effet, celui-ci  a été décrit 

comme un acteur central de la prolifération des cellules musculaires lisses d’artères 

pulmonaires de patients atteints d’HTAP245,272.  

Tout d’abord d’un point de vue de la régulation de STAT3 dans la pathologie, celui-ci se 

trouve être régulé par plusieurs groupes de molécules dont certains facteurs de croissance 

tels que le PDGF273,274 ou bien encore certaines cytokines telles que l’IL-6274–276 (figure 13). 

Ces molécules comme nous avons pu le présenter précédemment sont très impliquées dans 

la physiopathologie de l’HTAP.  
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Puis de nombreuses cibles de ce facteur ont été découvertes au fil des recherches et les 

principales sont présentées dans la figure ci-dessous.  

Dans un premier temps celui-ci peut altérer négativement l’expression de la NO synthase 

endothéliale responsable initialement de la production d’oxyde nitrique diminuant ainsi la 

concentration de celui-ci277.  

Parmi les cibles de STAT3 dans l’hypertension artérielle pulmonaire, nous retrouvons Pim1 

(Provirus integration site for Moloney murine leukemia virus), une protéine kinase agissant 

comme un pro-oncogène étudié notamment au niveau du cancer278–280.  

Pim1 est surexprimé chez les patients HTAP notamment au niveau de leurs poumons et plus 

précisément au niveau des cellules musculaires lisses des artères pulmonaires281. D’un point 

de vue fonctionnel, Pim1 dans l’HTAP permet de réguler la réparation de l’ADN ayant subi 

des dommages (nous traiterons des dommages à l’ADN dans un paragraphe ultérieur). De 

plus, le niveau d’expression de Pim1 corrèle avec le niveau de sévérité de la pathologie282 

faisant de cette protéine un marqueur intéressant dans la détection de l’hypertension artérielle 

pulmonaire. 

 

Le facteur de transcription STAT3, par l’intermédiaire de Pim1 peut réguler l’expression de 

NFATc2 (nuclear factor of activated T-cells)283,284. Ce facteur de transcription a tout d’abord 

été décrit dans la régulation négative des canaux potassiques285 entrainant une dépolarisation 

membranaire subséquente favorisant la prolifération cellulaire286. De plus, l’activation de 

NFATc2 permet la surexpression de Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), protéine capable d’inhiber 

l’apoptose par l’hyperpolarisation de la mitochondrie285,286.  

De façon intéressante, le facteur NFATc2 a été démontré pouvant être également régulé par 

l’endothéline 1287, qui rappelons-le est surexprimée dans la pathologie. 

 

Dans la catégorie des protéines impliquées dans la survie cellulaire, il a été décrit que 

l’inhibition de STAT3 entrainait la diminution de l’expression de survivin. Survivin étant un 

membre de la famille des protéines inhibitrices de l’apoptose étant démontré dans 

l’HTAP288,289. Cette régulation s’effectue par l’intermédiaire de KLF5 (Krüppel-like factor 

5), un facteur de transcription également impliqué dans la pathologie290 comme nous 

pourrons le voir ci-après. 
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Le facteur de transcription STAT3 représente un élément central dans la régulation de 

plusieurs protéines impliquées dans le développement de l’HTAP (figure 13). L’inhibition 

de STAT3 par le DHEA permet de reverser la pathologie en agissant sur les différentes cibles 

de STAT3291. 

 

 

Figure 13. Implication de STAT3 en hypertension artérielle pulmonaire.  

STAT3 est activé en réponse à des cytokines, des facteurs de croissance dérégulés en HTAP. STAT3 active de 

multiples facteurs de transcription et protéines jouant un rôle dans le processus prolifératif et anti-apoptotique. 

Plusieurs inhibiteurs de STAT3 (en rouge), dont certains sont en phase d’étude clinique, pourraient être 

bénéfiques pour le traitement de l'HTAP. Figure extraite de292. 

 

FOXM1 

Le facteur de transcription FOXM1 (Forkhead box M1) favorise la régulation de gènes 

impliqués dans la réparation de l’ADN mais également dans le cycle cellulaire et la 

survie293,294. Ce facteur a été étudié au niveau du développement de tumeurs puisque celui-ci 
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régule de multiples processus biologiques295. Une mauvaise régulation de ce facteur que ce 

soit au niveau transcriptionnel ou post transcriptionnel affecte sa fonction et favorise le 

développement de cancers295 ainsi que le développement métastatique296. Ces données font 

de ce facteur une cible préférentielle pour ralentir la prolifération cellulaire cancereuse263. 

Une étude réalisée dans notre laboratoire a démontré pour la première fois en 2017 que 

FOXM1 était impliqué en HTAP. En effet, celui-ci se retrouve surexprimé chez les patients 

HTAP notamment dans leur tissu pulmonaire et plus précisément dans les cellules 

musculaires lisses des artères pulmonaires. De plus, l’étude a mis en évidence que celui-ci 

est régulé par un microARN décrit précédemment dans la pathologie, miR-204297 comme 

nous le verrons dans la section « régulation épigénétique ». Notre étude a démontré que 

l’inhibition pharmacologique de FOXM1 diminue drastiquement la prolifération et de la 

survie des cellules musculaires lisses des artères pulmonaires HTAP298.  Cet effet passe par 

une diminution des mécanismes de réparation de l’ADN ainsi qu’une diminution du facteur 

de survie cellulaire survivin. Enfin, nous avons démontré un effet thérapeutique bénéfique 

lors de l’inhibition de FOXM1 dans des modèles expérimentaux.  

 

Par la suite, deux études menées en 2018 ont confirmé le rôle de FOXM1 dans la prolifération 

des cellules musculaires lisses des artères pulmonaires299,300. En effet, les études démontrent 

que la délétion spécifique de FOXM1 dans les cellules musculaires lisses protège les modèles 

expérimentaux du développement d’une hypertension artérielle pulmonaire après l’induction 

de la pathologie.  

Cela démontre que ce facteur de transcription joue un rôle prépondérant dans le 

développement de la pathologie qui pourrait représenter une nouvelle cible thérapeutique.  

 

HIF-1α  

Le facteur HIF-1α (hypoxia-inducible factor-1α) représente un régulateur hautement 

conserver permettant la régulation et le maintien de l’oxygène cellulaire. En ce sens, celui-ci 

est impliqué dans plusieurs voies cellulaires telles que l’angiogenèse, la prolifération et la 

viabilité cellulaire301. 

Lorsqu’on s’intéresse au rôle de ce facteur dans les cancers pulmonaires plus spécialement, 

une surexpression de ce facteur est associée à un pronostic vital engagé302.  
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La mise en hypoxie permet d’activer HIF-1α  afin que celui-ci puisse activer la transcription 

de gènes permettant aux cellules de s’adapter à la diminution du niveau d’oxygène303,304. 

Parmi ses cibles, nous retrouvons le VEGF305 ainsi que son récepteur VEGFR306 ou bien 

encore l’endothéline 1307. De plus, celui-ci peut également réguler des gènes impliqués dans 

la gestion énergétique cellulaire308,309. 

En ce sens, HIF-1α joue un rôle prépondérant dans le développement tumoral et l’invasion 

métastatique tout comme dans le shift métabolique observé dans les cellules 

cancéreuses308,309. De plus, HIF-1α peut également être régulé par STAT3 dans des cellules 

cancereuses310. 

 

De par sa fonction de facteur de transcription et son lien avec l’homéostasie de l’oxygène, de 

nombreuses études se sont intéressées à son implication notamment aux niveau de 

pathologies pulmonaires telles que les pathologies obstructives311, associés à une hypoxie ou 

bien l’hypertension artérielle pulmonaire312.  

L’expression de HIF-1α dans les poumons des patients HTAP est augmentée 

comparativement à des sujets sains313. Au niveau des cellules musculaires lisses des artères 

pulmonaires, HIF-1α joue un rôle important notamment au sein des modèles expérimentaux 

exposés à une hypoxie314. En effet, ce facteur favorise le remodelage vasculaire lors d’une 

exposition à une hypoxie chronique315.  L’activation d’HIF-1α engendre la diminution de 

Kv1.5 dans le modèle FHR (fawn hooded rat) qui développe une HTAP spontanée avec 

l’age316.  

Une inhibition de ce facteur de transcription attenue le remodelage vasculaire après une mise 

en hypoxie chez un modèle expérimental315. 

 

KLF5 

Le facteur de transcription KLF5 (krüppel-like factor 5) comme nous l’avons mentionné 

précédemment a également été décrit dans la pathologie290. Ce facteur de transcription se 

retrouve surexprimé dans les tissus pulmonaires de patients HTAP notamment au niveau des 

cellules musculaires lisses des artères pulmonaires317. Son activation peut être induite par de 

multiples acteurs déjà connu dans la pathologie tel que l’endothéline 1, le PDGF ou bien 

encore l’interleukine 6317. Il a été démontré que son activation induit la surexpression de la 
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protéine survivin ainsi que la cycline B1. Comme nous l’avons mentionné précédemment, 

survivin est une protéine importante dans la survie cellulaire et donc leur résistance à 

l’apoptose. La cycline B1 est un régulateur important du cycle cellulaire favorisant l’entrée 

en mitose318,319 et par conséquent la prolifération cellulaire320,321. Comme nous l’avons mis 

en évidence plus haut, KLF5 est régulé également par le facteur de transcription STAT3. 

Lors d’une intervention thérapeutique sur le modèle expérimental monocrotaline, l’inhibition 

de STAT3 et par conséquent de KLF5 en aval démontre une amélioration des paramètres 

hémodynamiques des rats malades.  

Dans le modèle expérimental hypoxique, KLF5 se retrouve surexprimé et son inhibition 

permet d’atténuer la pathologie en diminuant la capacité de prolifération et la résistance à 

l’apoptose des cellules musculaires lisses des artères pulmonaires322. Les résultats de cette 

étude sur le modèle animal corroborent les résultats impliquant la cycline B1 et survivin.  

 

Autres acteurs moléculaires importants en HTAP 

BMPR2 

Le récepteur BMPR2 (Bone morphogenetic protein receptor 2) est un récepteur se liant aux 

ligands appartenant à la grande famille des récepteurs au TGF-β (transforming growth factor-

β). Comme nous l’avons mentionné précédemment, les mutations sur le gène BMPR2 sont 

retrouvés chez plus de 80% des patients présentant une HTAP héréditaire323–326. Un peu plus 

de 140 mutations ont été également découvertes dans certains cas d’hypertension artérielle 

pulmonaire idiopathique327.  Le récepteur BMPR2 est une sérine/thréonine kinase sur 

laquelle plusieurs ligands peuvent venir se fixer, notamment BMP2, BMP4 ou encore 

BMP7327.  

Dans les cellules musculaires lisses des artères pulmonaires, le récepteur permet l’inhibition 

de la croissance cellulaire328. De ce fait, au sein de ces cellules, une diminution de la voie de 

signalisation entraine une levée de l’inhibition de la croissance cellulaire et favorise ainsi une 

prolifération anormale de ces cellules329. 

Dans des conditions non pathologiques, l’activation du récepteur BMPR2 se traduit par une 

activation de la voie impliquant les protéines Smad330. Certaines études ont démontré que des 

altérations de la voie de signalisation Smad pouvaient induire des lésions au niveau des 

artères pulmonaires, ressemblant à ce qui peut être observé dans l’HTAP331,332.  
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Il a été démontré qu’une perte de l’expression de BMPR2 engendrait une perte d’expression 

de Kv1.5 et une sur expression de BMPR2 rétablit l’expression de Kv1.5333,334.  Étant donné 

le rôle de BMPR2 dans l’induction de l’apoptose, par l’intermédiaire de la régulation de bcl2, 

il a été démontré qu’une surexpression de bcl2 diminue l’expression de Kv1.5335.  

 

De façon très intéressante, une étude a démontré un effet bénéfique d’une thérapie génique 

permettant de restaurer l’expression du récepteur BMPR2 dans le modèle expérimental 

monocrotaline336. 

 

Bien que les recherches se soient principalement intéressées au rôle de BMPR2, il est a noté 

le rôle de la voie de signalisation impliquant la famille des TGF-β. En effet, la famille des 

TGF-β est impliquée dans le remodelage vasculaire ainsi que dans l’hypertrophie et la fibrose 

cardiaque337–339. Certains ligands de cette famille se retrouvent de façon abondante au niveau 

des lésions plexiformes dans les artères pulmonaires HTAP222. La perte du récepteur BMPR2 

favorise l’activation de la voie TGF-β dans le milieu favorisant ainsi la prolifération des 

cellules musculaires lisses des artères pulmonaires et ainsi promeut le remodelage vasculaire 

par une activité pro-inflammatoire340–342. 

 

PPARγ  

Le récepteur nucléaire PPARγ (peroxisome proliferator-activated receptor γ) est exprimé 

dans plusieurs tissus notamment au niveau des cellules endothéliales vasculaires ainsi que 

des cellules musculaires lisses vasculaires343. La famille de récepteurs PPARs est impliquée 

dans de multiples voies cellulaires allant de la lipogenèse à l’inflammation344. L’activation 

de ces récepteurs se fait par des protéines pouvant modifier la structure de la chromatine par 

une acétylation ou une méthylation de certaines histones permettant ainsi de réguler 

l’expression de certains gènes cibles345,346.  

En 2003, une équipe a mis en évidence une diminution de l’expression de PPARγ dans les 

poumons des patients atteints d’une hypertension pulmonaire sévère mais également au 

niveau des modèles expérimentaux347. Une délétion spécifique de PPARγ dans les cellules 

musculaires lisses ou encore dans les cellules endothéliales favorise le développement de 

l’HTAP dans des modèles murins348,349. Une délétion totale de PPARγ dans des souris 
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démontre le rôle primordial de ce récepteur dans le développement puisque que la délétion 

totale engendre un décès prématuré de l’animal350. 

De plus, l’activation du récepteur permet de diminution le niveau d’endothéline 1351. 

Également, il a été démontré qu’une activation de PPARγ permet d’augmenter le niveau 

d’activité de la NO synthase endothéliale352,353 favorisant la libération de NO et ainsi 

diminuer le tonus vasculaire354 ainsi que le niveau de prolifération des cellules musculaires 

lisses355.  

En dehors de ces deux acteurs, de nombreuses études semblent démontrer que PPARγ peut 

également réguler des cibles pro-prolifératives de la voie du PDGF356,357. 

De plus, il est décrit que PPARγ est un acteur important dans les réponses anti-

inflammatoires358, l’utilisation d’agoniste de ce récepteur démontre une atténuation de 

l’inflammation359 ainsi que des effets bénéfiques dans des modèles expérimentaux360,361. De 

plus, stimuler PPARγ par l’utilisation de ligands diminue la prolifération cellulaire ainsi que 

le remodelage vasculaire dans le modèle monocrotaline362. D’autres études in vivo ont 

également mis en évidence un effet bénéfique de l’administration d’agoniste du récepteur 

dans l’atténuation de la pathologie363,364. À ce jour, aucune étude chez les patients HTAP n’a 

été mené cependant des études menées dans d’autres pathologies n’ont démontré aucun effet 

secondaire notable à la prise d’agonistes de PPARγ365,366. 

 

Notch-3 

Tout au long du réseau vasculaire pulmonaire nous retrouvons l’expression de plusieurs 

membres de la famille des récepteurs Notch (Notch1-4)367.  

Ces récepteurs, une fois le ligand fixé, peuvent former des complexes transcriptionnels 

permettant de réguler plusieurs gènes cibles368.  En effet, après activation des récepteurs, une 

translocation au noyau des domaines intracellulaires permet à ceux-ci de former des 

complexes avec des protéines se liant à l’ADN369.  

La voie de signalisation de ces récepteurs est essentiellement impliquée au niveau vasculaire 

notamment dans le développement des vaisseaux mais aussi la différenciation des cellules 

musculaires lisses370.  

Chez les patients atteints d’HTAP il a été observé une surexpression de Notch-3 au niveau 

de leur tissu pulmonaire371. De plus, le niveau de sévérité de la pathologie coïncide avec le 
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niveau d’expression de Notch-3 aussi bien dans les modèles expérimentaux que chez les 

patients HTAP327.  

Le récepteur Notch-3 promeut la prolifération des cellules musculaires lisses au niveau 

vasculaire372 et est préférentiellement exprimé au niveau des cellules musculaires lisses chez 

l’humain et les rongeurs373. De façon intéressante, celui-ci a été démontré comme étant un 

régulateur direct du PDGF-β374, facteur de croissance impliqué dans la pathologie comme 

nous l’avons présenté précédemment.  

 

L’inhibition de Notch-3 permet d’atténuer l’hypertension pulmonaire induite par une hypoxie 

dans un modèle expérimental371. Cette étude a démontré également qu’une délétion de Notch-

3 chez des souris les rend résistantes au développement de la pathologie371. 

 

Sérotonine, ses récepteurs et ses transporteurs 

La sérotonine (5-hydroxytryptamine, 5-HT) est un neurotransmetteur très bien connu 

notamment au niveau de ses fonction modulatrices cérébrales375. En effet, de nombreuses 

thérapies ciblent celle-ci dans le domaine psychiatrique et neurologique. Les récepteurs de 

ce neurotransmetteur sont au nombre de 15 et se retrouvent exprimés aussi bien au niveau 

cérébral qu’un peu partout dans l’organisme376. En dehors de son rôle cérébral, la sérotonine 

permet de réguler de nombreuses fonctions biologiques notamment au niveau pulmonaire et 

cardiovasculaire. Au niveau pulmonaire, la sérotonine permet de contrôler la respiration377.   

 

Dans des processus pathologiques, tels que le cancer, la sérotonine est associée à la migration 

cellulaire ainsi qu’au développement métastatique378,379.  Les récepteurs de la sérotonine, 

notamment les récepteurs 5-HT1A, 5-HT1B380 ; 5-HT2B381 et 5-HT4382,383, sont également 

sources d’un dérèglement de la prolifération380. En effet, l’inhibition de la recapture de la 

sérotonine favorise l’élévation de la concentration de celle-ci potentialisant ainsi ses effets384.    

En HTAP, la concentration de sérotonine ainsi que ses transporteurs se retrouvent augmentés 

et cela a été étroitement lié au développement de la pathogenèse385,386. La concentration 

élevée de celle-ci promeut une vasoconstriction soutenue notamment au niveau d’un modèle 

expérimentale de la maladie387. Dans la maladie, au niveau des cellules musculaires lisses 

des artères pulmonaires, les transporteurs de la sérotonine sont exprimés de façon 
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abondante388. Il a été démontré qu’une augmentation de l’expression de ces transporteurs 

aggrave l’hypertension artérielle pulmonaire induite par une hypoxie dans un modèle 

murin389. Lorsque la surexpression est spécifiquement induite dans les cellules musculaires 

lisses des artères pulmonaires, nous observons une aggravation de la pathologie chez les 

souris390.  

De façon complémentaire, il a été décrit qu’une déficience en transporteurs permet une 

diminution de la sévérité de la pathologie dans un modèle murin389. De façon similaire, une 

inhibition des transporteurs de la sérotonine peut inhiber le développement de l’hypertension 

artérielle pulmonaire dans un modèle expérimentale391. De façon intéressante, la perte de 

BMPR2 favorise la prolifération en les rendant plus sensibles aux signaux pro-prolifératifs392.  

Comme nous l’avons énoncé précédemment, la perte de BMPR2 est étroitement liée au 

développement de la pathologie, rendant ainsi les patients plus sensibles aux effets de la 

sérotonine.  

Lorsque l’on s’intéresse aux divers récepteurs de la sérotonine, seuls les récepteurs 5HT1B 

ainsi que 5HT2B semblent être d’intérêt dans la pathologie. En effet, le récepteur 5HT1B 

favorise la constriction vasculaire des artères pulmonaires393 et a été démontré comme acteur 

participant au développement de l’hypertension artérielle pulmonaire394,395.  

Le récepteur 5HT2B est associé au développement d’une hypertension induite par une 

hypoxie, puisqu’en effet, l’induction de l’hypertension pulmonaire se retrouve inhibée 

lorsque ce récepteur est délété396. 

Finalement, les données récoltées sur le neurotransmetteur l’impliquent dans le 

développement de la pathologie faisant de celui-ci une cible thérapeutique envisageable.  

 

3.4.2 Les modifications épigénétiques 

L’épigénétique réfère aux modifications du phénotype ou de l’expression génique sans 

aucune altération de la séquence de l’ADN. Ces modifications peuvent être acquises ou bien 

provenir du bagage héréditaire. Depuis quelques années, les modifications épigénétiques sont 

de plus en plus associées à diverses pathologies et commencent à être reconnues dans le 

développement et la progression de l’HTAP397–401.  
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Il existe trois grands mécanismes de régulations épigénétiques : la méthylation des îlots CpG 

par des ADN méthyltransférases, des modifications des histones et les ARN interférents 

(figure 15).  

Ces modifications sont le résultat de l’action d’un groupe d’enzymes nommé « writers » 

permettant de déposer des groupements modifiant la structure de l’ADN et des histones. 

Parmi ces « writers » nous avons notamment des enzymes responsables de la méthylation ou 

de l’acétylation que nous présenterons ci-après.   

 

Les modifications sont reconnues par des protéines appartenant au groupe des ‘readers’. Ces 

readers se fixent sur les modifications et permettent de médier la réponse biologique 

inhérente, tel que le facteur BRD4 que nous allons présenter plus bas.  

 

Enfin, le groupe des ‘erasers’ comprend des protéines capables d’effacer les modifications402, 

tel que les déméthylases ou les déacétylases.  

 

Toutes ces modulations épigénétiques sont à l’origine d’altérations de l’expression de 

protéines, favorisant le maintien de l’hyper-prolifération et la résistance à l’apoptose des 

CMLAPs et ce même ex vivo. Nous nous proposons ici de passer en revue les trois 

mécanismes de modifications épigénétiques et d’en présenter les liens avec le développement 

et la progression de l’HTAP. Ensuite nous nous attarderons sur le facteur BRD4, « reader » 

d’intérêt décrit en HTAP.  

 

La méthylation de l’ADN 

La méthylation de l’ADN est l’une des modifications épigénétiques les mieux caractérisée 

dans la littérature. Un groupement méthyle est transféré, par une ADN méthyltransférase, sur 

un résidu cytosine (C) d’une séquence CpG (cytosine-guanine) au niveau de l’ADN403. Cette 

méthylation des résidus cytosines peut soit réprimer la transcription soit l’activer selon 

l’ADN méthyltransférase. C’est un processus physiologique qui participe à plusieurs 

régulations cellulaires telles que la différenciation ou bien la protection du génome404.  

Les séquences CpG sont souvent présentes au niveau des promoteurs et peuvent subir une 

hyperméthylation conduisant à la répression de gènes405, notamment des gènes suppresseurs 
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de tumeurs et ainsi favoriser l’apparition de cancer406,407. Le groupement méthyle empêche 

la reconnaissance de l’ADN et perturbe la fixation des facteurs de transcription408. En 

revanche, leur hypométhylation peut induire un manque de répression d’oncogènes 

engendrant leur surexpression409–411.  

Environ 70% des séquences CpG sont méthylées au sein du génome humain mais cependant 

certaines ne sont pas regroupées pour former les ilots CpGs412.  

Les ADN méthyltransférases ont un rôle de maintien du niveau de méthylation de l’ADN et 

de méthylation de novo401. Dans cette famille d’enzymes, nous retrouvons notamment les 

DNMTs (DNA methyltransferase) 1, 3a et 3b.  

 

En HTAP, une possible origine du dysfonctionnement des cellules endothéliales pourrait 

provenir d’une diminution de la régulation de ABCA1 (ATP-binding cassette), impliqué dans 

les processus métaboliques (régulation lipidique), comme l’a été démontré dans une récente 

étude datant de 2017413. Il a été démontré qu’une altération de l’expression de ABCA1, par 

l’hyperméthylation de son promoteur, pouvait favoriser l’inflammation et l’apoptose, deux 

processus impliqués dans l’HTAP. Un traitement, in vivo dans un modèle expérimental, 

permettant d’activer ABCA1 permet d’améliorer la condition des rats malades413.  

Une autre étude parue en 2010 démontre qu’une hyperméthylation du gène de la superoxyde 

dismutase 2 (SOD2), contrôlant la production endogène de peroxyde d’hydrogène, induisait 

la diminution de son expression414. Un traitement visant à inhiber l’activité des ADN 

méthyltransférases 1 et 3B, par la décitabine, induit une déméthylation du gènes SOD2 et 

donc une augmentation de l’expression de la protéine se traduisant par une diminution de la 

prolifération des cellules musculaires lisses des artères pulmonaires414. SOD2 étant un gène 

tumoro-suppresseur415 se retrouve réprimé dans plusieurs cancers tel que le cancer du sein416. 

 

Comme nous l’avons mentionné la méthylation de l’ADN joue un rôle prépondérant dans le 

développement de la maladie. En HTAP, une enzyme responsable de la déméthylation de 

l’ADN : TET2 (Tet-methylcytosine-dioxygenase-2) présente des mutations favorisant le 

remodelage vasculaire et l’inflammation engendrant le développement de la maladie417. Le 

profil inflammatoire que développent les souris délétées est caractérisé par une augmentation 
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de l’interleukine IL-1β. Le traitement de ces souris avec un anticorps ciblant cette 

interleukine améliore les paramètres hémodynamiques417.  

 

Modification d’histones 

Les histones sont les structures permettant la formation des nucléosomes contribuant ainsi à 

exposer l’ADN à la machinerie de transcription. Chaque nucléosome comprend environ 146 

paires de base enroulées sur un octamère d’histones418.  

Les histones sont au nombre de quatre : H2A, H2B, H3 et H4. La modification d’histones 

jouent un rôle prépondérant dans les processus de réparation de l’ADN ou bien encore la 

structure de la chromatine419,420.  

Ces modifications épigénétiques incluent l’acétylation, la méthylation, l’ubiquitination, la 

ribosylation, la biotinylation, la sumoylation ou bien encore la ribosylation poly-ADP421–423.  

Cependant, l’acétylation et la méthylation représentent les modifications épigénétiques les 

plus fréquentes. 

 

L’acétylation  

L’acétylation est la modification épigénétique réversible où un groupement acétyle est 

transféré sur des résidus lysine des histones424. Cette réaction est prise en charge par des 

histones acétyltransférases (HATs) utilisant de l’acétyl-CoA comme cofacteur401,425. Une 

augmentation de l’acétylation d’histones est associée à une augmentation de la 

transcription401, due à un relâchement du lien entre l’ADN et les histones. Ce relâchement 

est la résultante de la neutralisation de la charge positive des résidus lysines par le transfert 

d’un groupement acétyle424. 

En revanche, la désacétylation, par les histones désacétylases (HDACs), est associée à une 

répression de la transcription en jouant sur la compaction de la chromatine426–428. Il existe 

une balance bien régulée entre les deux processus permettant de contrôler ainsi l’expression 

de multiples cibles429.  

Au sein de la pathologie, de nombreuses études ont démontré l’implication de ces 

modifications épigénétiques430. Par exemple, la diminution de la désacétylase mitochondriale 

SIRT3 inhibe la fonction mitochondriale et de ce fait favorisait le développement de l’HTAP 

dans un modèle murin431. 
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Il a aussi été démontré que l’inhibition de désacétylases permettaient de diminuer la 

prolifération cellulaire et d’améliorer ainsi les pressions pulmonaires430,432–435. En effet, au 

sein de notre laboratoire il a également été démontré que l’histone désacétylase HDAC6 était 

surexprimée dans les CMLAPs-HTAP433. Son inhibition permet de diminuer la prolifération 

et la survie cellulaire des CMLAPs HTAP in vitro et in vivo dans les modèles sugen – hypoxie 

et MCT, favorisant une amélioration des paramètres hémodynamiques.  

 

Il existe donc un lien tangible entre l’acétylation et l’HTAP puisqu’il a été décrit par exemple 

qu’une augmentation de l’acétylation de l’histone H3 au site promoteur du gène codant pour 

l’oxyde nitrique synthase endothéliale (eNOS) pouvait jouer sur l’expression de celui-ci436. 

 

La méthylation 

La méthylation des histones est aussi une modification réversible tout comme l’acétylation. 

Celle-ci peut jouer sur la compaction de la chromatine et aussi modifier l’expression de gènes 

dépendamment de la localisation de la méthylation. La réaction se fait par un transfert d’un 

ou plusieurs groupements méthyles sur des résidus lysine ou arginine437,438. Chaque résidu 

peut ainsi être mono-di ou tri-méthylé et recevoir un, deux ou trois groupements 

méthyles401,421,424,425. 

Cette réaction enzymatique implique des histones méthyltransférases (HMTs) ainsi qu’un 

donneur de groupement méthyle, le S-adénosyl méthionine (SAM)438–440. La réaction 

enzymatique passe par le domaine SET ou bien par le domaine Dot1 des histones 

méthyltransférases441,442. 

Dans la littérature, il a été démontré que la méthylation pouvait avoir lieu au niveau 

d’histones mais aussi des protéines autre qu’histones438,443.  

La déméthylation par des histones déméthylases, telles que les amine oxydases et les Jumonji 

C (JmjC) dioxygénases444,445 permettent de retirer des groupements méthyles déposés sur les 

résidus lysines. 

Il est à noter qu’entre la méthylation de l’ADN et la méthylation d’histones il existe une 

coordination étroite afin de maintenir une régulation optimale nécessaire à plusieurs 

processus biologiques440.  
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Au niveau de la pathologie, il a été démontré que la méthylation d’histones pouvait favoriser 

la prolifération des cellules vasculaires et que l’action de déméthylases pouvait diminuer la 

prolifération et être favorable446–449. La surexpression d’histones méthyltransférases dans des 

cellules musculaires lisses d’artères pulmonaires favorise leur prolifération et leur survie, 

c’est le cas pour le facteur épigénétique G9a, responsable de la tri-méthylation de l’histone 3 

lysine 9 (H3K9me3) qui une fois inhibé permettait de diminuer la prolifération et la migration 

des CMLAPs dans un modèle ovin446. C’est le cas également pour l’histone 

méthyltransférase EZH2 (Enhanced of zeste homologue 2)447 faisant l’objet de mon étude.  

 

Une revue de la littérature a aussi démontré un rôle important de la méthylation des histones 

dans la régulation de la transcription de l’enzyme endothéliale responsable de la synthèse 

d’oxyde nitrique, eNOS. En effet, cette revue met en évidence que la méthylation des histones 

H3K4me3 favorisait la transcription du gène alors que la méthylation de l’histone 

H3K27me3 et H3K9me3 inhibait la transcription du gène436. 

 

ARN interférents 

Les microARNs 

Découverts il y a maintenant plus de 30 année chez Caenorhabditis elegans, les microARN 

(miARNs) sont des petites séquences d’ARN (d’une vingtaine de nucléotides environ) 

pouvant inhiber l’expression de certains gènes de façon post transcriptionnelle450–453.  

Les gènes codants pour les microARNs sont localisés un peu partout au sein du génome454 

soit comme des gènes non codants ou bien au niveau des zones non transcrite de certains 

gènes codant pour des protéines455. Les miARNs, d’environ 22 nucléotides, sont transcrit en 

miARNs primaires par une ARN polymérase II456 puis subissent plusieurs étapes avant d’être 

incorporés dans un complexe permettant de conférer la propriété d’interférence aux miARNs 

: RNA-induced silencing complex (RISC)455. En effet, la maturation des miARNs primaires 

requière la participation de deux endonucléases Drosha et Dicer457–459. 

Une fois le miARN mature celui-ci intègre donc le complexe RISC qui aura pour tâche de 

trouver des cibles ayant une séquence complémentaire au miARN. La séquence d’environ 2 

à 7 nucléotides nommée région ‘seed’ est la région leur permettant de s’associer à leur 

cible460,461. Cette région est d’ailleurs la séquence utilisée en bio-informatique afin de prédire 



 

59 

les ARNs cibles des miARNs462. Durant le processus menant à leur maturation, les 

microARNs peuvent être régulés par de multiples moyens, notamment par des protéines 

associées aux endonucléases par exemple463. 

Leur mécanisme d’action se résume à être pairé à la séquence spécifique complémentaire 

reconnue par le complexe RISC464–466. En effet, dans les processus biologiques les ARNs 

doubles brins sont dégradés car reconnu non fonctionnel. L’ARN double brin donc dégradé 

et ne mènera pas à la production protéique. 

Les fonctions biologiques des miARNs sont nombreuses et une inhibition complète de la 

biogenèse de ceux-ci au stade embryonnaire est léthale462. Un dysfonctionnement au niveau 

de la régulation des miARNs peut engendrer l’apparition de nombreuses pathologies telles 

que des cancers, des désordres métaboliques455 ou bien une hypertension artérielle 

pulmonaire467,468.  

En effet, lorsqu’on s’intéresse aux microARNs dans l’HTAP de nombreuses études ont mis 

en évidence l’implication de plusieurs microARNs dans la pathogénèse467,468 (figure 14). Ces 

études ont démontré que de nombreux microARNs étaient moins exprimés chez les patients 

HTAP comparativement à des sujets sains, alors que d’autres sont surexprimés469–474.  

 

Le microARN miR-204, par exemple, est un microARN spécifique aux cellules musculaires 

(cardiaques et lisses) et se retrouve fortement diminué au niveau des cellules musculaires 

lisses des artères pulmonaires475. Cette diminution de son expression chez les patients HTAP 

est d’ailleurs corrélée au degré de sévérité de la pathologie476,477,478. D’un point de vue 

signalisation, miR-204 est responsable de la régulation négative de plusieurs cibles 

impliquées en HTAP, notamment STAT3 et NFAT, ainsi que BRD4. Cette perte de 

régulation négative favorise une prolifération importante ainsi qu’une survie des cellules 

musculaires lisses HTAP477. 

  

Dans les modèles expérimentaux, une étude a démontré une diminution de l’endonucléase 

Dicer dans la pathologie473, impliquant donc une diminution de la régulation des microARNs. 

De plus, une inhibition de certains miARNs permet de renverser le développement de 

l’hypertension artérielle pulmonaire471,474, ce qui démontre le rôle de ceux-ci dans la 

pathogénèse de l’HTAP479.  
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Figure 14. Les microARN et l'HTAP.  

Gauche : la prolifération, la migration et la contraction des cellules musculaires lisses des artères pulmonaires 

HTAP peuvent être régulées par le profil d’expression de multiples microARN. Milieu : la prolifération et la 

survie des cellules endothéliales régulées par divers microARN. Droite : la migration, la prolifération et 

l’activation des fibroblastes au sein des artères pulmonaires HTAP peuvent être régulées par le profil 

d’expression du microARN miR-124. Figure extraite462. 

 

 

Les ARN long non codant 

La découverte d’ARN ne participant pas à la production de protéines fut une avancée majeure 

en science. Parmi les ARN non codant découverts, nous retrouvons les microARN discutés 

précédemment mais nous retrouvons aussi les long ARNs non codant (lncRNA : long non 

coding RNA).  

Les ARNs long non codant sont de longues séquences d’ARN (supérieur à 200 nucléotides) 

ne codant pour aucune protéine mais pouvant réguler de nombreux mécanismes biologiques 

notamment durant le développement479 mais aussi la différenciation ou bien encore le cycle 

cellulaire480,481 et cela au niveau de plusieurs organes482,483. Du point de vue de leur 

biogénèse, ils sont également générés par l’action de l’ARN polymérase II484 et peuvent être 
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régulé par de multiples facteurs de transcription puisque ceux-ci présentent une séquence 

promotrice sur laquelle ces facteurs peuvent se fixer463. 

Ces lncRNA peuvent être localisés dans plusieurs compartiments cellulaires485 mais aussi 

dans plusieurs types cellulaires, ce qui leur confère un rôle spécifique en fonction de leur 

localisation486. Des études montrent que la majorité des lncRNA se retrouvent dans le 

compartiment cytoplasmique487 et ceux-ci peuvent interagir avec des acides nucléiques ou 

bien des protéines grâce à leur structure et leur séquence481.  

En effet, ceux-ci peuvent agir comme i) signaux pour l’activation de gènes, ii), compétiteurs 

pour réprimer l’expression de gènes iii), guides ou supports pour moduler la compaction de 

la chromatine488. 

 

Ces ARN non codant jouent un rôle prépondérant dans le développement de pathologies 

notamment lorsqu’on fait référence au processus cancéreux489,490 ou bien encore sur un tout 

autre registre la schizophrénie491.   

Lorsqu’on s’attarde sur un possible lien entre des ARN long non codant et le développement 

de l’HTAP, plusieurs études soutiennent leur implication dans ce processus492–496.  

En effet, plusieurs d’entre eux favorisent la prolifération exagérée des cellules musculaires 

lisses des artères pulmonaires492,494–496 et leur inhibition permettrait d’améliorer les 

conditions dans des modèles expérimentaux. 

 

Dans le second volet de notre étude, nous nous sommes attardés sur l’implication de le 

lncRNA H19 dans la défaillance ventriculaire droite en HTAP. En effet, dans le tissu 

cardiaque, celui-ci a été décrit comme un modulateur du remodelage cardiaque497,498 dans la 

défaillance cardiaque et l’hypertrophie pathologique. 

De plus, cet lncRNA a été largement décrit dans plusieurs pathologies, en régulant 

l’expression de plusieurs facteurs, tel que des facteurs épigénétiques, notamment le facteur 

épigénétique EZH2 (Enhancer of Zest Homologue 2)499,500 qui fait l’objet de notre étude que 

nous présenterons plus bas.  
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Figure 15. Les différents mécanismes épigénétiques. 

Haut : les modifications d’histones regroupant l’acétylation réalisée par les histones acétylases et la 

désacétylation par les histones désacétylases. Ainsi que la méthylation réalisée par les histones 

méthyltransférases et la déméthylation réalisée par les déméthylases. Ces modifications peuvent modifier l’état 

de compaction de la chromatine et ainsi réguler l’expression de certains gènes. Milieu : les ARN interférents 

incluant les micro-ARN ainsi que les ARN long non codants. En interagissant avec les ARN ou bien les 

protéines, les ARN interférent peuvent moduler l’expression de certaines cibles. Bas : La méthylation de l’ADN 

réalisée par les ADN méthyltransférases et permet de moduler l’expression de gènes. Figure extraite401 

 

Le facteur BRD4 

La famille des BET (Bromo-and Extra-Terminal) comprend quatre membres : BRD2, BRD3, 

BRD4 et BRDT (spécifique aux gonades) contenant deux bromo-domaines hautement 

conservés501 . 
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BRD4 représente le membre de cette famille le plus étudié dans la littérature. Dans des 

conditions physiologiques, BRD4 est une protéine qui permet d’une part de maintenir la 

stabilité de la chromatine502 tout en contrôlant le cycle cellulaire (transition de la phase M à 

la phase G1)503,504. Cette protéine fait partie du groupe des ‘readers’ épigénétiques.  

Il a été démontré que BRD4 permet la régulation de gènes impliqués dans l’inflammation 

notamment au niveau pulmonaire505 faisant de lui une cible anti-inflammatoire de choix. 

Son étude dans le cancer démontre également un rôle dans l’inflammation favorisant ainsi le 

développement de tumeurs et la progression de cancers506–508. Mis à part son implication dans 

les processus inflammatoires, BRD4 et plus généralement la famille des BET a été démontré 

comme un pilier central de la transcription de gènes ainsi que des modifications structurales 

de la chromatine506,509 favorisant le développement de tumeurs. Lorsque l’on s’attarde sur le 

rôle de BRD4 dans la pathogenèse du cancer, celui-ci promeut l’invasion cellulaire, ainsi que 

la progression du cycle cellulaire510.  

Hormis ces caractéristiques moléculaires, BRD4 promeut également la réparation de l’ADN 

lorsque celui-ci subit des dommages511,512. Étant donné sa forte implication dans le processus 

cancéreux, l’inhibition de BRD4 semble être une stratégie thérapeutique idéale, ce qui a été 

d’ailleurs étudiée dans la littérature513,514. 

 

Une étude menée en 2015 au sein de notre laboratoire a démontré que l’expression de BRD4 

était augmentée dans les poumons des patients HTAP et plus précisément au niveau des 

cellules musculaires lisses des artères pulmonaires de ces patients511. Cette étude a démontré 

que celui-ci régule positivement plusieurs acteurs moléculaires connus en HTAP, notamment 

le facteur NFATc2 ainsi que la protéine survivin que nous avons précédemment décrit511 

(figure 16). De plus celui-ci est responsable de l’altération de l’expression de p21, puissant 

régulateur du cycle cellulaire, décrit dans l’hypertension artérielle pulmonaire515. 

De ce fait, BRD4 représente une cible moléculaire favorisant la prolifération et la survie 

cellulaire des CMLAPs HTAP.  
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Figure 16. Implication de BRD4 dans l'hypertension artérielle pulmonaire.  

Représentation schématique des mécanismes moléculaires impliquant BRD4 dans la pathogenèse de 

l'hypertension artérielle pulmonaire. Lorsque l'expression de miR-204 est diminuée, BRD4 est surexprimé, 

inhibant ainsi rapidement le régulateur du cycle cellulaire p21, favorisant la prolifération et déclenchant 

l'expression du facteur nucléaire NFATc2, de survivin et Bcl-2. Une expression accrue de ces oncogènes 

conduit à une hyperpolarisation de la membrane mitochondriale, à une résistance à l'apoptose et à une 

prolifération accrue. Figure extraite511. 

 

Soutenu par ces résultats, une étude préclinique regroupant plusieurs équipes, dont notre 

équipe de recherche, a mis en évidence l’efficacité du RVX-208, un traitement visant à 

inhiber la famille des BET dans des modèles expérimentaux de l’hypertension artérielle 

pulmonaire516. Les résultats obtenus démontrent un effet bénéfique du traitement dans 

l’amélioration des paramètres hémodynamiques dans des modèles expérimentaux et cela 

réalisés dans plusieurs centres différents516. Ces résultats communs appuient le potentiel 

thérapeutique de l’utilisation du RVX-208 dans le traitement de l’hypertension artérielle 

pulmonaire.  
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Ces résultats positifs et encourageants ont donné naissance à une étude clinique visant à tester 

le potentiel thérapeutique du RVX-208, de son nom commercial Apabetalone chez des 

patients atteints d’HTAP (NCT03655704). 

Un autre inhibiteur de la famille des BET a également été testé au niveau des cellules 

endothéliales, le JQ1. Cet inhibiteur démontre un effet positif sur le micro-environnement 

inflammatoire des cellules endothéliales en HTAP notamment en diminuant l’expression des 

cytokines IL6 et IL8517. 

 

3.4.3 Dysfonction mitochondriale et effet Warburg 

Lorsqu’on s’attarde sur la capacité que les cellules possèdent pour subvenir à leur besoin 

énergétique nous pensons à la mitochondrie, organelle responsable de la génération d’énergie 

sous forme d’ATP (adénosine triphosphate)518–522. Par la respiration mitochondriale celle-ci 

est apte à fournir de l’énergie à la cellule afin de remplir ses fonctions physiologiques.  

Cependant, la mitochondrie n’a pas pour unique rôle que de subvenir aux besoins 

énergétiques cellulaires. En effet, la mitochondrie se trouve être une composante essentielle 

à l’intégration des signaux cellulaires et environnementaux519,521–523. En effet, celle-ci peut 

subir des régulations multiples par de nombreux facteurs oncogènes ou bien encore 

suppresseurs de tumeurs524.  

 

En réponse à ces modulations, la mitochondrie peut produire différents métabolites 

permettant de contrôler et réguler des facteurs de transcription ou bien des facteurs 

épigénétiques par exemple. En effet, celle-ci peut intégrer les signaux cellulaires concernant 

la demande en énergie et ainsi adapter sa réponse afin de maintenir une croissance optimale 

cellulaire. De plus, la mitochondrie peut produire des métabolites permettant d’optimiser la 

croissance cellulaire ou bien à l’opposé permettant d’induire la mort cellulaire 

programmée525. En effet, l’apoptose est majoritairement régulée par la mitochondrie. 

 

Dans la pathologie, les mitochondries de cellules malades se retrouvent plus hyperpolarisées 

comparativement à celles des cellules saines526,527. L’hyperpolarisation membranaire rend la 

mitochondrie dysfonctionnelle et tous les effets associés à cette dysfonction va favoriser la 
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survie cellulaire durant des périodes de stress cellulaire. Dans les processus hyper-

prolifératifs, la respiration mitochondriale est inhibée au profit de l’utilisation du glucose 

comme source d’énergie et cela favorise la survie cellulaire et leur prolifération.  

 

Ce phénomène a tout d’abord été décrit dans les cellules cancéreuses par Otto Warburg dans 

les années 1930528 puis étudié et peaufiné dans les années 1950529.  

L’effet Warburg désigne le switch métabolique s’opérant dans les cellules d’un statut 

reposant sur la phosphorylation oxydative à un statut plus glycolytique reposant sur 

l’utilisation préférentielle du glucose afin de soutenir énergétiquement la production de 

biomasse530. Ce switch métabolique est aussi observable dans les cellules de patients atteints 

d’HTAP531,532 puisque les cellules vont privilégier un fonctionnement énergétique moins 

efficace qui leur demandera de consommer plus de glucose que la normale (figure 17 ).   

 

 

Figure 17. L’effet Warburg.  

En présence d'oxygène, les tissus différenciés métabolisent d'abord le glucose en pyruvate par glycolyse, puis 

oxydent complètement la plupart de ce pyruvate dans les mitochondries en CO2 au cours du processus de 

phosphorylation oxydative. Lorsque l'oxygène est limitant, les cellules peuvent rediriger le pyruvate généré par 
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glycolyse loin de la phosphorylation oxydative mitochondriale en générant du lactate (glycolyse anaérobie). 

Dans les cellules prolifératives telles que les cellules musculaires lisses des artères pulmonaires de patients 

HTAP ou les cellules cancéreuses, on observe une glycolyse en condition aérobie. La mole de glucose produit 

donc beaucoup moins d’énergie, mais la cellule s’affranchie de l’implication de la mitochondrie. Figure 

adaptée530. 

 

 

Associée à ces adaptations énergétiques, la mitochondrie dysfonctionnelle ne permettra plus 

d’induire l’apoptose dans les cellules malades533 et favorisera l’expression de facteurs 

prolifératifs534.  

En effet, l’apoptose s’opère par la libération du cytochrome c et l’activation de caspases 

(protéases nécessaires à la mise en place de l’apoptose), induite par la dépolarisation de la 

membrane mitochondriale535. Or les mitochondries dans les cellules malades sont très 

hyperpolarisées ce qui rend difficile la dépolarisation nécessaire à la libération du 

cytochrome c, les cellules seront donc moins sujettes à l’apoptose et survivront plus 

facilement aux conditions de stress cellulaire. 

Ces mécanismes seront favorables à la survie cellulaire et à la prolifération et ainsi à la 

progression de la pathologie.  

 

3.4.4 Inflammation et immunité 

La présence de processus inflammatoires importants dans l’HTAP a été reconnu comme un 

facteur favorisant le remodelage vasculaire536,537, notamment dans les prémices de la maladie. 

En effet, l’administration d’IL-6 dans un modèle expérimentale suffit à induire une 

hypertension pulmonaire538,539. Non seulement l’inflammation peut promouvoir le phénotype 

pro-prolifératif et anti-apoptotique des cellules536,537 mais aussi peut induire des dommages 

à l’ADN (que nous présenterons plus loin)540,541.  

Comme nous l’avons mentionné précédemment, nous pouvons retrouver une infiltration de 

cellules inflammatoires telles que des macrophages ou bien encore des lymphocytes (B et T), 

au niveau des lésions plexiformes de patients HTAP138. Cette infiltration a été étudié au 

niveau des poumons de patients atteints d’hypertension artérielle pulmonaire idiopathique 

notamment542,543 mais aussi au niveau de patients présentant une hypertension artérielle 

pulmonaire associée à une schistosomiase544. La présence de cellules inflammatoires favorise 
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le recrutement de cytokines telles que l’IL-1 et 6 chez les patients HTAP comparativement à 

des sujets sains, diminuant leur chance de survie545. En effet, il existe une association entre 

un niveau élevé de cytokines et la mortalité chez les patients HTAP. Ce paterne 

inflammatoire est retrouvé dans le modèle expérimental monocrotaline avec une infiltration 

massive au niveau perivasculaire546 faisant de lui un modèle intéressant pour l’étude de 

thérapies immunosuppressives.  

 

D’un point de vue plus moléculaire, des études ont démontré que certains médiateurs 

inflammatoires se retrouvaient surexprimés chez des patients atteints d’HTAP, notamment 

le CD54 (connu aussi sous le nom de ICAM-1 intracellular adhesion molecule-1) ainsi la 

selectine E (connu également sous le nom de ELAM-1 endothelial leukocyte adhesion 

molecule-1)547.  

 

Également, certaines chimiokines telles que la fraktalkine (FKN ou CX3CL1) et son 

récepteur (CX3CR1) sont des molécules permettant le recrutement de monocytes et de 

cellules T au niveau de la paroi vasculaire548,549. Ces acteurs sont surexprimés dans les 

cellules T des patients HTAP comparativement aux controles550. 

D’autres acteurs capables de recruter des monocytes et des cellules T sont surexprimés, tels 

que RANTES (Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted) nommé 

également CCL5551,552. Dans l’hypertension artérielle pulmonaire, en plus de son rôle dans 

le recrutement de cellules inflammatoires553, celui-ci induit l’activation d’agents 

vasoconstricteurs comme l’ET-1 via induisant l’expression de l’enzyme de conversion de 

l’endothéline 1551.  

Le chemokine ligand 2 (CCL2) nommé également monocyte chemoattractant protein 1 

(MCP-1) fut aussi retrouvée augmentée dans les poumons et le plasma de patients HTAP554.  

Finalement, ces études démontrent une réelle implication du profil inflammatoire dans la 

pathogenèse de l’hypertension artérielle pulmonaire.  

 

La question du profil immunitaire a été exploré dans l’hypertension artérielle pulmonaire, 

puisque chez certains patients, Isern et ses collègues ont décrit un niveau élevé de cytokines 

pro-inflammatoires chez les patients HTAP mais également un taux d’anticorps anti-
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nucléaires (AAN) circulants élevés chez ceux-ci555. Les AAN étant principalement retrouvés 

dans des pathologies auto-immunes et leur mesure permet de poser un diagnostic550.  

Lorsque l’on se penche sur les patients atteints d’hypertension artérielle pulmonaire associée 

à une infection au VIH, nous observons que leur statut immunitaire pourrait favoriser le 

développement de la pathologie et ainsi aggraver le pronostic vital556.   

 

D’un point de vue thérapeutique, à ce jour, aucune preuve ne démontre un effet positif d’un 

traitement reposant sur la diminution de l’inflammation. Cependant, cela peut être utile de 

l’envisager pour les patients présentant des pathologies à profil inflammatoire associées à 

une HTAP557.  

Une étude clinique actuelle tente de démontrer un effet potentiel du Rituximab dans le 

traitement de l’HTAP associés à la sclérodermie (NCT01086540). Le Rituximab étant un 

anticorps monoclonal contre les lymphocytes B (présentant un antigène CD20) permettant 

de traiter de nombreuses pathologies auto-immunes558. Le traitement de l’inflammation sous-

jacente à l’HTAP peut soulager l’HTAP associée à des pathologies inflammatoire comme la 

sclérodermie375. 

 

3.4.5 Stress oxydatif 

Le stress oxydatif est caractérisé par une augmentation de particules oxydantes (nommées 

espèces réactives de l’oxygène ou reactive oxygene species ROS), telles que le peroxyde 

d’hydrogène H2O2, les ions superoxydes O2●
–559 , l’oxyde nitrique (NO) ainsi que d’autres 

radicaux libres. D’un point de vue physiologique, les ROS peuvent être générés dans divers 

types de cellules saines et participent aux multiples processus cellulaires560,561.  

L’accumulation de ces particules oxydantes peut directement causer des dommages 

tissulaires via l’oxydation de certaines molécules562–564. Cette oxydation peut, entre autres, 

détériorer les membranes cellulaires par peroxydation des lipides, ou bien encore engendrer 

des dommages au niveau de la structure de l’ADN comme nous le verrons plus loin. En 

dehors de ces mécanismes certains facteurs de transcription peuvent être altérés, c’est 

notamment le cas du facteur HIF-1559. Certaines enzymes, telles que la NADPH oxydase, 

sont responsables de la génération d’espèces réactives de l’oxygène et peuvent être régulées 

par différentes hormones ou facteurs de croissance565,566.  
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En plus de cette source de production de ROS, la mitochondrie représente une autre source 

de production puisque de façon physiologique lors du transport d’électrons cela engendre la 

transformation de 1-2% de l’oxygène en O2●
–. Lors que la mitochondrie se retrouve 

dérégulée, la production de ROS par ce biais va favoriser l’accumulation de ceux-ci et 

engendrer des lésions.  

 

La mesure de marqueurs de stress oxydatif chez des patients atteints d’HTAP a démontré une 

augmentation de la peroxydation des lipides mais également une diminution d’agents 

antioxydants tel que la vitamine E567.  La génération d’ions superoxydes a été démontré 

comme un puissant activateur de la prolifération des cellules musculaires lisses des artères568 

favorisant ainsi un remodelage de la paroi vasculaire.  

De plus, chez le patients HTAP, il a été décrit que certaines enzymes responsables de la 

production de ROS, telles que la xanthine oxydase, présentaient une activité enzymatique 

plus importante que chez des sujets sains569. Au niveau pulmonaire, les données mettent en 

évidence la présence de stress oxydatif chronique chez les patients atteints d’HTAP559. Cela 

peut s’expliquer par le fait que les cellules musculaires lisses des artères pulmonaires HTAP 

développent des stratagèmes complexes afin d’échapper aux effets du stress oxydatif 

notamment par la surexpression d’enzymes permettant de détoxifier les nucléotides pouvant 

subir de l’oxydation570.  

En effet, un acteur majeur de la détoxification de l’ADN a été mis en évidence dans la 

littérature : NUDT1 (Nudix hydrolase 1, nommée également MuT Homologue - MTH1). 

NUDT1 est une enzyme permettant de diminuer l’accumulation de 8 oxoguanines (8-OX) au 

sein de la structure de l’ADN. Les 8-OX sont le résultat de lésions engendrées par le stress 

oxydatif. En effet, les guanines de la structure de l’ADN peuvent subir une oxydation directe 

et s’accumuler au sein de l’ADN engendrant par la suite la mort cellulaire571. 

 

Notre laboratoire a mis en évidence une surexpression de NUDT1 dans les CMLAPs-HTAP 

ainsi que dans les modèles expérimentaux570.  

Nous avons démontré qu’une inhibition spécifique de NUDT1 freine la prolifération et la 

survie des cellules musculaires lisses des artères pulmonaires HTAP. Cet effet passe par une 

perturbation de la bioénergétique cellulaire mais également de la voie de l’autophagie. Une 
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approche expérimentale nous a permis de mettre en évidence un effet thérapeutique dans 

deux modèles animaux de la pathologie (MCT et sugen-hypoxie).  

NUDT1 fonctionne en duo avec OGG1 (8-oxoguanine DNA glycosysale-1) afin d’exciser 

les guanines qui ont pu être oxydées et ainsi réparer les dommages associés. Notre laboratoire 

a également mis en évidence une surexpression d’OGG1 dans les CMLAPs-HTAP572.   

Également, NUDT1 a été démontré surexprimé dans les tissus cancéreux comparativement à 

des tissus sains573. Cette surexpression représente un moyen de survivre que la cellule met en 

place afin d’empêcher l’incorporation de 8-OX dans la structure de l’ADN faisant de cet 

acteur une cible préférentielle thérapeutique.   

 

De façon intéressante, l’accumulation de stress oxydatif peut favoriser la transcription de 

certains gènes via la phosphorylation et l’activation de facteurs de transcription favorisant la 

prolifération des cellules musculaires lisses des artères pulmonaires, tel que le facteur 

GATA4574.  

En ce qui concerne le facteur GATA4, son activation est la résultante de la production de 

ROS induite par la serotonine575. Il est à noter que d’autres molécules, telles que l’endothéline 

1 peut également favoriser la production de ROS576. 

 

Hormis son action au niveau vasculaire, le stress oxydatif peut favoriser la défaillance du 

ventricule565. Le facteur de transcription GATA4 notamment étant également très impliqué 

dans le processus d’hypertrophie ventriculaire577. De plus, la sérotonine peut induire 

l’oxydation de protéines au niveau du cœur droit spécifiquement578. Cela démontre que le 

ventricule droit est aux proies à l’accumulation de stress oxydatif qui peut expliquer en partie 

la défaillance cardiaque droite579 puisqu’un traitement antioxydant permet de prévenir celle-

ci580.  

 

Le modèle expérimental monocrotaline récapitule le stress oxydatif puisque l’administration 

d’un antioxydant en guise de thérapie prévient le développement de la pathologie et empêche 

la défaillance ventriculaire droite chez les rats malades581. Une autre étude a également 

démontré un effet bénéfique d’une surexpression de la superoxyde dismutase SOD, un 

puissant antioxydant, qui améliore la condition des rats malades582. Les études précliniques 
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démontrent un effet très positif à l’utilisation d’antioxydants en guise de thérapie pour 

atténuer l’HTAP.  

 

Cependant, chez l’homme de nombreuses questions se posent quant à cibler une molécule en 

particulier afin de traiter des patients avec des médicaments ciblés. Des études cliniques sont 

nécessaires afin de déterminer si une thérapie reposant sur l’administration ou la 

consommation d’antioxydants peut aider à freiner la pathologie.  

 

3.4.6 Dommages à l’ADN 

L’ADN des multiples cellules de l’organisme subis quotidiennement des milliers de 

lésions583.  Certaines de ces lésions apparaissent de façon physiologique, c’est le cas 

notamment de mauvais appariement durant la réplication. Cependant, dans certains cas non 

physiologiques, une accumulation de stress oxydatif et d’inflammation peut altérer la 

structure de l’ADN584,540,585,586. 

 

La structure de l’ADN peut subir de nombreuses modifications provenant de 

l’environnement cellulaire, mais celle-ci peut aussi subir des effets environnementaux, tels 

les radiations UV (ultraviolet) ou encore des agents chimiques, qui peuvent altérer sa 

structure587,588. 

Les dommages engendrés peuvent se caractériser par des cassures au niveau d’un seul brin 

de l’ADN ou bien au niveau des deux brins de celui-ci583. Comme dommages nous pouvons 

également avoir des agents qui peuvent s’intercaler au niveau de la séquence ou bien encore 

la modification de bases583.  

Pour pallier ces dommages, les cellules reposent sur une réparation efficace de la structure 

de l’ADN nommée la réponse aux dommages à l’ADN (DDR : DNA-damage 

response)583,589.  

Une mauvaise réparation de ces dommages engendre à terme une accumulation de mutations 

favorisant la mort cellulaire. Cependant, ces dommages peuvent aussi être responsables 

d’une sélection de cellules résistantes à la mort cellulaire avec un phénotype prolifératif, en 

ne sélectionnant que les cellules capables de réparer les dommages subit de façon à maintenir 

leur survie malgré un environnement défavorable.  
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Comme nous l’avons mentionné précédemment, l’hypertension artérielle pulmonaire peut 

être associée à un profil inflammatoire important et soutenu ainsi qu’un niveau de stress 

oxydatif important35, ces deux profils favorisent l’accumulation de dommages à l’ADN.  

 

Une étude menée au sein de notre laboratoire en 2014, a mis en exergue une augmentation 

des dommages à l’ADN au sein du tissu pulmonaire des patients HTAP et plus précisément 

au niveau des cellules musculaires des artères pulmonaires590. Cette accumulation de 

dommages au niveau de la structure de l’ADN est accompagnée d’une augmentation de 

l’expression de PARP-1 au sein des même tissus590.  

PARP-1 (Poly(ADP-ribose) polynerase-1) est une enzyme appartenant à la grande famille 

PARP permettant la survie des cellules présentant des dommages au niveau de leur ADN591. 

PARP-1 permet la réparation des sites endommagés de l’ADN en apportant des poly (ADP-

ribose)592. En dehors de son rôle dans la réparation de l’ADN, PARP-1 peut également 

contrôler la transcription593, l’apoptose594 ou bien la réplication595.   

L’inhibition pharmacologique et moléculaire de PARP-1 dans les cellules musculaires lisses 

des artères pulmonaires des patients HTAP, démontre une diminution significative de leur 

prolifération et leur survie cellulaire. Ces effets sont médiés par une levée de l’inhibition de 

miR-204 par PARP-1 qui a son tour va diminuer l’activité du facteur de transcription 

NFATc2 et HIF1-α (figure 18).  

Les effets sur la prolifération et la survie cellulaire ont été recapitulé dans deux modèles 

expérimentaux distincts (monocrotaline et sugen-hypoxie), où l’inhibition de PARP-1 permet 

d’empêcher le développement de la pathologie.  

 

De ces données prometteuses est né une étude clinique impliquant plusieurs centres afin de 

tester le potentiel thérapeutique de l’inhibition de PARP-1 par Olaparib dans le traitement de 

l’HTAP (NCT03782818). 
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Figure 18. Rôle de PARP-1 en HTAP. 

L’inflammation, dont certaines cytokines ainsi que les dommages à l'ADN peuvent activer PARP-1. Cela 

conduit à une diminution de l'expression de miR-204 et à une augmentation de l'expression / activation de 

NFATc2 et HIF-1α, facteurs connus pour induire la prolifération. Figure extraite de590.  

 

Outre les effets de PARP-1, il a été démontré que le recours à des anorexigènes pouvait 

augmenter le niveau de stress oxydatif cellulaire et favoriser l’accumulation de dommages à 

l’ADN, c’est le cas notamment des amphétamines et de leur dérivés510–511. Il a été démontré 

que cet effet-là était également retrouvé lors de la prise d’inhibiteur de la recapture de la 

sérotonine599. Également, la protéine survivin est démontré dans la littérature comme une 

actrice importante de la réparation de cassures doubles brins de l’ADN notamment au niveau 

de cellules cancéreuses475. 

 

Finalement, en HTAP, les tissus pulmonaires notamment les cellules endothéliales et 

musculaires lisses des artères pulmonaires sont confrontées à une accumulation de 

dommages au niveau de la structure de l’ADN. Ceux-ci peuvent être causés par de nombreux 

processus, notamment le profil oxydatif et inflammatoire très présent dans la pathologie. 

Cette accumulation favoriserait l’émergence du phénotype pro-prolifératif et anti-

apoptotique caractéristique des cellules en HTAP.  
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3.5 Les modèles animaux de l’HTAP 

 Afin d’étudier la pathologie et de tester de nouvelles voies thérapeutiques, l’usage de 

modèles animaux reste primordial. Concernant l’hypertension artérielle pulmonaire il existe 

plusieurs modèles animaux, dont les modèles monocrotaline, sugen-hypoxie, fawn hooded 

rat, BMPR2 muté entre autres.  

Dans cette partie nous ferons l’emphase sur les modèles utilisés dans notre étude, soit le 

modèle monocrotaline, le modèle Sugen-hypoxie ainsi que les autres modèles souvent 

utilisés dans la littérature.  

3.5.1 Le modèle monocrotaline   

La monocrotaline est un alcaloïde végétal toxique extrait des graines de la plante Crotalaria 

spectabilis. Le produit de la biotransformation hépatique de l’alcaloïde, plus précisément par 

le cytochrome P450, est un composé hautement toxique qui se retrouve piégé dans les 

globules rouges. C’est en 1967 que le modèle fut établi en administrant la substance à des 

rats par ingestion600. Le métabolite induit des lésions vasculaires au niveau pulmonaire 

affectant les cellules endothéliales, en entrainant plusieurs altérations telles qu’une altération 

de la régulation de l’oxyde nitrique600,601 ou bien une accumulation de stress oxydatif. Ces 

altérations au niveau des cellules endothéliales entrainent leur apoptose602,603. Cette mort 

cellulaire induit une sélection de cellules résistantes à l’apoptose sécrétant de multiples 

facteurs favorisant la prolifération et la survie des cellules musculaires lisses adjacentes604. Il 

a été observé une accumulation de cellules inflammatoires au niveau vasculaire605 précédent 

la prolifération des cellules musculaires lisses606. Toutes ces modifications cellulaires 

engendrent un profond remodelage vasculaire606 entrainant des altérations dans les 

paramètres hémodynamiques pulmonaires.  

 

D’un point de vue pratique, pour induire la pathologie une unique administration est 

nécessaire, ce qui rend ce modèle animal facile à établir. En effet, après l’administration sous 

cutanée ou intrapéritonéale de la monocrotaline, à raison de 60mg/kg à 80mg/kg604, les rats 

développent l’hypertension artérielle pulmonaire après 3 à 4 semaines600,607,608. Après 4 

semaines on peut observer de profondes modifications hémodynamiques, notamment une 

augmentation de la PAP moyenne (mPAP), de la RVSP et de l’index de fulton600. En effet, 
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le remodelage vasculaire entraine une hypertrophie ventriculaire droite menant à une 

dysfonction cardiaque droite609. Cependant, une à deux semaines après l’administration de 

monocrotaline, les rats démontrent déjà des changements hémodynamiques606.  

 

Enfin, il est à noter que selon la dose administrée, les rats peuvent développer d’autres 

pathologies telles que des lésions hépatiques sévères pouvant servir de modèle 

expérimental610.  

 

3.5.2 Le modèle Sugen Hypoxie 

Ce modèle a été développé bien plus récemment par Taraseviciene-Stewart et collègues en 

combinant l’administration de Sugen 5416 (SU5416) et une mise en hypoxie  chronique (10% 

O2) de trois semaines611.  

En effet, c’est en 2001 que cette équipe a démontré qu’utiliser le Sugen 5416, un inhibiteur 

du récepteur au VEGF-2 combiné à une hypoxie provoquait la mort des cellules endothéliales 

pulmonaire dans un premier temps suivi de leur prolifération611. L’équipe s’est basée sur le 

fait que le VEGF est un acteur important pour le maintien et la différenciation des cellules 

endothéliales vasculaire609. Associée à ces caractéristiques, les auteurs ont démontré une 

augmentation de la prolifération des cellules musculaires lisses indiquant le rôle du récepteur 

au VEGF endothéliale dans la régulation de la croissance de ces cellules609. Les rats 

développent par la suite une hypertension artérielle pulmonaire sévère avec une 

augmentation significative de la pression artérielle pulmonaire611.  

Dans ce modèle, les rats développent une hypertrophie et une dilatation ventriculaire droite 

suite à l’augmentation de la PAP après 5 semaines de Sugen5416 combiné à l’hypoxie612. De 

plus, dans ce modèle expérimental certains rats présentent des lésions vasculaires609 

ressemblant aux lésions plexiformes retrouvées chez les patients HTAP. Ce modèle est très 

utilisé dans les études pré-cliniques afin de tester le potentiel de certains médicaments dans 

le traitement de l’HTAP609. 
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3.5.3 Le modèle FHR (Fawn Hooded Rat) 

Le modèle fawn hooded rat (FHR) a été découvert et décrit très tôt en 1975 par deux 

chercheurs, dans des colonies de rats613. Ce modèle présente certaines anomalies au niveau 

du chromosome 1 entrainant un défaut de l’agrégation plaquettaire. Initialement, ce modèle 

expérimental était utilisé pour des études de troubles de la coagulation. Plus tardivement, il 

a été démontré que ce modèle animal pouvait développer une hypertension artérielle 

pulmonaire en fonction de l’âge des spécimens. En effet, la pression artérielle moyenne se 

retrouve élevée dans des rats FHR de sexe masculin âgé d’environ 5,5mois614. A mesure que 

les animaux prennent de l’âge, l’hypertension artérielle pulmonaire gagne en sévérité. En 

effet après une année, les rats présente une hypertension artérielle pulmonaire très 

severe614,615. Dès lors, le modèle fut utilisé afin d’étudier l’hypertension artérielle pulmonaire 

et ses effets délétères.   

 

D’un point de vue des caractéristiques pathologiques, la première donnée qui fut notée est 

que ce modèle présente une glycémie nettement inférieur à des rats sains613. En 2006, une 

étude a mis en évidence des modifications dans le contrôle de la signalisation HIF-1α ainsi 

que des canaux potassiques voltages dépendant Kv aboutissant à des anomalies affectant le 

métabolisme énergétique616. Également, il a été présenté des modifications d’expression de 

protéines nécessaires au bon fonctionnement mitochondrial, notamment la superoxyde 

dismutase 2 (SOD2)616 favorisant ainsi la prolifération et la survie des cellules musculaires 

lisses HTAP617. Comme nous l’avons mentionné cette enzyme est nécessaire à la régulation 

du potentiel redox de la mitochondrie, ce qui par la suite peut affecter le tonus vasculaire 

également618.  

 

Associé à ces résultats, il a été par la suite mis en évidence que les cellules musculaires lisses 

des artères pulmonaires isolées de ce modèle expérimental démontre un effet Warburg 

favorisant un métabolisme glycolytique619.  

Enfin parmi les anomalies retrouvées dans ce modèle expérimentale il a également décrit que 

ces rats étaient très sensibles à l’hypoxie, une exposition à des niveau d’oxygène légèrement 

diminuer accélère le développement de l’HTAP chez ces rats620,621. 
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3.5.4 Le modèle porteur de mutations de BMPR2  

Comme nous l’avons précédemment mentionné, les études ont démontré que 80% des 

patients présentant une HTAP héréditaire présentent des mutations sur le gène BMPR2. Le 

modèle expérimental a été développé sur des souris622 et également sur des rats. Le modèle 

de rat sont plus sensibles au développement de la pathologie comparativement aux souris623 

ce qui rend ce modèle un peu plus pertinent lors de l’étude de la pathologie.  

Les altérations retrouvées dans le modèle de la souris présentant une perte de fonction de 

BMPR2 au niveau des cellules endothéliales,  nous retrouvons, une apoptose des cellules 

endothéliales624 mais également une prolifération abondante des cellules musculaires 

lisses625. Lorsque les souris sont soumises à une hypoxie celles-ci développent une 

hypertension artérielle pulmonaire caractérisée par une augmentation de leur PAP 

moyenne626. Cependant, ce modèle de souris ne récapitule pas les effets de la maladie au 

niveau de ventricule droit notamment l’hypertrophie ventriculaire des suites de 

l’augmentation des pressions pulmonaire626. 

Néanmoins, lorsque la délétion du récepteur est spécifique aux cellules musculaires lisses 

des artères pulmonaires, les souris vont développer une hypertrophie du ventricule ainsi que 

certaines lésions plexiformes au niveau pulmonaire627. 

En 2018, une étude a développé et caractérisé des rats mutants présentant une délétion 

hétérozygote du récepteur au niveau pulmonaire628. Ces rats développent une hypertension 

pulmonaire associée à une altération de la fonction cardiaque droite628. De plus, ceux-ci 

présentent une surexpression de l’interleukine 6 ainsi qu’une constriction importante des 

artères pulmonaires. Finalement, ce modèle expérimental récapitule le phénotype que l’on 

retrouve chez les patients mais mime également la pénétrance de la pathologie que l’on 

retrouve chez les patients porteurs d’une mutation sur le gène BMPR2, entre 16 et 28%629–

631.  

Ce modèle représente une belle alternative afin d’étudier les mécanismes associés à une 

mutation sur le récepteur BMPR2 dans le développement d’une hypertension pulmonaire.  

 

3.5.5 Autres modèles animaux  

Dans ce paragraphe nous allons présenter rapidement des modèles expérimentaux alternatifs 

disponibles pour l’étude de la pathologie.   
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Le modèle de schistosomiase est un modèle de souris référencé de nombreuses fois dans la 

littérature632. Précédemment nous avons énoncé que l’infection avec le parasite pouvait 

mener au développement d’une hypertension artérielle pulmonaire. En  2010, deux études 

ont utilisé une infection avec ce parasite afin de provoquer le développement de la 

pathologie633,634. L’infection avec le parasite récapitule le phénotype retrouvé chez les 

patients présentant cette infection. Ce modèle a permis de tester des traitements qui sont 

utilisés pour traiter cette infection afin de déterminer si ceux-ci sont aptes à améliorer la 

condition des patients infectés qui ont développé une hypertension pulmonaire. Le 

praziquantel est l’un de ces traitements, celui-ci entraine la paralysie du parasite. Ce 

traitement testé dans le modèle expérimental démontre un effet bénéfique sur le 

développement de l’hypertension artérielle pulmonaire suite à l’infection des souris par le 

parasite635.  

En comparaison avec l’hypertension artérielle pulmonaire idiopathique, l’hypertension 

artérielle pulmonaire associée à l’infection par le parasite présente moins de données quant à 

la compréhension de la physiopathologie. Ce modèle expérimental permet de pouvoir 

apporter des éléments de réponse et d’études.  

Le modèle de surexpression de l’IL-6 est un modèle de souris développé en 2009636. Comme 

nous l’avons mentionné précédemment, la surexpression de l’interleukine 6 a été décrite dans 

l’hypertension artérielle pulmonaire et est corrélée avec la sévérité ainsi que la mortalité de 

celle-ci552.  Les souris présentant une surexpression de l’IL-6 démontre une augmentation de 

la pression dans les artères pulmonaires des suites du remodelage de celles-ci. A ce 

remodelage a été associé une hypertrophie du ventricule droit636. D’un point de vue 

histologique, ce modèle récapitule le profil des lésions observés chez les patients HTAP, 

notamment les lésions plexiformes ainsi que l’infiltration de cellules inflammatoires au 

niveau artériel637. 

Le potentiel thérapeutique d’une inhibition de récepteurs à l’IL-6 a été démontré en 2010638, 

faisant du modèle expérimental un très bon outil pour l’étude des mécanismes liés à 

l’interleukine 6 en hypertension artérielle pulmonaire.  
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Le modèle de surexpression du transporteur de la sérotonine (5-HTT) fut créé en 2004 par 

Maclean et ses collègues639. Comme nous l’avons précédemment énoncé, la sérotonine ainsi 

que son transport sont impliqués dans la physiopathologie de l’hypertension artérielle 

pulmonaire386. La surexpression du transporteur chez des souris mise en hypoxie chronique 

favorise le développement de la pathologie via un remodelage vasculaire ainsi qu’une 

hypertrophie ventriculaire droite. Ce modèle a permis de tester des molécules à des fins 

thérapeutiques tels que des inhibiteurs du transporteur394. L’utilisation de ce modèle permet 

de mieux appréhender le rôle de la voie de signalisation de la sérotonine et ainsi adapter des 

thérapies ciblées640.  

 

D’autres modèles complémentaires existent également, tels que des modèles combinant une 

pneumonectomie et une induction avec du Sugen 5416 ou bien de la monocrotaline.  

 

3.6 Thérapies actuelles de l’HTAP  

Comme nous l’avons vu, les artères pulmonaires des patients HTAP présentent un 

remodelage profond et une vasoconstriction. Les stratégies thérapeutiques actuelles visent 

une amélioration de la qualité de vie des patients. Cependant, il est important de noter que 

ces thérapies ne permettent pas de soigner la maladie et ils ne diminuent le taux de mortalité 

que de façon modeste. Le traitement peut reposer sur des médications non spécifiques à 

l’hypertension pulmonaire, ce sont les thérapies dites conventionnelles. Les thérapies ciblées 

permettent d’aller interagir avec les différentes voies impliquées dans la vasoconstriction.  

3.6.1 Thérapies conventionnelles 

Les traitements conventionnels englobent les traitements non spécifiques à l’HTAP mais 

néanmoins pouvant apporter un bénéfice au patient. Dans ce groupe nous retrouvons les 

diurétiques, les anticoagulants et l’oxygénothérapie.  Les diurétiques permettent de diminuer 

la rétention d’eau et de soulager le travail cardiaque droit par la diminution de la 

volémie641,642. Les anticoagulants peuvent être bénéfiques afin de prévenir tous les risques de 

thromboses chez les patients643. Et l’oxygénothérapie permet d’améliorer les chances de 

survie des patients avec une diminution de la capacité de diffusion du monoxyde de 
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carbone643. La pratique d’un exercice physique encadrée par des professionnel de la santé 

peut aussi être bénéfique pour certains patients HTAP644. 

 

3.6.2 Thérapies ciblées 

Les thérapies ciblées visent avant tout à diminuer la vasoconstriction des artères pulmonaires. 

Ces traitements sont principalement composés de prostacyclines, de modulateurs de la 

synthèse d’oxyde nitrique et de la voie de l’endothéline (figure 19). Pour une faible 

population de patients répondants au test de réactivité vasculaire, l’utilisation de bloqueurs 

des canaux calciques peut être bénéfique. L’hypertension artérielle pulmonaire est, 

rappelons-le, une pathologie létale pour le patient, l’intervention de dernière intention reste 

la transplantation pulmonaire.  

Nous nous proposons ici de présenter les différentes voies cibles de la vasoconstriction 

artérielle ensuite l’utilisation des bloqueurs calciques et nous terminerons par la 

transplantation pulmonaire.   

  

 



 

82 

 

Figure 19. Les différentes thérapies ciblées en HTAP.  

En haut : une coupe transversale d'une petite artère pulmonaire (<500 µm de diamètre) d'un patient avec une 

hypertension artérielle pulmonaire sévère montre une prolifération accrue des cellules musculaires lisses et une 

obstruction marquée. Les cellules endothéliales des artères pulmonaires dysfonctionnelles (en bleu) ont diminué 

la production de prostacycline et d'oxyde nitrique endogène, avec une production accrue d'endothéline-1 - une 

condition favorisant la vasoconstriction et la prolifération des cellules musculaires lisses dans les artères 

pulmonaires (rouge). Les thérapies actuelles ou émergentes interfèrent avec des cibles spécifiques dans les 

cellules musculaires lisses des artères pulmonaires. Figure adaptée de 642. 

 

3.6.2.a Modulation de la voie de l’endothéline 1 

L’endothéline 1, sécrétée par l’endothélium vasculaire, possède un fort pouvoir 

vasoconstricteur, pro-inflammatoire et favorise la prolifération par son interaction avec ses 

deux récepteurs ETA et ETB. Le récepteur ETA après son activation induit une 

vasoconstriction soutenue et une prolifération des cellules musculaires lisses. Quant au 

récepteur ETB, son activation promeut la production d’oxide nitrique et de prostacycline. 
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Malgré des effets théoriques opposés, l’utilisation d’antagonistes aux deux récepteurs, 

permet de promouvoir la vasodilatation artérielle et d’inhiber le potentiel prolifératif645. Trois 

molécules sont actuellement approuvées pour le traitement de l’hypertension artérielle 

pulmonaire, le bosentan646, l’ambrisentan647 et le macitentan648. Ces thérapies ont démontré 

un effet significatif sur la qualité de vie des patients. Le bosentan, un antagoniste des deux 

récepteurs, démontre des effets bénéfiques pour les patients HTAP, notamment sur leur 

capacité à l’effort et leur paramètres hémodynamiques649,650. Ces effets bénéfiques ont aussi 

été retrouvé lors de l’administration de macitentan651 et d’ambrisentan652. 

 

3.6.2.b Modulation de la voie de l’oxyde nitrique  

L’oxide nitrique d’un point de vue physiologique permet normalement une vasodilatation 

artérielle. Dans l’hypertension artérielle pulmonaire, la synthèse d’oxyde nitrique, par 

l’oxyde nitrique synthase endothéliale (eNOS), est diminuée puisque l’activité de l’enzyme 

est altérée653–656. La diminution d’oxide nitrique induit une diminution de la concentration 

intracellulaire de guanosine monophosphate cyclique (GMPc). Au niveau vasculaire, la 

GMPc active la protéine kinase G responsable de l’activation de canaux potassiques présents 

à la membrane du sarcolemme. L’activation de ces canaux potassiques va induire une 

hyperpolarisation membranaire par une sortie de potassium à travers ceux-ci. Cette 

hyperpolarisation va inhiber les canaux calciques voltage dépendant induisant ainsi une 

diminution de l’entrée de calcium et donc une relaxation vasculaire. 

 

La phosphodiestérase 5 (PDE5) est une enzyme prédominante dans le réseau vasculaire 

pulmonaire et est à l’origine de l’inactivation et de la dégradation rapide de la GMPc657. À 

ce jour, deux inhibiteurs de la PDE 5 sont approuvés dans le traitement de l’HTAP, le 

sildénafil et le tadalafil657. Le tadalafil présente une demi vie plus longue (17.5 heures) que 

le sildénafil et rend son administration plus facile à raison d’un comprimé journalier contre 

3 de sildénafil658,659. Entre 2004 et 2008, des patients atteints d’HTAP traités au tadalafil ont 

démontré un effet positif sur leur capacité à fournir un effort et une amélioration de leur 

paramètres hémodynamiques cardiopulmonaires657,660–664. 
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3.6.2.c Les analogues de la prostacycline 

La prostacycline (ou prostaglandine I2) est un produit de l’acide arachidonique au niveau de 

l’endothélium vasculaire permettant la relaxation des cellules musculaires lisses par la 

production d’AMPc (adénosine monophosphate cyclique). Il existe dans la pharmacopée 

actuelle des analogues de la prostacycline tel que l’epoprostenol qui fut pour la première fois 

administré en intraveineuse à  un patient dans les années 1980665. L’administration à long 

terme de prostacycline démontre une nette amélioration des paramètres hémodynamiques et 

de la survie même chez des patients n’étant pas répondant aux traitements 

vasodilatateurs642,666,667. De plus, ces analogues ont démontré une efficacité notable sur la 

prolifération des cellules musculaires lisses des artères pulmonaires668. 

L’administration se fait par intraveineuse de façon continue à l’aide d’un cathéter connecté à 

une pompe portable. Ce traitement n’est pas des plus facile à mettre en place et à maintenir 

de par l’inconfort que cela apporte aux patients et les risques d’infections associés (0,1 à 0,6 

cas par patient par année)669. Étant donné la demi-vie de la prostacycline (quelques heures), 

des analogues de la prostacycline ont été développé afin d’obtenir une réponse plus longue 

et stable mais surtout pouvant être administré d’une autre façon. Les nouvelles molécules 

disponibles à ce jour peuvent être administrées par voie sous cutanée, orale ou encore par 

inhalation ce qui améliore grandement l’adhésion aux thérapies.  

 

3.6.2.d Bloqueurs des canaux calciques 

Comme présenté dans la partie 3.2.2.g, une exploration de la réactivité vasculaire pulmonaire 

permet de mettre en évidence les patients pouvant bénéficier d’un traitement aux bloqueurs 

de canaux calciques. Il est à noter qu’environ 10% des patients HTAP sont répondants au 

traitement, à long terme ceux-ci voient leur survie améliorée642,670,671. Le traitement à long 

terme des patients permet d’améliorer les paramètres hémodynamiques notamment la 

pression artérielle pulmonaire et le débit cardiaque également642. 

 

3.6.3 Transplantation pulmonaire 

Bien que de nombreuses thérapies permettent d’améliorer les conditions des patients, la 

pathologie reste néanmoins fatale. Si les thérapies proposées ne permettent pas d’améliorer 
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les conditions des patients, l’alternative ultime reste la transplantation pulmonaire. Depuis la 

première transplantation pulmonaire en 1986, le nombre de transplantation pulmonaire dans 

le monde ne cesse d’augmenter665 (figure 20). 

 

 

Figure 20. Nombre de transplantations pulmonaires mondiales.  

Nombre de procédures de transplantation pulmonaire déclarées par année et par type de procédure (uni ou 

bilatérale). Figure adaptée de665. 

 

3.6.4 Les interventions thérapeutiques potentielles 

La défaillance cardiaque droit se trouve être un risque prédominent dans la mortalité liée à 

l’hypertension artérielle pulmonaire. Les thérapies actuelles visent principalement à réduire 

la charge de travail qui repose sur le ventricule droit en jouant sur la modulation de la 

précharge et la postcharge ainsi que la contractilité de celui-ci672. Il est à noter que certains 

patients atteints d’HTAP sévère peuvent vivre plusieurs années sans développer de 

défaillance cardiaque droite166. Les traitements actuels pour traiter l’hypertension artérielle 

pulmonaire ne permettent de soulager la fonction ventriculaire droite que de façon très légère.  
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L’inhibition du système rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA) 

Le système rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA) permet le maintien de la pression 

sanguine en régulant la balance hydrique et sodique au niveau rénale. Ce système permet 

également au niveau systémique de moduler la résistance vasculaire673. Rapidement, 

lorsqu’une diminution du volume sanguin est détectée, la rénine va cliver l’angiotensinogène 

en angiotensine I qui sera convertie en angiotensine II. L’effet de l’angiotensine II induit par 

la suite une activation de la synthèse d’aldostérone par les glandes surrénales. L’aldostérone 

est responsable de la rétention hydrique et sodique dans le but d’augmenter le volume 

circulatoire et ainsi la pression sanguine674,675. En HTAP, il a été démontré que le SRAA était 

dérégulé et que voie de l’angiotensine était potentialisée et favorisait la prolifération des 

cellules musculaires lisses des artères pulmonaires ainsi que la vasoconstriction676. Ces 

effets-là se retrouvent également au niveau du ventricule droit.  

L’exploration thérapeutique de cette voie vient de nombreuses études démontrant que 

l’angiotensine II et ainsi l’aldostérone favorise l’apparition de fibrose cardiaque ainsi que 

l’hypertrophie ventriculaire. De plus, l’aldostérone, au niveau des cellules cardiaques, 

module l’homéostasie calcique favorisant la rigidité musculaire et module la structure 

tissulaire cardiaque.  

Une inhibition des récepteurs à l’aldostérone, par des antagonistes tel que la spironolactone 

ou encore l’epleronone (plus spécifique), pourrait permettre d’atténuer les effets de 

l’aldostérone non seulement au niveau vasculaire mais également au niveau cardiaque. 

 

Cependant, il resterait à étudier les effets de ces médicaments chez les patients HTAP, 

comme durant une étude pilote (NCT01712620) annoncée il y a quelques années visant à 

tester la spironolactone en HTAP676.   

 

L’inhibition des récepteurs β- adrénergiques 

Les récepteurs β- adrénergiques font partie de la grande famille des récepteurs couplés aux 

protéines G677 et sont des acteurs importants dans la régulation de la fonction cardiaque678. 

L’activation de ces récepteurs permet d’augmenter la fréquence cardiaque679 ainsi que 

l’hypertrophie680.  
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Dans le processus de défaillance cardiaque, la signalisation adrénergique est altérée et la 

sensibilité des récepteurs également681. Cependant, une stimulation des récepteurs induit des 

effets délétères chez les patients en favorisant l’apparition d’arythmies cardiaques. En 

revanche, il a été découvert que l’utilisation de bloqueurs permettait de diminuer la mortalité 

des patients présentant des symptômes cliniques de défaillance cardiaque682,683.  

En effet, le recours aux inhibiteurs des récepteurs est retrouvé dans la défaillance cardiaque 

gauche et permet de réduire la mortalité des patients par un effet cardioprotecteur684,685. 

Cependant, ceux-ci ne sont pas très utilisé dans le traitement de l’hypertension artérielle 

pulmonaire102. En 2010, une étude a démontré des effets bénéfiques de l’utilisation de 

Carvedilol, un inhibiteur des récepteurs β- adrénergiques dans un modèle expérimental 

Sugen-Hypoxie686. Ces résultats ont conduit au développement d’une étude clinique 

(NCT00964678) afin de déterminer si une administration de Carvedilol chez des patients 

HTAP présentant une défaillance cardiaque pourrait être bénéfique. Les résultats de cette 

étude démontre que l’utilisation du Carvedilol était sécuritaire et envisageable dans la prise 

en charge de la défaillance cardiaque droite chez des patients HTAP687. La prise du traitement 

semble améliorer le volume d’éjection sans pour autant engendrer des effets délétères sur la 

fonction cardiaque gauche.  

 

Le recours à des vasodilatateurs 

L’utilisation de vasodilatateurs dans le traitement de l’hypertension artérielle pulmonaire 

permet d’alléger les symptômes de la pathologie. Ceux-ci ont été démontré efficaces dans la 

diminution de la pression artérielle pulmonaire moyenne mais également dans la diminution 

de la pression systolique ventriculaire droite688. Cependant, un suivi particulier doit être 

accordé puisque l’administration systémique de vasodilatateurs pourrait engendrer des effets 

délétères tel qu’une hypotension.  

L’inhalation d’oxyde nitrique par exemple permet d’améliorer la fraction d’éjection 

ventriculaire droite chez des patients en détresse respiratoire689. 

Néanmoins, certains agents vasodilatateurs sont à proscrire lors de défaillance cardiaque 

imminente, c’est le cas notamment des modulateurs de la voie de l’endothéline ou encore les 

inhibiteurs des canaux calciques qui peuvent favoriser la mortalité690. 
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Modification de l’hygiène de vie des patients 

L’une des principales recommandations faite aux patients souffrants d’HTAP est la pratique 

légère d’exercice physique48. Dans la littérature scientifique, il est clairement démontré que 

la pratique sportive légère peut aboutir à un effet anti-inflammatoire important notamment 

dans plusieurs pathologies cardiovasculaires691. Concernant l’HTAP en particulier, plusieurs 

études ont mis en évidence un effet bénéfique de l’exercice physique sur les fonctions 

cardiaques692–694. Cet effet peut s’expliquer par la modulation du profil inflammatoire à la 

suite de la pratique physique comme démontré chez des patients atteints d’HTAP 

idiopathique695 et également décrit dans le modèle MCT696,697.  

Ces études ont mené au développement d’une étude clinique visant à déterminer les effets 

potentiels de la pratique sportive dans la fonction cardiaque droite chez des patients HTAP698. 

 

3.6.5 Les nouvelles stratégies thérapeutiques  

Malgré des stratégies thérapeutiques misent en place, celles-ci ne permettent pas de cibler le 

remodelage vasculaire, c’est pourquoi il est nécessaire de découvrir de nouvelles cibles 

thérapeutiques. À l’heure actuelle de multiples études cliniques sont en cours afin de tester 

le potentiel thérapeutique de plusieurs molécules chez les patients atteints d’HTAP. Les voies 

explorées sont nombreuses comme l’approche nutritionnelle, la thérapie cellulaire, la 

réhabilitation physique ou bien encore l’utilisation de thérapies utilisées dans le cancer. 

 

D’un point de vue nutritionnel, des équipes tentent de déterminer si des modifications 

nutritionnelles pourraient permettre d’améliorer les conditions de vie des patients. Ces études 

cherchent à viser le confort quotidien des patients HTAP.  

La réhabilitation physique comme nous l’avons mentionné trouve sa place dans les études 

cliniques actuelles afin de permettre de déterminer une façon de récupérer les fonctions 

musculaire et respiratoire chez les patients. Rappelons que les patients HTAP présentent des 

difficultés respiratoires se répercutant sur leur activité physique au quotidien. La 

réhabilitation physique permettrait à ces patients d’entretenir leur capacité respiratoire et 

physique699–701.  
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Dans le domaine de la thérapie cellulaire, l’étude clinique SAPPHIRE (NCT03001414) vise 

à établir l’efficacité et la tolérance d’une administration de cellules endothéliales 

progénitrices transfectées avec l'oxyde nitrique synthase endothéliale humaine à des patients 

présentant des symptômes sévères de la maladie. Une telle étude permettrait de remédier au 

déficit d’oxyde nitrique résultant d’une diminution de l’expression de l’oxyde nitrique 

synthase. La thérapie cellulaire est une voie thérapeutique prometteuse pour le traitement de 

l’hypertension artérielle pulmonaire. En effet, plusieurs études démontrent un effet bénéfique 

et sécuritaire702–704. 

Bien que la majorité des études se focalisent sur les artères pulmonaires, locus premier du 

développement de la maladie, certaines études s’orientent sur l’amélioration de la fonction 

du cœur droit par l’utilisation de drogues telles que des bêtas bloquants, par exemple 

l’administration de Carvedilol (NCT02507011) comme nous l’avons mentionné 

précédemment.  

 

Enfin, parmi les essais cliniques en cours, beaucoup ont pour but de tester des médicaments 

déjà utilisés dans d’autres maladies mais dont les études précliniques ont montré une 

efficacité dans le traitement de l’HTAP. Rappelons certaines similitudes entre l’HTAP et le 

processus cancéreux laissent à penser que certains médicaments utilisés dans les thérapies 

anti-cancéreuses pourraient s’avérer utiles pour traiter l’HTAP.  

En effet, les molécules testées ont démontré des effets bénéfiques sur la progression de la 

maladie dans les modèles animaux HTAP et leur tolérance a déjà été testés dans d’autres 

pathologies comme c’est le cas par exemple de l’Olaparib connu sous le nom de Lynparza 

(AstraZeneca), inhibiteur de PARP, utilisé pour traiter les patients présentant des mutations 

héréditaires des gènes BRCA1 ou BRCA2 dans les cancers du sein, de la prostate et de 

l’ovaire.  

Dans la liste des études cliniques en cours testant des médicaments formulés pour d’autres 

pathologies nous retrouvons également l’administration de RVX-208 comme nous l’avons 

mentionné dans la sous partie BRD4.  
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Le but de ces études est de déterminer si ces thérapies, déjà utilisés chez l’homme, peuvent 

permettre de cibler le remodelage vasculaire pulmonaire, berceau du développement de la 

pathologie.  

 

3.7 HTAP, analogie avec le cancer 

C’est en 1998 que le modèle cancéreux de l’hypertension pulmonaire primaire fut suggéré705. 

Depuis, plusieurs observations ont mis en évidence que plusieurs mécanismes 

physiopathologiques à l’origine du remodelage artérielle dans l’HTAP présentaient des 

similitudes avec le cancer. Hanahan et Weinberg en 2000 ont publié un article relatant toutes 

les caractéristiques du cancer706 en les présentant sous forme de mécanismes comme 

l’angiogenèse, la survie cellulaire ou bien le potentiel de prolifération illimitée. Se basant sur 

ces mécanismes-là, il en a découlé qu’en effet certains étaient communs au cancer et à 

l’HTAP, comme l’illustre la figure 21, ci-après707. 

 

Tel que mentionné précédemment, lors de la progression de l’HTAP les caractéristiques 

comme la prolifération et la survie cellulaire, le profil énergétique et inflammatoire sont 

dérégulées. Ces caractéristiques sont elles aussi des caractéristiques du processus 

cancéreux705,708,709 et pourraient être expliquées par l’action de modulateurs épigénétiques.  

 

Ces similitudes permettent d’entrevoir des nouvelles stratégies thérapeutiques notamment 

dans l’utilisation de médicaments initialement prescrit pout certains cancers.  
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Figure 21. HTAP et cancer.  

a) Les caractéristiques des processus cancéreux. b) Voies similaires entre le cancer et l’HTAP. Figure extraite 

de710 . 

 

Pour notre étude, nous nous sommes d’ailleurs basés sur ces similitudes pour découvrir notre 

protéine d’intérêt EZH2 (Enhancer of Zeste Homologue 2) dont nous discutons plus 

amplement dans la section 4 ci-après.  

 

4. EZH2: Enhancer of Zeste Homologue 2 

Les similarités entre le cancer et l’HTAP nous ont amené à étudier une histone 

méthyltransférase nommée EZH2 (Enhancer of Zeste Homologue 2) jouant un rôle de 

modulateur épigénétique. En effet, dans le processus cancéreux, cette enzyme a été largement 

étudiée et il a été démontré que celle-ci joue un rôle prédominant dans la régulation de la 

prolifération accrue des cellules cancéreuses711,712. Comme nous l’avons présenté 

précédemment, les altérations épigénétiques peuvent aboutir au développement de l’HTAP 

en favorisant la transcription de gènes pro-prolifératifs et anti-apoptotiques. Nous nous 

sommes donc intéressés à son potentiel rôle dans le remodelage vasculaire en HTAP. 

Rappelons que le remodelage vasculaire des artères pulmonaires est la résultante d’une 

prolifération et d’une survie exagérée des cellules musculaires lisses.  

 

De plus, celui-ci a été décrit comme un acteur cardioprotecteur dans le tissu cardiaque713 

puisque son inhibition favorise l’hypertrophie cardiaque et l’accumulation de fibrose713. 
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Rappelons également que le ventricule droit des patients HTAP subit un profond remodelage 

par hypertrophie et accumulation de fibrose entrainant à terme une défaillance cardiaque 

droite et inévitablement le décès du patient.  

Son implication dans la prolifération et la survie cellulaire ainsi que dans le remodelage 

cardiaque fait d’EZH2 un candidat idéal à son étude dans l’hypertension artérielle 

pulmonaire. 

Nous nous proposons donc dans un premier temps de décrire la fonction d’EZH2 d’un point 

de vue biologique puis nous nous attarderons sur les pathologies associées à une modification 

du niveau d’expression d’EZH2. Enfin nous terminerons sur le rôle d’EZH2 dans le 

développement et la physiologie cardiaque. 

 

4.1 Fonction biologique d’EZH2 

EZH2 est la sous unité catalytique du complexe polycomb repressive 2 (PRC2) hautement 

conservé entre les espèces714. En effet, le complexe PRC2 a été purifié et caractérisé chez 

l’humain mais aussi chez l’embryon de la drosophile715–717. Ce complexe est responsable de 

la répression de la transcription de gènes cibles par la méthylation de la  lysine 27 de l’histone 

3 (H3-K27)715,718. Cette méthylation engendre une compaction de la chromatine rendant les 

gènes inaccessibles à la machinerie de transcription. La répression de gènes par le complexe 

PRC2 a été démontrée comme nécessaire au bon développement embryonnaire mais aussi à 

la différenciation cellulaire719–721. 

 

Chez les mammifères, le complexe PRC2 est composé de 4 sous unités principales : EZH1 

ou EZH2, SUZ12 (Suppressor of Zeste 12, protéine se liant à la chromatine722), EED 

(embryonic ectoderm development)720,723 et RBAP46/RBAP48724 (figure 22). À celles-ci 

s’ajoutent des protéines accessoires permettant de réguler la stabilité du complexe telle que 

AEBP2725. D’autres protéines accessoires jouent un rôle dans l’activité du complexe ou 

encore dans son recrutement aux gènes cibles720,726.  
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Figure 22. Le complexe PRC2. 

Le complexe PRC2 (polycomb repressive complex 2) est composé de plusieurs sous unités permettant de le 

rendre fonctionnel. L’unité enzymatique EZH2, une unité de liaison à la chromatine SUZ12 ainsi que des unités 

stabilisatrices et accessoires. Figure adaptée de725.  

 

 

 

 

D’un point de vue purement mécanistique, EZH2 est l’enzyme capable de méthyler l’histone 

3 en transférant successivement des groupements méthyles provenant du donneur SAM (S-

adenosyl-L-methionin) sur la lysine 27 de cette histone. L’enzyme possède un domaine 

catalytique SET responsable de son activité enzymatique727.  

C’est d’ailleurs cette fonction qui est ciblée par les inhibiteurs spécifiques pharmacologiques 

d’EZH2, ces molécules entrent en compétition avec le donneur SAM712 empêchant ainsi 

EZH2 d’obtenir le groupement méthyle nécessaire à la réaction.  

 

Dans la littérature scientifique, la fonction prédominante rapportée d’EZH2 est une fonction 

de répression transcriptionnelle inhibant l’expression de gènes notamment de gènes 

répresseurs de tumeurs715,719 ou de gènes régulant la différenciation cellulaire. Cette fonction 

répressive est dépendante de sa fonction de méthylation.  

Cependant, plusieurs études ont démontré qu’EZH2 peut avoir une fonction activatrice de 

gènes cibles de façon dépendante ou indépendante de la méthylation711,728,729 (figure 23).  

Nous allons présenter dans un premier temps la fonction répressive d’EZH2 pour ensuite 

présenter sa fonction activatrice. 
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Figure 23. Fonction répressive et activatrice d'EZH2.   

En bas : fonction de méthylation d’EZH2 sur l’histone 3 lysine 27 entrainant la compaction de la chromatine et 

donc une répression de gènes. A gauche : fonction répressive d’EZH2 sur des cibles autres que des histones. En 

haut : fonction activatrice d’EZH2 par la méthylation de cibles qui ne sont pas des histones telle que le facteur 

de transcription STAT3. A droite : fonction activatrice d’EZH2 indépendante de sa fonction de méthylation. 

Figure adaptée de725. 

 

4.1.1 EZH2 comme répresseur épigénétique 

D’un point de vue de son rôle de répresseur dans un contexte non pathologique, EZH2 permet 

la régulation étroite de facteurs permettant le développement embryonnaire. En effet, celui-

ci est un acteur très important dans le développement embryonnaire730–732.  

EZH2 a été amplement décrit dans la littérature comme le facteur épigénétique méthylant 

l’histone 3 en position lysine 27 avec trois groupement méthyles successifs. Cette tri-

méthylation est responsable de la compaction de la chromatine et en résulte une inhibition de 

la transcription de gènes733.  
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Cependant bien que l’histone 3 soit la cible préférentielle d’EZH2, il a été prouvé dans la 

littérature qu’EZH2 pouvait méthyler plusieurs cibles autres que l’histone 3.  

En effet, EZH2 peut méthyler le facteur de transcription GATA4 en position Lys299734 

(figure 23). Cette méthylation empêche notamment l’acétylation de GATA4 par p300 et 

favorise ainsi la répression transcriptionnelle de GATA4 empêchant sa fonction de facteur 

de transcription734.  

 

EZH2 de cette façon peut moduler plusieurs voies cellulaire, notamment, la régulation de la 

migration en méthylant la protéine Taline 1, actrice clé de la migration cellulaire735. C’est 

par l’intermédiaire de l’interaction entre EZH2 et Vav1, une protéine très importante dans 

les structures d’adhésion cellulaire, qu’EZH2 peut méthyler la Taline 1. La méthylation de 

la Taline 1 empêche sa liaison à l’actine fibrillaire (actine F) régulant ainsi la migration 

cellulaire735.   

Une autre étude a démontré que la méthylation de RORα (RAR-related orphan receptor 

alpha) par EZH2 pouvait réprimer l’expression de ses cibles736. Ce récepteur étant impliqué 

dans de multiples fonctions cellulaires, comme le métabolisme ou bien l’inflammation. 

EZH2 se lie directement à RORα et méthyle la lys38 et entraine une ubiquitination de celui-

ci.  

En dehors de la méthylation de ces facteurs, EZH2 a été démontré pouvant méthyler des 

enzymes telles que certaines ADN méthyltransférase notamment DNMT1737,738 (Figure 23). 

Celui-ci peut donc agir au niveau de la méthylation de l’ADN et réprimer la transcription de 

gènes via la méthylation d’ADN méthyltransférases.   

Toutes ces cibles d’EZH2 une fois méthylées ne peuvent remplir leur rôle initial et cela se 

répercute sur la répression transcriptionnelle de gènes.  

 

4.1.2 EZH2 comme activateur transcriptionnel 

Comme nous l’avons mentionné plus haut, EZH2 possède une fonction d’activation qui est 

indépendante du complexe répressif PRC2739–741. En effet, la littérature scientifique met en 

valeur la fonction activatrice d’EZH2 qui contraste avec sa fonction de répression découverte 

initialement.  
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C’est ainsi que l’on découvre qu’outre la répression transcriptionnelle, des études ont montré 

qu’EZH2 permettait l’activation de facteurs de transcription en les méthylant, c’est le cas du 

facteur STAT3742. En effet, celui-ci se lie directement au facteur de transcription STAT3 

pour le méthyler ce qui induira une augmentation de la phosphorylation en position Y705 et 

favorise ainsi l’activité de STAT3. Cette activité potentialisée par EZH2 promeut le 

développement de tumeurs742.  

 

En dehors de sa fonction de méthylation, EZH2 démontre une capacité d’activation de la 

transcription méthylation indépendante743 en agissant en tant que coactivateur 

transcriptionnel. En effet, celui-ci a été décrit dans une étude de Xu et ses collègues comme 

un activateur des complexes associés aux récepteurs androgéniques favorisant la croissance 

du cancer de la prostate résistant à la castration729. Il a également démontré par Kim et ses 

collègues qu’EZH2 pouvait directement activer la transcription de gènes de récepteurs 

androgéniques728.  

Outre son interaction avec les récepteurs androgéniques, il a été démontré dans le cancer du 

sein, qu’EZH2 pouvait lier le facteur de transcription NF-κB (nuclear factor-kappa B) pour 

former un complexe permettant la transcription des gènes cibles de celui-ci744. De façon 

similaire, d’autres études mettent en évidence la capacité d’EZH2 à coopérer avec des 

facteurs de transcription afin de promouvoir le potentiel tumoral de ceux-ci745–747. C’est le 

cas notamment de sa coopération avec le facteur de transcription E2F1 très impliqué dans la 

prolifération cellulaire ainsi que l’apoptose748,749. L’étude mené par Tabbal et ses collègues 

démontre une coopération entre EZH2 et E2F1 permettant de stimuler l’expression de gènes 

favorisant le développement d’un carcinome corticosurrénalien750. Cette coopération 

favorise notamment la transcription de gènes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire, 

la prolifération et la mitose.  

 

En somme, nous avons présenté ci-dessus, le rôle répresseur d’EZH2 ainsi que sa fonction 

d’activateur transcriptionnel. Par ces deux fonctions, EZH2 peut moduler l’expression de 

plusieurs gènes cibles et favoriser, notamment, le développement cancéreux.  

Nous nous proposons de présenter ci-après le rôle majeur d’EZH2 dans le développement et 

la progression de cancer.  
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4.2 EZH2 dans le cancer 

Les cellules cancéreuses développent une stratégie exceptionnelle permettant leur survie et 

leur prolifération dans un environnement de stress cellulaire. Dans la littérature, EZH2 a été 

énormément étudié dans le développement de cancers, et celui-ci représente une cible 

thérapeutique testée présentement dans plusieurs études cliniques.  Ce facteur épigénétique 

module plusieurs voies étroitement reliées au développement de tumeurs, c’est le cas 

notamment de la survie et de la prolifération cellulaire, de l’invasion cellulaire751–754, de 

l’autophagie755 ou encore de l’inflammation756. 

 

Tout d’abord, ce facteur épigénétique a été décrit comme étant très impliqué dans la 

prolifération excessive et la résistance à l’apoptose des cellules cancéreuses757–760.  

Par ailleurs, le niveau d’expression de la protéine est fortement corrélé au pronostic vital des 

patient atteints de cancer, notamment le cancer de la prostate760,761. Il en est de même pour 

d’autres types de cancers, comme le cancer du sein ou bien le cancer de l’endomètre, ou des 

niveaux élevés d’EZH2 corrèlent avec l’agressivité du cancer762.  

La surexpression d’EZH2 potentialise sa capacité à réprimer l’expression de certains gènes 

notamment des gènes antitumoraux ce qui favorise le développement tumoral.  

De plus, l’inhibition d’EZH2 a démontré un effet bénéfique sur la prolifération et la survie 

cellulaire763, en effet son inhibition permet de diminuer la prolifération et la survie des 

cellules cancéreuses par différentes voies cellulaires757,764–768, notamment le cycle cellulaire 

ou l’inflammation. 

Certains cancers peuvent se développer à la suite d’une diminution ou d’une altération de la 

voie de l’autophagie769. Le processus d’autophagie cellulaire est une voie physiologique 

permettant de maintenir une homéostasie cellulaire favorable mais aussi de répondre à un 

quelconque stress physiologique ou pathologique770. Il a été rapporté qu’EZH2 pouvait 

intervenir dans la voie de l’autophagie dans certains cancers771. Cette altération de 

l’autophagie par EZH2 dans le cancer colorectale755 ou le cancer du colon772 est aussi 

associée à une altération de l’apoptose et favorise une meilleure survie cellulaire. 

L’invasion cellulaire favorise la progression cancéreuse et augmente le risque de mortalité et 

de morbidité des patients. Lorsque les cellules tumorales acquièrent la capacité de pénétrer 

les tissus cela favorise leur dissémination à travers l’organisme et le développement de sites 
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secondaires de prolifération773,774. EZH2 est responsable de la répression de plusieurs gènes 

anti-métastatiques favorisant ainsi l’invasion cellulaire753,754. De plus, il a été démontré que 

l’inhibition d’EZH2 se retrouve être bénéfique pour freiner le développement de 

métastases751,752. 

Dans de nombreux cancers, notamment les cancers hématologiques, le gène EZH2 présente 

des mutations de type gain de fonction qui favorisent l’hyperméthylation de H3K27me3775-

776. Ces mutations favorisent une prolifération et une invasion cellulaire importante mettant 

en jeu le pronostic vital des patients777.   

 

Le système immunitaire joue un rôle prépondérant dans le développement et la progression 

de cancers. En effet, la présence d’une inflammation chronique est une caractéristique 

centrale des cancers778–780 pouvant résulter d’altérations du système immunitaire. EZH2 est 

requis pour le recrutement et la potentialisation du rôle immunosuppresseur des cellules T 

régulatrices aux sites inflammatoires781. Cibler spécifiquement EZH2 dans ce cas engendre 

une augmentation de la réponse anticancéreuse du système immunitaire et prévient 

l’apparition de tumeurs756. 

Enfin, lorsqu’on se focalise sur le rôle d’EZH2 dans le développement cancéreux, nous 

pouvons remarquer que celui-ci peut agir en tant que répresseur ou bien d’activateur 

transcriptionnel. Ces fonctions lui confèrent un pouvoir oncogène favorisant la prolifération 

accrue et la survie des cellules cancéreuses.  

 

Afin de tester le potentiel thérapeutique de l’inhibition d’EZH2 dans le traitement de cancers, 

plusieurs molécules ont été développées afin de cibler le plus spécifiquement ce facteur 

épigénétique. Le premier inhibiteur largement utilisé dans les modèles expérimentaux est le 

3-deazaneplanocin A (DZNep) réprimant l’activité méthylation dépendante du SAM782 et 

présentant une efficacité antitumorale démontrée783. Néanmoins, cet inhibiteur n’est pas 

spécifique et peut induire une inhibition globale de la méthylation d’histone favorisant la 

réactivation de certains gènes rendant cet inhibiteur toxique pour les modèles animaux783. 

Les résultats initiaux ont permis de développer de nouvelles molécules plus spécifiques de la 

catégorie des inhibiteurs compétitifs du donneur SAM.  
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L’EPZ-6438 (tazemetostat) est un inhibiteur hautement sélectif784 présentant de meilleurs 

paramètres pharmacocinétiques permettant une administration facilitée chez les patients. En 

2013, l’étude de l’efficacité de cet inhibiteur a été exploré au cours d’une étude clinique de 

phase I/II sur des lymphomes (NCT01897571). Les résultats préliminaires de ces premières 

explorations ont démontré le caractère sécuritaire de son administration ainsi qu’un effet 

inhibiteur efficace785,786. D’autres études cliniques sont encore en cours afin d’étudier les 

effets de cet inhibiteur sur différents types de cancers787.  

Parmi les études cliniques en cours, nous retrouvons un second inhibiteur hautement sélectif 

le GSK126. Cet inhibiteur a démontré des effets prometteurs dans les modèles précliniques 

de nombreux cancers788–790 et est actuellement en étude clinique phase I sur des 

lymphomes791 (NCT02082977). 

A noter que ce sont ces deux inhibiteurs spécifiques qui ont été utilisé dans notre étude. 

 

4.3 EZH2 dans le développement et la physiologie cardiaque  

En dehors de son rôle dans le développement de certains cancers, EZH2 a été décrit dans le 

développement et la mise en place des structures cardiaques ainsi que dans le processus 

d’hypertrophie cardiaque. Nous nous proposons de mettre en évidence tout d’abord son 

implication dans le développement cardiaque pour ensuite nous attarder sur son rôle dans 

l’hypertrophie cardiaque.  

  

Comme nous l’avons évoqué précédemment, le complexe PRC2 est très impliqué au cours 

du développement724 notamment par sa fonction enzymatique via EZH2792,793.  

Le développement normal des structures cardiaques est essentiel à la survie d’un embryon, 

et est caractérisé par un processus complexe de remodelage794.  

Il a été démontré que la répression via la méthylation d’histones permettait de stabiliser la 

structure de la chromatine et maintenait la répression transcriptionnelle dans les cellules 

progénitrices embryonnaires cardiaques795. EZH2 est requis tout au long du développement 

cardiovasculaire en déposant une marque de méthylation H3K27713,794,796,797. En effet, celui-

ci permet la mise en place des structures cardiaques et leur remodelage. Après la naissance, 

la présence d’EZH2 est primordiale pour réprimer l’expression de gènes responsables du 
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développement cardiaque713. Un défaut dans cette régulation engendre des malformations 

cardiaques menant à des cardiopathies congénitales à la naissance798. 

 

Lors d’une délétion du gène codant pour EZH2 dans la région responsable du développement 

du ventricule droit, du septum interventriculaire et de l’interface ventricule-artère (aire 

antérieure cardiaque)799, a démontré un potentiel anti-hypertrophique et anti-fibrotique 

d’EZH2713. En effet, l’hypertrophie et la fibrose cardiaque n’a été observé que dans la paroi 

ventriculaire droite des animaux ayant une délétion d’EZH2713.  

EZH2 semble réprimer certains gènes responsables de l’hypertrophie et de la fibrose 

cardiaque, tel que Nppb, Nppa ou encore Myh7. En effet, la levée de la répression, par la 

perte de fonction d’EZH2, favorise l’hypertrophie et la fibrose cardiaque via une 

augmentation de l’expression de ces gènes (par l’intermédiaire de la protéine Six1 

(Sineoculis homeobox homolog1))713. EZH2 représente donc un acteur important dans la 

réponse à un signal hypertrophique. 

Dans la littérature, le complexe PRC2 a été associé à la défaillance cardiaque puisque la 

répression épigénétique du complexe se retrouve diminuée dans un cœur en défaillance800.  

L’expression d’EZH2 dans le tissu cardiaque peut être réprimée par différents facteurs, tels 

que des microARN par exemple800, favorisant ainsi une réponse hypertrophique.  

 

Il est à noter que le potentiel de régénération et de réparation cardiaque à l’âge adulte est 

limité. En effet, après la naissance la capacité de prolifération des cardiomyocytes diminue 

progressivement801.  

 

4.4 EZH2 et son implication dans d’autres pathologies 

En tant que facteur épigénétique, EZH2 a été démontré jouant un rôle dans plusieurs 

processus physiologiques et pathologiques. Nous présenterons ici les différentes voies et 

pathologies dans lesquelles EZH2 est décrit dans la littérature scientifique. 

EZH2 est un acteur important lors du développement et de la différenciation cellulaire714,802. 

Cependant, outre son implication dans le processus cancéreux, EZH2 a été démontré associé 

à une rare anomalie congénitale, le syndrome de Weaver803–808. Ce syndrome est caractérisé 
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par une croissance rapide débutant durant la période prénatale et se poursuivant aux 

premières années après la naissance. Cette croissance rapide produit des anomalies 

neurologiques et musculosquelettiques ainsi que des malformations osseuses. Les premiers 

cas décrits dans la littérature datent de 1974808 et ont été retrouvés dans deux familles 

présentant des anomalies musculaires et osseuses. En 2012 des mutations sur le gène codant 

pour EZH2 ont été découvertes, notamment chez l’une des premières familles décrite en 

1974807. Les mutations du gène retrouvées chez les patients atteints du syndrome altèrent la 

fonction de méthylation de l’histone806. En effet, certaines mutations retrouvées chez des 

patients atteints du syndrome de Weaver engendrent une diminution de la méthylation de la 

lysine 27 de l’histone 3804. 

 

D’autres voies physiologiques sont perturbées lorsqu’EZH2 subit des modifications 

d’expression comme la régulation de l’inflammation notamment en ciblant des acteurs du 

processus inflammatoire tels que les macrophages ou certaines interleukines809–812. EZH2 a 

aussi été décrit comme médiateur de la réponse inflammatoire allergique dans l’asthme813. 

 

Comme nous l’avons vu plus tôt, EZH2 joue un rôle dans le processus d’autophagie au sein 

de certains cancers. Néanmoins, celui-ci a aussi été démontré comme régulateur négatif de 

l’autophagie au sein de cellules musculaires lisses de la paroi vasculaire aortique814. 

 

Finalement, les multiples études indiquent qu’EZH2 est un facteur épigénétique impliqué 

dans plusieurs voies biologiques et une modification d’expression peut avoir des effets 

délétères. Les études d’inhibition démontrent également un effet thérapeutique non 

négligeable, notamment dans le traitement de certains cancers. 
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Objectifs et hypothèses de recherche 

Comme nous l’avons vu précédemment, l’hypertension artérielle pulmonaire est une 

pathologie qui à ce jour ne possède aucun traitement curatif. Le besoin urgent de découvrir 

de nouvelles cibles thérapeutiques se fait donc ressentir.  

Cette pathologie est caractérisée par de multiples dérèglements cellulaires ayant des origines 

diverses. Nous nous sommes penchés sur les facteurs épigénétiques puisque ceux-ci sont de 

plus en plus associées au développement de la pathologie comme nous avons pu le présenter 

précédemment. Ces facteurs sont de plus en plus étudiés dans la littérature notamment au 

niveau du développement cancéreux puisque ceux-ci peuvent favoriser la transcription de 

gènes pro-prolifératifs et anti-apoptotiques815,816. De nos jours, de nombreux outils 

pharmacologiques sont disponibles permettant de pouvoir cibler ces facteurs et ainsi pouvoir 

moduler leurs réponses cellulaires. Cela facilite l’exploration de nouvelles voies 

thérapeutiques potentielles en HTAP. 

 

Parmi ces facteur épigénétiques, nous nous sommes intéressés à l’histone méthyltransférase 

EZH2, qui comme nous l’avons présenté est un acteur important dans le développement et la 

progression de cancers. Étant donné que ce facteur est très important dans la prolifération et 

la survie importante des cellules cancéreuses, nous avons émis l’hypothèse que celui-ci serait 

également responsable de la prolifération et la survie des CMLAPs-HTAP. 

 

Nos objectifs ont été d’étudier, dans un premier temps, son niveau d’expression dans les 

tissus pulmonaires de patients HTAP. Ensuite, nous nous sommes attardés sur son 

implication potentielle dans la prolifération et la survie des cellules musculaires lisses des 

artères pulmonaires des patients HTAP. Enfin, nous nous sommes concentrés sur le 

mécanisme cellulaire par lequel EZH2 pouvait mener à ses effets sur ces cellules. 

 

Dans la seconde partie de notre étude, nous nous sommes basé sur le rôle cardioprotecteur 

d’EZH2 décrit dans la littérature817. Comme nous l’avons mentionné, EZH2 a été décrit 

comme un acteur anti-hypertrophique et anti-fibrotique dans le tissu cardiaque. Étant donné 
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la présence d’un remodelage important du ventricule droit en HTAP, nous avons émis 

l’hypothèse qu’EZH2 permettrait de protéger le cœur en freinant le processus d’hypertrophie 

et de fibrose cardiaque droite.  

 

Les objectifs de ce volet de l’étude ont été de déterminer le niveau d’expression d’EZH2 dans 

les ventricules droits de patients comparativement à des personnes saines. Ensuite, de 

déterminer si celui-ci joue un rôle dans les processus hypertrophique et fibrotique pour enfin 

étudier par quel mécanisme cellulaire celui-ci fait ces effets.  

 

Méthodologie générale  

Tissus et cellules humaines 

Les échantillons de poumons humains contrôles ont été prélevés lors d’une procédure de 

résection tumorale (à distance de la tumeur pulmonaire). Les échantillons de patients malades 

ont été prélevés lors de transplantation pulmonaire ou très peu de temps après le décès. Les 

tissus de ventricules droits ont été obtenus à la suite de chirurgie cardiaque ou bien d’autopsie 

avec consentement. La catégorisation des patients malades a été validée par cathétérisme 

cardiaque droit. Les cellules musculaires lisses d’artères pulmonaires ont été isolées d’artères 

pulmonaires distales de patients HTAP et contrôles. Pour les expériences, les cellules ont été 

utilisées entre passage 6 et 9 et ont été maintenues en culture dans un milieu commercial 

spécifique (supplémenté de 10% de sérum fœtal bovin et 1% d’antibiotique/antimycotique). 

Pour notre étude du rôle d’EZH2 dans le tissu cardiaque, la lignée cellulaire H9C2 fut utilisée 

ainsi que des cardiomyocytes néonataux isolés d’embryons de rats par digestion 

enzymatique. Ces deux types cellulaires sont utilisés dans la littérature pour mimer les effets 

de l’hypertrophie in vitro818. Afin de stimuler l’hypertrophie cellulaire in vitro, la 

phénylephrine (PE) fut utilisée.  

Les modèles animaux et la mesure des paramètres hémodynamiques 

Afin d’étudier le potentiel rôle d’EZH2 dans le tissu cardiaque, nous avons eu recours aux 

modèles monocrotaline, présenté précédemment, et PAB (Pulmonary Artery Banding) que 

nous présentons ci-dessous.  
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En 1952, Muller et Dammann décrivirent une chirurgie temporaire dans le but de soigner des 

enfants atteints de maladie congénitale cardiaque associée à une hypertension artérielle 

pulmonaire819. L’objectif de cette chirurgie était de protéger les poumons d’un flux sanguin 

excessif en attendant un meilleur moment pour faire subir une chirurgie plus lourde aux 

enfants820. En effet, les maladies cardiaques congénitales sont associées à une hypertension 

pulmonaire par un reflux sanguin trop important au niveau de l’artère pulmonaire. Ce flux 

excessif provient de la communication entre les deux ventricules, le ventricule droit recevant 

du sang du ventricule gauche étant donné sa pression plus faible à la base.  

Pour le modèle animal, la chirurgie consiste à réaliser une ligation de l’artère pulmonaire 

(pulmonary artery banding) afin de réduire son diamètre. Avec ce rétrécissement de diamètre, 

le ventricule droit compensera initialement mais n’empêchera pas la défaillance cardiaque 

droite. Ce modèle permet d’étudier la progression du stade compensé au stade décompensé, 

puisque à ce jour cette transition n’est pas encore totalement compris821. 

 

D’un point de vue technique chirurgicale, brièvement, les rats sont anesthésiés avec de 

l'isoflurane puis intubés. Une sternotomie médiane est réalisée, et l'artère pulmonaire est 

ensuite disséquée de l'aorte et de l'oreillette gauche. L’artère pulmonaire est ensuite ligaturée 

autour d’une aiguille de calibre 19G, avec un fil de suture en soie. Une fois la suture réalisée, 

l’aiguille est retirée. Des rats témoins subissent également la même procédure chirurgicale 

mais sans la ligature.  

 

Une fois les traitements effectués sur les modèles animaux, ceux-ci ont été euthanasié en 

respect des protocoles éthiques. Des mesures hémodynamiques ont été obtenu peu avant 

l’euthanasie par cathétérisme cardiaque droit sous anesthésie générale par isoflurane 2-3%. 

Brièvement, la procédure chirurgicale débute par une incision (environ 1 cm) dans la partie 

ventrale droite du cou de l’animal. Les tissus sont dilacérés avec précaution de façon à 

entrevoir la veine jugulaire externe droite. Après avoir mis en tension la veine jugulaire, une 

fine incision est effectuée afin de pouvoir y introduire un cathéter en polyéthylène connecté 

à un transducteur de pression. La sonde est ensuite lentement poussée le long de la veine 

jugulaire puis dans la veine cave pour atteindre l’oreillette droite. Une fois dans l’oreillette 
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droite, la sonde est guidée dans le ventricule droit permettant de mesurer les pressions dans 

cette chambre cardiaque (figure 24). Ces mesures effectuées dans le ventricule droit sont la 

pression systolique du VD (RVSP : right ventricle systolic pressure), la pression à la fin de 

la diastole (RVEDP : right ventricle end diastolic pressure) ainsi que le débit cardiaque (CO). 

La sonde est ensuite guidée lentement dans l’artère pulmonaire afin de mesurer la pression 

artérielle pulmonaire (figure 24). À la suite des mesures hémodynamiques les rats sont 

euthanasiés et les différents organes d’intérêt sont récoltés et conservés pour les expériences. 

La mesure de ces paramètres hémodynamiques est nécessaire à l’évaluation de l’induction 

de la pathologie dans les modèles expérimentaux mais aussi primordiale pour évaluer les 

effets d’une thérapie.  

 

 

          

Figure 24. Cathétérisme cardiaque droit.  

RAP :  pression dans l’oreillette droite. RVP : pression dans le ventricule droit. PAP : pression dans l’artère 

pulmonaire. Tracé des pressions obtenues au cours d’un cathétérisme cardiaque droit. Figure extraite de822.  
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Résumé 

L'HTAP est caractérisée par une augmentation de la pression artérielle pulmonaire, une 

insuffisance ventriculaire droite et une mort prématurée. La prolifération et de la résistance 

à l'apoptose des CMLAP favorise un remodelage vasculaire. Des études indiquent un rôle 

important d’EZH2 dans la prolifération et la survie des cellules cancéreuses, cependant, son 

implication dans l'HTAP reste inconnue. Dans notre étude, nous avons démontré qu’EZH2 

est surexprimé dans les tissus pulmonaires et les CMLAPs-HTAP ainsi que dans deux 

modèles expérimentaux. Nous avons montré qu’EZH2 favorise la prolifération et la survie 

des CMLAPs-HTAP. Par une approche multiomique, nous avons constaté que l'inhibition 

d'EZH2 régule l’expression de facteurs impliqués dans le cycle cellulaire, notamment des 

cibles d’E2F, et contribue à maintenir la production d'énergie. Dans l'ensemble, cette étude 

démontre que la surexpression d’EZH2 contribue à la prolifération et la survie des CMLAPs-

HTAP et suggère qu’EZH2 ou des facteurs en aval pourraient servir de cibles thérapeutiques. 
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Abstract 

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a progressive disorder characterized by a sustained 

elevation of pulmonary artery (PA) pressure, right ventricular failure, and premature death. 

Enhanced proliferation and resistance to apoptosis (as seen in cancer cells) of PA smooth 

muscle cells (PASMCs) is a major pathological hallmark contributing to pulmonary vascular 

remodeling in PAH, for which current therapies have only limited effects. Emerging evidence 

points toward a critical role for Enhancer of Zeste Homolog 2 (EZH2) in cancer cell 

proliferation and survival. However, its role in PAH remains largely unknown. The aim of 

this study was to determine whether EZH2 represents a new factor critically involved in the 

abnormal phenotype of PAH-PASMCs. We found that EZH2 is overexpressed in human lung 

tissues and isolated PASMCs from PAH patients compared to controls as well as in two 

animal models mimicking the disease. Through loss- and gain-of-function approaches, we 

showed that EZH2 promotes PAH-PASMC proliferation and survival. By combining 

quantitative transcriptomic and proteomic approaches in PAH-PASMCs subjected or not to 

EZH2 knockdown, we found that inhibition of EZH2 downregulates many factors involved 

in cell-cycle progression, including E2F targets, and contributes to maintain energy 

production. Notably, we found that EZH2 promotes expression of several nuclear-encoded 

components of the mitochondrial translation machinery and tricarboxylic acid cycle genes. 

Overall, this study provides evidence that, by overexpressing EZH2, PAH-PASMCs remove 

the physiological breaks that normally restrain their proliferation and susceptibility to 

apoptosis and suggests that EZH2 or downstream factors may serve as therapeutic targets to 

combat pulmonary vascular remodeling. 
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Introduction 

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a progressive and fatal disease defined by a mean 

pulmonary artery (PA) pressure at rest greater than 20 mmHg. Pathological changes in this 

disease involve vasoconstriction and remodeling of distal PAs, leading to increased vascular 

resistance, right ventricular failure, and premature death [1,2]. Despite major effort to 

understand the complex and interrelated pathways underlying PAH, current available drugs 

that primarily address the vasoconstrictive phenotype fail to substantially improve patient 

outcomes, thus necessitating redirection of therapeutic strategies [3,4]. 

Excessive proliferation and resistance to apoptosis of PA smooth muscle cells (PASMCs), as 

observed in cancer cells, are considered as critical contributors to vascular remodeling in 

PAH [1,2]. A complex web of alterations that converge towards the acquisition and 

maintenance of this abnormal phenotype has been documented. Among these, PAH-

PASMCs undergo improper mitochondrial dynamics coupled with a multifaceted metabolic 

reprogramming with a shift from oxidative phosphorylation to aerobic glycolysis [5] 

accompanied by increased glutaminolysis [6]. Alongside this bioenergetic adaptation to 

fulfill their biosynthetic demands during proliferation, PAH-PASMCs have developed 

different strategies to tolerate stress and promote their survival, such as enhanced DNA repair 

capacity and autophagy [1], pinpointing the complex mechanisms underlying PAH. 

Over the last few years, epigenetic alterations with functional impacts on gene expression 

such as DNA methylation, histone modifications, and noncoding RNAs have gained 

significant interest as drivers of pulmonary vascular remodeling [7]. The influence of 

epigenetic dysregulation in the abnormal PAH-PASMC behavior is perhaps best exemplified 

by in vitro data showing that PAH cells isolated from PAH patients exhibit a persistently 

hyperproliferative, apoptosis-resistant, and proinflammatory phenotype over several 

passages [8]. Owing to the ability of one single epigenetic modifier to regulate the expression 

of multiple genes involved in distinct cellular pathways affected, epigenetic modifiers are 

considered to be attractive therapeutic targets in complex diseases. Nevertheless, although 

epigenetic modifications are increasingly appreciated as an important contributing factor to 

PAH, the nature of epigenetic modifier enzymes crucially involved in disease development 

and progression remains largely unknown. 
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Enhancer of Zeste Homolog 2 (EZH2), the catalytic component of the polycomb repressive 

complex 2 (PRC2), is responsible for H3 lysine 27 trimethylation (H3K27me3), a chromatin 

mark associated with gene repression [9]. EZH2 was documented to be overexpressed in a 

wide range of cancer types, including lung, liver, prostate, and breast cancers [9]. By 

inhibiting the expression of tumor suppressor genes, EZH2 was shown to govern the 

acquisition of a prosurvival and pro-proliferative phenotype providing rationale for PRC2 

inhibition as a novel antineoplastic strategy. However, mounting evidence indicates that 

EZH2-mediated H3K27 trimethylation and subsequent gene silencing is not sufficient to 

account for all functions of EZH2 in cancer. Indeed, besides its PRC2-dependent methylation 

function, EZH2 was also documented in cancer cells to physically interact with various 

proteins to positively regulate their protein stability [10] as well as to cooperate with several 

transcription factors to stimulate gene transcription [11–15]. Thus, EZH2 appears to rely on 

multiple cell context-dependent mechanisms to facilitate neoplastic transformation and 

sustain tumor growth. Although EZH2 was previously shown to be implicated in right 

ventricular dysfunction [16], its role in pulmonary vascular remodeling process in the setting 

of PAH remains largely unknown. 

In the present study, we demonstrate that EZH2 is overexpressed in PASMCs from PAH 

patients and animal models mimicking the disease enhancing their proliferation and 

resistance to apoptosis. By combining transcriptome and proteome profiling in PAH-

PASMCs subjected or not to EZH2 knockdown, we found that EZH2 positively regulates a 

large array of factors critically involved in cell-cycle progression, mitochondrial translation, 

and tricarboxylic acid (TCA) cycle. Accordingly, we found that molecular inhibition of 

EZH2 in PAH-PASMCs compromises mitochondrial respiratory capacity. Our study 

therefore uncovered a critical function of EZH2 in pulmonary vascular remodeling associated 

with PAH. 
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Results 

EZH2 Levels in Human PAH and Experimental Models 

To determine whether EZH2 is implicated in the obliterative vasculopathy that characterized 

PAH, we first measured its protein expression level in lungs, dissected PAs (< 1000 µm in 

diameter), and isolated PASMCs from control and PAH patients. Regardless of the 

anatomical level, increased expression of EZH2 was observed in PAH patients (Figure 1A). 

We next evaluated whether similar changes also occur in animal models recapitulating PAH. 

To this end, dissected PAs from monocrotaline (MCT)- and Sugen/hypoxia (Su/Hx)-treated 

rats were used. As observed in human, EZH2 expression was significantly upregulated in 

MCT- and Su/Hx-challenged rats compared to their normal counterparts (Figure 1B). In 

agreement with this, marked nuclear localization of EZH2 expression was detected in 

PASMCs from rat remodeled distal PAs (< 75 µm in diameter) identified by co-staining with 

αSMA, while the signal of EZH2 was barely detectable in normotensive rat PAs (Figure 1C). 

To complement our approach, we measured EZH2 expression in PA endothelial cells 

(PAECs) as well as in muscle (quadriceps), liver, and kidney biopsies from control and PAH 

patients. Contrary to PASMCs, EZH2 expression was unchanged between control and PAH-

PAECs (Figure S1). Furthermore, no signal was detected in quadriceps muscle (data not 

shown), and no major change was seen in kidney and liver (Figure S1). These data, combined 

with our previous finding showing that EZH2 is augmented in human compensated right 

ventricle (RV) but markedly decreased in decompensated RV from PAH patients [16], 

indicate that altered expression of EZH2 in PAH appears to be mainly restricted to the 

cardiopulmonary system. 

 

Effects of EZH2 Loss- and Gain-of-Function Approaches on PASMC Proliferation and 

Resistance to Apoptosis 

To investigate whether upregulation of EZH2 contributes to the abnormal phenotype of PAH-

PASMCs, we first measured EZH2 expression levels in response to serum starvation and 

serum stimulation. We found that EZH2 is increased in serum-fed proliferating cells 

compared to serum-deprived quiescent cells (Figure 2A), indicating that EZH2 abundance is 

intimately associated with the proliferative capacity of cells. We next exposed PAH-
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PASMCs to escalating doses of EPZ-6438 (Tazemetostat) and GSK-126 for 48 hours; two 

selective S-adenosyl methionine competitive inhibitors of histone methyl transferase EZH2 

currently being evaluated in clinical trials for the treatment of cancer [17,18]. As expected, 

treatment with EPZ-6438 or GSK-126 dose-dependently reduced overall H3K27me3 levels 

in PAH-PASMCs (Figure 2B). We found that both compounds elicited marked 

antiproliferative effects, as demonstrated by a sharp reduction in the per-centage of cells 

positive for Ki67 or EdU (Figures 2C and S2A). Moreover, using Annexin V labeling as a 

readout of early-stage apoptosis, EPZ-6438 and GSK-126 dose-dependently reverted the 

apoptosis-resistant phenotype of PAH-PASMCs (Figure 2D). These effects were 

accompanied with reduced levels of the proliferative and antiapoptotic markers 

minichromosome maintenance protein 2 (MCM2) and Survivin, respectively (Figure S2B). 

Because these pharmacological inhibitors might have off-target effects, we next examined 

the impact of EZH2 silencing using siRNA. Compared to scrambled siRNA transfected 

PAH-PASMCs, cells transfected with EZH2 siRNAs had significantly reduced EZH2 protein 

expression levels, indicating EZH2 knockdown efficiency (Figure 2B). As observed with 

pharmacological inhibitors, the hyperproliferation and resistance to apoptosis of PAH-

PASMCs was diminished upon endogenous EZH2 depletion (Figures 2C, D and S2). As a 

complementary approach, we sought to determine whether EZH2 gain-of-function is 

sufficient to enhance proliferation of control PASMCs and render them resistant to apoptosis. 

To this end, PASMCs isolated from control patients were infected with an adenovirus 

encoding human EZH2 for 48 h. Increased expression of EZH2 protein was observed in cells 

transfected with Ad-EZH2 compared with noninfected cells or cells infected with empty 

adenoviral vector (Ad-Null) (Figure S2C). As revealed by Ki67 labeling and EdU 

incorporation, upregulation of EZH2 in control cells significantly promoted their 

proliferation (Figure S2D). Moreover, overexpression of EZH2 markedly reduced serum 

starvation-induced apoptosis in control PASMCs (Figure S2D). Collectively, these data 

demonstrate that EZH2 plays a prominent role in the abnormal phenotype of PAH-PASMCs. 

 

Impact of Molecular Inhibition of EZH2 on the PAH-PASMC Transcriptome 

To identify the downstream targets and signaling pathways governed by EZH2 and 

accounting for the abnormal phenotype of PAH-PASMCs, we examined global gene 
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expression changes due to EZH2 knockdown by comparative RNA sequencing (RNA-Seq) 

analyses. These experiments were conducted in four different PAH-PASMCs, for which 

efficient EZH2 knockdown was previously examined by Western blot (Figure 3A). Using a 

fold-change cutoff value of 1.5 with FDR < 0.05, 884 differentially expressed genes (DEG) 

were identified (Figure 3B, C). Among them, 601 genes were significantly downregulated in 

EZH2-depleted cells compared to nontargeting siRNA controls. Based upon the RNA-Seq 

data, we ranked all genes by their fold change between EZH2 knockdown versus control cells 

and performed gene set enrichment analysis (GSEA) to identify biological pathways enriched 

among the most up- or down-regulated mRNAs. Analysis revealed that the downregulated 

genes in siEZH2-treated PAH-PASMCs were particularly enriched in the cell proliferation-

related processes (Figure 3D). Interestingly, our data displayed significant enrichment of a 

gene set regulated in prostate cancer cell after siRNA-mediated depletion of EZH2 (Figure 

S3A) [19]. The identified up- and down-regulated DEGs were then separately subjected to 

gene ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway 

enrichment analyses using the online database for annotation, visualization, and integrated 

discovery (DAVID). The results of the GO analysis revealed that the downregulated DEGs 

were mainly enriched in biological processes including “DNA replication initiation”, 

“mitotic cytokinesis”, and “cell division” (Figure S3B). Indeed, expression levels of multiple 

genes found to be upregulated and implicated in the pro-proliferative and apoptosis resistant 

phenotype of PAH-PASMCs were downregulated in siEZH2-treated cells. These include 

members of the minichromosome maintenance (MCM) family (MCM2 to MCM7), pituitary 

tumor-transforming gene 1 (PTTG1), ribonu-cleotide reductase regulatory subunit M2 

(RRM2), thymidine kinase 1 (TK1), and Survivin [20,21]. In terms of molecular function, 

the downregulated DEGs were enriched in “protein binding”, “microtubule binding”, and 

“DNA helicase activity” (Figure S3B). Accordingly, KEGG pathway analysis of the 

downregulated genes demonstrated a significant representation of those involved in cell cycle 

and DNA replication (Figure S3B), supporting the GSEA analysis. On the other hand, there 

were no enriched categories of GO functional annotations for upregulated genes, and 

enrichment of biological pathways supplied by KEGG was limited to Pi3-Akt signaling and 

ECM-receptor interaction (Figure S3B). 
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Figure 1. Expression of EZH2 in patients with pulmonary arterial hypertension (PAH) and animal models. (A) 

Representative Western blots and corresponding densitometric analyses of EZH2 expression in lung biopsies, 

dissected pulmonary arteries (PA), and isolated PA smooth muscle cells (PASMCs) from control (n = 6–12) 

and PAH (n = 9–13) patients; (B) Representative Western blots and corresponding densitometric analyses of 

EZH2 expression in PAs dissected from control rats as well as monocrotaline (MCT)- and Sugen/hypoxia 

(Su/Hx)-induced pulmonary hypertension rat models (n = 5–7 rats er group); (C) Double immunofluorescence 

staining for αSMA (green) and EZH2 (red) and DAPI nuclear staining showing nuclear expression of EZH2 in 
remodeled distal PAs after MCT injury or Sugen/hypoxia exposure compared to nontreated rats. Graphs on the 

right represent the quantification of the medial wall thickness of distal PAs and the percentage of PASMCs 

positive for EZH2 in distal pulmonary vessels (n = 3 per group, mean of 15 vessels/rat). Arrows mark positive 

cells. Scale bar = 20 µm. Protein expression was normalized to Amido black (AB). Data are presented as mean 

± SEM; *p < 0.05; **p < 0.01; and ***p < 0.001. 
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Figure 2. Effects of molecular and pharmacological inhibition of EZH2 on PAH-PASMCs proliferation and 

resistance to apoptosis. (A) Western blot and corresponding densitometric analysis of EZH2 in PAH-PASMCs 

that were serum-starved or not for 48 h; (B) Representative Western blots of EZH2 and H3K27me3 in PAH-

PASMCs treated with either EZH2 small interference siRNA or nontargeting scrambled (siSCRM) or escalating 
concentrations of GSK126 and EPZ-6438 (two catalytic EZH2 inhibitors) for 48 h; (C) Proliferation (Ki67) 

was measured in control (n = 5) and PAH-PASMCs (n = 5) treated or not with siEZH2, GSK126, and EPZ-

6438 or their respective controls for 48 h. Graph shows the percentage of cells with positive nuclear Ki67 

staining. PAH-PASMCs are significantly more proliferative than control PASMCs. Pharmacological inhibition 

of EZH2 or its knockdown decreases PAH-PASMC proliferation; (D) Apoptosis (Annexin V) was measured in 

serum-starved control (n = 5) and PAH-PASMCs (n = 5) treated or not with siEZH2, GSK126, and EPZ-6438 

or their respective controls for 48 h. Graph shows the percentage of cells with positive Annexin-V staining. 

PAH-PASMCs are more resistant to starvation-induced apoptosis than control cells. Pharmacological inhibition 

of EZH2 or its knockdown increases PAH-PASMC apoptosis. Scale bar = 50 µm. Data are presented as mean 

± SEM; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001; and &p < 0.001 compared with Veh and #p < 0.0001 

compared with Veh. 
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Figure 3. EZH2 knockdown in PAH-PASMCs and quantification of global transcript abundances by RNA 

sequencing. (A) Western blots of EZH2 in four different PAH-PASMC cell lines transfected or not with a 

siRNA targeting EZH2 (siEZH2) or a scrambled control siRNA (siSCRM). EZH2 siRNA markedly reduces 

EZH2 levels in the four PAH-PASMC cell lines; (B) Volcano plot comparing the transcriptome of siSCRM and 

siEZH2-treated PAH-PASMCs. Vertical lines indicate a fold change ± 1.5 and the horizontal line is indicative 

of a false-discovery-rate value threshold of 0.05. Pink (downregulated) and green (upregulated) points: 

transcripts that meet both criteria for significant change (i.e. FDR < 0.05 and fold change > 1.5) between control 
and EZH2-depleted cells; (C) Heatmap representation of all mRNAs whose expression levels were significantly 

impacted (FDR < 0.05) after silencing of EZH2 by a fold change > 1.5 or < 1.5. The columns represent the 

results of four independent PAH-PASMC cell lines transfected with siSCRM and siEZH2. Rows show 

individual differentially expressed genes. The color key from pink to green represents transcript abundance 

from low to high. Selected genes are marked on the right side; (D) Selected gene set enrichment analysis 
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(GSEA) charts showing enrichment for genes in the cell cycle process and E2F1 targets. The top portion of 

each panel represents the normalized enrichment score (NES) for each gene; the bottom portion of the plot 

shows the value of the ranking metric moving down the list of ranked genes; (E) Western blot showing 

expression levels of E2F1 in PAH-PASMCs subjected or not to EZH2 knockdown for 48 h. Quantitative 

densitometric analysis is shown. Protein expression was normalized to Amido black (AB). Data are presented 

as mean ± SEM; *p < 0.05. 
 

 

Based on our data showing that most of the DEGs are decreased upon EZH2 knockdown and 

recent studies showing that EZH2 can cooperate with various transcription factors to 

stimulate gene transcription [14,22], we thus hypothesized that the downstream effects of 

EZH2, may be mediated, in part, by a transcription factor. We thus conducted GSEA analysis 

using the C3 transcription factor targets database. As shown in figure 3D, rank-based analysis 

revealed a strong negative enrichment for the hallmark E2Fs targets signatures upon EZH2 

knockdown, suggesting that EZH2 influences the transcriptome of the E2F pathway in PAH-

PASMCs. In addition, consensus TF motif analysis unraveled by the Encyclopedia of DNA 

Elements (ENCODE) and ChIP enrichment analysis (ChEA) data sets determined using 

EnrichR revealed E2F members at top candidates with significant P values (Figure S4A). 

Consistently, E2F transcription factors are pivotal regulators of genes required for 

mitochondrial homeostasis, DNA repair, and cell-cycle progression [23,24]. The above 

findings pushed us to investigate whether members of the E2F family are significantly 

impacted by EZH2 knockdown. Among the DEGs, we found that only E2F1 was markedly 

decreased (logFC = −1,857; FDR = 0.001) (Figure 3B). Likewise, E2F1 protein levels were 

decreased in siEZH2-treated PASMCs (Figure 3E), suggesting involvement of E2F1 in the 

EZH2-mediated upregulation of gene expression. In support of this, we found that expression 

levels of well-established cell promoting factors and E2F1 targets genes, i.e., MCM2, RRM2, 

KPNA2, and PTTG1 [22], were diminished by EZH2 knockdown and further reduced in 

PAH-PASMCs simultaneously exposed to the pan-E2F inhibitor HLM006474 and siEZH2 

(Figure S4B). Because EZH2 was documented to physically interacts and cooperate with 

E2F1 to stimulate the expression of a group of genes involved in cancer progression [15,22], 

we thus tested by co-immunoprecipitation whether such an interaction occurs in four 

different PAH-PASMC cell lines. Although EZH2 was found to interact with YY1 (a known 

binding partner of EZH2) as expected [25], no inter-action between EZH2 and E2F1 was 

detected (Figure S4C), adding further evidence that physical interaction between EZH2 and 
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E2F1 is not required for EZH2 to promote E2F1 signaling in PAH-PASMCs. Together with 

previous transcriptomic data, these findings point to a dominant role of increased EZH2 in 

stimulating pro-proliferative signaling pathways. 

 

Analysis of siEZH2-Associated Proteome Changes by Quantitative Proteomics 

To further dissect the EZH2 downstream signaling pathways in PAH-PASMCs, an LC-

MS/MS proteomics approach was applied to appreciate global protein abundance changes in 

PAH-PASMCs treated or not with siEZH2. These experiments were conducted in the same 

four different PAH-PASMCs used for RNA-Seq analysis for which efficiency of EZH2 

knockdown was previously confirmed (data not shown). Using a fold change > 1.2 and a p 

value < 0.05, we identified 184 differentially expressed proteins (DEPs) upon EZH2 

knockdown (Figure 4A, B). Of these 184 DEPs, 132 were downregulated, and 52 were 

upregulated upon EZH2 depletion (Figure 4A, B). Not surprisingly, only a small number of 

genes was found to be dysregulated at both the transcription and translation levels with all 

these genes exhibiting the same direction of change at the two levels (Figure 4C). To confirm 

the robustness and sensitivity of the expression changes observed in our proteomic data sets, 

expression levels of six DEPs (ROCK1, ROCK2, OGDH, GLS, KPNA2, and FAM49B), 

already known to be implicated in the pro-proliferative and apoptosis-resistant phenotype of 

PAH-PASMC or cancer cells [6,20,26,27], were measured by Western blotting in six 

different PAH-PASMC lines (including the four used in our unbiased proteomic approach). 

Consistent with the results of LC-MS/MS proteomics, ROCK1, ROCK2, KPNA2, OGDH, 

and GLS were significantly downregulated in siEZH2-treated PAH-PASMCs, whereas 

FAM49B was augmented (Figure 4D). Interestingly, no significant modulation of these 

factors was seen upon exposure to EPZ-6438, indicating that EZH2 regulates these genes in 

a PRC2-independent manner and supporting the notion that EZH2 mediates dual 

transcription programs in PAH-PASMCs (Figure S5A, B). To get a better insight into the 

biological significance of these DEPs, both up- and down-regulated proteins were subject to 

GO enrichment analysis using the DAVID database. We found that downregulated proteins 

in siEZH2-treated cells were significantly enriched in pathways involved in tricarboxylic 

acid (TCA) cycle and mitochondrial translation (Figure S5C). In the cell component 

ontology, most of the categories that satisfy the cutoff criteria of Benjamini–Hochberg 
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adjusted p < 0.01 were associated with the mitochondria (Figure S5C). By contrast, no 

enriched categories of GO functional annotation nor KEGG pathways were found for 

upregulated proteins. 

 

     

Figure 4. Proteomic analysis of siRNA-mediated silencing of EZH2 in PAH-PASMCs. (A) Heatmap 

representation of all proteins whose expression levels were significantly impacted (FDR < 0.05) after silencing 

of EZH2 by a fold change > 1.2 or < 1.2. The columns represent the results of four independent PAH-PASMC 
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cell lines transfected with siSCRM and siEZH2. Rows show individual differentially expressed proteins. The 

color key from pink to green represents protein abundance from low to high. Selected proteins are marked on 

the right side; (B) Volcano plot comparing the proteome of siSCRM and siEZH2-treated PAH-PASMCs. 

Vertical lines indicate a fold change ± 1.2, and the horizontal line is indicative of a paired t-test p-value threshold 

of 0.05. Pink (downregulated) and green (upregulated) points: transcripts that meet both criteria for significant 

change (i.e. paired t-test p-value < 0.05 and fold change > 1.5) between control and EZH2 depleted cells; (C) 

Venn diagrams showing the numbers of common and unique differentially expressed genes (blue) and 

differentially expressed proteins (red) found to be significantly up- and down-regulated upon EZH2 knockdown 

in PAH-PASMCs; (D) Validation of proteomic results by Western blot. Representative immunoblots and 

corresponding densitometric analysis of selected proteins (OGDH, GLS1, ROCK1, ROCK2, KPNA2, and 
FAM48B) in PAH-PASMCs (n = 6–10) subjected or not to EZH2 knockdown for 48 h. Protein expression was 

normalized to Amido black (AB). Data are presented as mean ± SEM; * p < 0.05 and ** p < 0.01. 
 

To further investigate the protein–protein interaction network among the downregulated 

proteins in both four biological replicates, a comprehensive interaction network of the 134 

DEPs was performed through the String website. Following the elimination of nodes with no 

predicted interactions, a network of DEGs was constructed (Figure 5A). Two highly 

connected clusters of protein nodes emerged. Cluster 1 was composed of proteins required 

for mitochondrial gene expression, including factors involved in mRNA maturation and 

stability (TRMT10C and LRPPRC), translational elongation factors (GFM1 and TUFM), and 

mitoribosomal proteins of the small (MRPS) and large (MRPL) subunits (MRPS12, 

MRPS16, MRPS27, MRPL11, MRPL44, and MRPL58 (also called ICT1)). The second 

cluster comprises factors involved in glutamine-dependent biosynthetic pathway and TCA 

cycle, including GLS, GLUD1, CS, SDHA, OGDH, IDH3A/B, and SUCLA2 (Figure 5A). 

Data derived from proteomic analysis prompted us to examine functional assessment of the 

PAH-PASMC mitochondria upon EZH2 knockdown using the Seahorse assay. Suppression 

of EZH2 significantly diminished the glycolytic capacity of PAH-PASMCs after 48 hours 

(Figure 5B). Moreover, basal oxygen consumption rate (OCR), a surrogate marker of 

OXPHOS activity, was significantly impaired (Figure 5B). Subsequent measurements with 

application of inhibitors and uncouplers demonstrated that siRNA-mediated silencing of 

EZH2 significantly reduced ATP production, maximal respiration and spare respiratory 

capacity in comparison to siSCRM-treated cells (Figure 5B). Altogether, these results 

suggest that siEZH2-induced altered mitochondrial function and associated bioenergetics 

defects likely contribute to reduced PAH-PASMC proliferation and survival. 
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Figure 5. Impact of EZH2 suppression on PAH-PASMC bioenergetics. (A). Network analysis via STRING of 

the proteins found to be downregulated following EZH2 knockdown, revealing the presence of two major 

clusters of proteins associated with (1) mitochondrial gene expression and (2) glutamine-dependent biosynthetic 

pathway and tricarboxylic acid (TCA) cycle. Proteins belonging to the top enriched biological process (i.e. TCA 

cycle metabolism), molecular function (i.e. catalytic activity), and cellular component (i.e. mitochondrion) are 

colored in green, blue, and red, respectively. Proteins (nodes) with no predicted interactions were excluded. 

Thickness of the connecting lines correspond to the confidence level. Labels report protein names; (B) 
Assessment of mitochondrial function by the Seahorse XF96 analyzer in PAH-PASMCs exposed to siEZH2 or 

siSCRM for 48 h. The basal extracellular acidification rate (ECAR), basal oxygen consumption rate (OCR), 

maximal OCR, spare respiratory capacity, and ATP production were quantified following indicated injection 



 

122 

of the specific stressors oligomycin (1 μM), carbonyl cyanide‐4‐(trifluoromethoxy) phenylhydrazone (FCCP, 5 

μM), and rotenone (1 μM). Seahorse data were normalized to the total cell numbers plated in each well. 

Experiments were performed in triplicate in three different PAH-PASMC cell lines. Data are presented as mean 

± SEM; *P < 0.05 and ***P < 0.001. 

 

Discussion 

Originally described as the catalytic subunit of the PRC2, EZH2 mediates H3K27 

trimethylation and gene silencing. Over the last decade, numerous studies have demonstrated 

that increased expression of EZH2 is a common denominator of multiple cancers promoting 

uncontrolled cell proliferation, at least in part, through transcriptional repression of critical 

target genes [9,14]. More recently, noncanonical oncogenic functions of EZH2 have been 

documented. Indeed, a growing number of studies indicate that EZH2 can also methylate 

nonhistone proteins to regulate their activity or half-life [11,28] and serves as a coactivator 

of several pro-oncogenic transcription factors such as androgen receptor [13], NF-kB 

subunits [29], SWI/SNF [30], and E2F members [15,22,31] to name a few. The importance 

of the oncogenic role of EZH2 independent of its methyltransferase activity was further 

underscored in natural killer/T-cell lymphoma in which ectopic expression of an EZH2 

mutant form lacking methyltransferase activity was able to confer a growth advantage as well 

as to rescue growth inhibition as a result of endogenous EZH2 depletion [32]. Furthermore, 

studies have revealed that the canonical and noncanonical functions of EZH2 are not 

mutually exclusive but coexist in the same cell [30], pinpointing the cell-context-dependent 

and multifaceted effects of EZH2 on tumor progression. Consistent with the fact that PAH-

PASMCs express many protumorigenic factors, we found that increased EZH2 expression is 

a shared feature of human PAH and animal models. More importantly, we demonstrated that 

blockade of EZH2 methyltransferase activity using EPZ-6438 and GSK126 markedly 

impedes the pro-proliferative and apoptosis-resistant state of PAH-PASMCs; the findings 

were recapitulated by EZH2 knockdown using siRNAs. To rule out possible off-target effects 

of EZH2 pharmacological inhibitors and gain some meaningful insights into the downstream 

signaling pathways governed by EZH2, high-throughput RNA sequencing, and quantitative 

proteomics were performed in four different PAH-PASMCs cell lines subjected to EZH2 

silencing using siRNA. Surprisingly, we found that a large set (nearly 70%) of transcripts 

and proteins differentially expressed upon EZH2 silencing were downregulated. This result 
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likely indicates that effects of EZH2 on gene expression are, in a large part, mediated by 

noncanonical functions, as inhibition of its catalytic function is expected to relieve 

transcriptional repression and thus promote gene expression. Furthermore, we showed that 

selected proteins significantly down- or up-regulated upon EZH2 knockdown were not 

impacted by EPZ-6438. In support of this, by comparing the transcriptome of human prostate 

adenocarcinoma cells treated with siEZH2 or EPZ-6438, Kim and colleagues found that the 

majority of siEZH2 downregulated genes were unaffected by EPZ treatment [14]. 

Although it is generally assumed that a high concordance exists across transcriptome and 

proteome data sets, numerous studies have revealed that transcriptomic-proteomic modestly 

overlap challenging this dogma [33,34]. In the present study, a low level of concordance was 

found between changes in mRNA expression and protein abundance levels. Indeed, global 

proteomic analysis identified impaired mitochondrial translation and associated defects in 

oxidative phosphorylation as the main biological processes altered in EZH2-depleted PAH-

PASMCs, whereas downregulated genes in siEZH2-treated cells were mainly enriched in 

functions linked to cell-cycle progression and cell division, indicating that changes in mRNA 

expression provide only limited in-sight into the downstream mechanisms regulated by 

EZH2. Several factors may explain this low correlation, including intermediate 

transcriptional and post-transcriptional regulatory mechanisms, experimental timing, and 

limited sensitivity of mass spectrometry. In this regard, Survivin and E2F1, found to be 

significantly downregulated by RNA-Seq, were significantly decreased by Western blot but 

not by LC-MS/MS proteomics. Importantly, we found that numerous transcripts of genes 

already known to be implicated in the pro-proliferative and apoptosis-resistant phenotype of 

PAH-PASMCs, such as Survivin [21], ADAMTS8 [35], PBK [20], TK1 [36], and E2F1 [37], 

were significantly repressed under EZH2 inhibition, which is consistent with the hypothesis 

that EZH2 plays a critical role in the abnormal phenotype of disease cells. Furthermore, 

several factors implicated in the protection of DNA damage or in DNA repair itself were 

diminished. These include NUDT1, RAD51, LIG1, CLSPN, and XRCC3. In a prior study, 

depletion of EZH2 was documented to decrease the efficiency of double-strand-break repair 

and increases sensitivity of cells to DNA-damaging agents [38]. As we previously 

demonstrated that PAH-PASMCs have developed multiple complementary mechanisms 

dedicated to pre-serve genome integrity [39–41], siEZH2-induced inhibition of these factors 
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may collectively interfere with the PAH-PASMC DNA repair capacity, thus impairing cell 

proliferation and survival. Interestingly, we also observed a diminution in the abundance of 

a large array of proteins implicated in mitochondrial translation and TCA in siEZH2-treated 

PAH-PASMCs and accordingly reduced OXPHOS capacity. This confirms previous data 

showing that EZH2 silencing in glioblastoma cells reduces oxygen consumption rates [42]. 

As observed in cancer cells, PAH-PASMCs are characterized by a metabolic reprogramming 

towards aerobic glycolysis (also called Warburg effect) allowing the generating of a large 

amount of ATP and biosynthetic precursors necessary to sustain their growth [5]. Despite 

enhanced glycolysis, oxidative phosphorylation remains essential for disease cell survival 

[41,43], making oxidative phosphorylation an emerging target in hyperproliferating disease. 

Proteins encoded by the mitochondrial DNA are essential for oxidative phosphorylation and 

thus, energy production. Therefore, it can be assumed that defective expression of nuclear-

encoded components of the mitochondrial translation machinery largely contributes to the 

pro-apoptotic and antiproliferative effects of EZH2 knockdown. In agreement with this, 

emetine, a cytoplasmic translation inhibitor, was recently documented to ameliorate 

pulmonary hypertension in two animal models by reducing the expression of Rho-kinases 

and surviving in PAH-PASMCs [44]. Finally, upregulation of the mitochondrial-localized 

protein FAM49B [27] was seen in EZH2-inhibited PAH-PASMCs. Although the molecular 

functions of the latter remain largely unknown, FAM49B was reported to act as a tumor 

suppressor by regulating mitochondrial integrity and metabolism [27]. 

Taken together, it is tempting to speculate that inhibition of EZH2 may exert beneficial 

effects in improving pulmonary vascular remodeling in PAH. Nevertheless, EZH2 loss-of-

function targeted to RV cardiomyocytes was shown to induce cardiac hypertrophy and 

fibrosis [45]. In addition, we recently reported a dramatic downregulation of EZH2 in 

decompensated RV from PAH patients and animal models as well as an increased expression 

of EZH2 in animals presenting improved cardiac function secondary to therapeutic 

intervention [16]. These findings strongly suggest that interfering with EZH2 function may 

induce detrimental effects in the vulnerable PAH right ventricle and that specific delivery of 

EZH2 inhibitor to target cells should be envisioned. Further research is needed to better 

understand the complexity of EZH2 and the relative contribution of its PRC2-dependent and 
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independent roles in the abnormal phenotype of PAH-PASMCs, a prerequisite for developing 

the most relevant therapeutic approach. 

In conclusion, we provide evidence that increased expression of EZH2 contributes to the 

hyperproliferative and apoptosis-resistant phenotype of PAH-PASMCs through both 

canonical and noncanonical mechanisms. By combining transcriptomic and proteomic 

analysis in siEZH2-depleted PAH-PASMCs, we identified disease-relevant functions of 

EZH2 in maintaining the bioenergetic machinery of oxidative phosphorylation and 

stimulating expression of genes associated with cell-cycle progression and survival; 

providing a useful resource that can be exploited to identify new actionable targets to improve 

pulmonary vascular remodeling in the setting of PAH. 

 

Materials and Methods 

Human Lung Samples and Animal Models 

Experimental procedures using human tissues or cells conformed to the principles outlined 

in the Declaration of Helsinki. Written informed consent was obtained for all subjects and 

the study was approved by the IUCPQ-UL ethics committee (CER #20773). Clinical and 

hemodynamic characteristics of patients are shown in Table S1. Animal experiments were 

approved by the Institut Universitaire de Cardiologie et de Pneumologie de Québec—

Université Laval Biosafety and Ethics Committees (#2019-018). To induce pulmonary 

hypertension, adult Sprague Dawley rats (Charles River laboratories, Laval, QC, Canada) 

were injected with monocrotaline (MCT, 60 mg/kg s.c.) or injected with SU5416 (20 mg/kg 

s.c.) before exposition to normobaric hypoxia for 3 weeks, as previously described [20]. 

Experiments were terminated 4 and 5 weeks after MCT or SU5416 injection, respectively. 

The animals were sacrificed, and the lungs were collected for analysis. 

 

Cell Culture and Treatments 

PAH-PASMCs (n = 11 cell lines) were isolated from small PAs (< 1000 µm diameter) from 

PAH patients. Control PASMCs (n = 10 cells lines) were either purchased from Cell 

Application (San Diego, CA, USA) or isolated from non-PAH patients (Table S2). PASMCs 

were grown in high-glucose DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 

containing 1% penicillin/streptomycin. The purity of the PASMCs in the primary cultures 
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was confirmed by staining for alpha smooth muscle actin (αSMA) using 

immunofluorescence technique. Only cells between passages 3 to 9 were used for 

experiments. EPZ-6438 and GSK-126 were purchased from SelleckChem (Burlington, ON, 

Canada), dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO), and then added to the culture medium at 

the indicated concentrations immediately before use. The E2F inhibitor, HLM006474, was 

purchased from MedChemExpress (Monmouth Junction, NJ, USA) and dissolved in DMSO. 

Human EZH2 and null adenoviruses were provided by Vector Biolabs (Burlington, ON, 

Canada). Infection was performed at a multiplicity of infection of 100 plaque-forming units 

for 48 h before harvesting and analysis. PAH-PASMCs were transfected with silencer RNA 

targeting EZH2 mRNA (Cat#S102665166, Qiagen, final concentration of 10 nM) using 

lipofectamine RNAiMAX reagent (Thermo Fischer Scientific, Saint-Laurent, QC, Canada) 

according to the manufacturer’s protocol. siRNA with scramble sequence (siSCRM) was 

used as negative control siRNA. Cells were cultured for 48 h before collecting material for 

transcriptomic, proteomic, and immunofluorescence analysis. 

To assess cell proliferation and resistance to apoptosis, control and PAH-PASMCs were 

cultured for 48 h in 10% fetal bovine serum (FBS, a condition that is known to promote 

proliferation) or 0.1% FBS (a starvation condition that promotes apoptosis) [46,47]. Cell 

proliferation was determined with either Ki67 labeling or 5-Ethynyl-2’-deoxyuridine (EdU) 

incorporation assay (Click-iT EdU assay kit, Thermo Fischer Scientific, Saint-Laurent, QC, 

Canada) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, EdU was added during the last 

2 h. After incubation, EdU-positive DNA duplicating cells were fixed with 3.7% 

formaldehyde diluted in PBS1X for 15 min at room temperature, washed with PBS1X, and 

then permeabilized during 20 min in 0.5% Triton X-100 in PBS. After washing in 3% BSA 

in PBS1X, cells were stained with the Click-iT reaction mix for 30 mins and counterstained 

with DAPI. Apoptosis was evaluated by Annexin V assay, as previously described [41]. The 

Ki67/EdU proliferative and Annexin V apoptotic index were calculated by counting the 

number of positive-staining cells divided by the total number of DAPI-positive cells 

multiplied by 100. For each cell line, experiments were per-formed in triplicate, and at least 

500 cells per condition were counted. 
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Real-Time Quantitative PCR 

Total RNA was isolated from human PASMCs using Trizol reagent (Invitrogen) according 

to the manufacturer’s instructions. The quality and concentration of total RNA were then 

determined with a spectrophotometer (NanoDrop 2000, Thermo Fischer Scientific, Saint-

Laurent, QC, Canada). RNA integrity was confirmed by electrophoresis on a denaturing 

agarose gel. Complementary DNA (cDNA) was synthesized using the qScript Flex cDNA 

Synthesis Kit (Quanta bio, Beverly, MA, USA). Real-time PCR was carried out in a 

QuantStudio 7 Flex real-time PCR system (Thermo Fischer Scientific, Saint-Laurent, QC, 

Canada) using SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, 

Mississauga, ON, Canada). Each sample was analyzed in triplicate. Gene expression levels 

were normalized to the housekeeping gene 18S. Relative expression levels were calculated 

using the ΔΔCt method. Primer sequences are listed in Table S3. 

 

RNA Sequencing 

RNA-sequencing analysis was carried out on total RNA extracted from PAH-PASMCs with 

or without siRNA-mediated silencing of EZH2. Qualitative and quantitative analysis of RNA 

was performed using NanoDrop2000 spectrophotometer (Thermo Scientific, Saint-Laurent, 

QC, Canada). Library preparation and paired-end RNAseq were performed by Cofactor 

genomics (St. Louis, MO, USA) using Illumina HiSeq, on the PASMC samples at a read 

length of 150 bp and an average read depth of 50 million read pairs. Adapters were removed 

by the sequencing provider The raw fastq files were examined for sequencing quality and 

adapter contamination using FastQC 

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc), after which alignment to the 

human transcriptome was performed using STAR [48]. After the alignment was read, 

quantification of the reads at the transcript level were performed using RSEM [49], and gene 

level quantification was obtained by the summarizeToGene function in the tximport R 

package [50]. Genes/transcripts that had low or no counts were filtered out using the fil-

terByExpr function implemented in the edgeR Bioconductor package [51,52]. Following this 

sample specific normalization factors were estimated using the calcNormFactors function, 

while accounting for the treatment and control design of the study. Differential expression 

analysis was performed using the voom-limma framework [53], and an FDR-corrected p-
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value cutoff of 0.05 was used to determine the significantly differentially expressed 

genes/transcripts. High-throughput sequencing data used in this study have been deposited 

in NCBI’s gene expression omnibus [54] and are accessible through GEO Series accession 

number GSE166996. 

 

Proteomics 

Protein in-Gel Digestion 

Cells were lysed and protein concentration was determined using the Bradford assay (Bio-

Rad). Protein samples (10 µg) were reduced in Laemmli buffer for 5 min at 95 °C and then 

loaded on a homemade one-dimensional SDS-PAGE gel (8% separating gel overlaid with a 

5% stacking gel). Electrophoresis was stopped as soon as the protein sample entered the 

separating gel. The gel was fixed, stained with Coomassie Blue R250, and a single band 

containing the whole sample was excised from the gel, placed in 96-well plate, and then 

washed with water. Tryptic digestion was performed on a MassPrep liquid handling robot 

(Waters, Milford, MA, USA) according to the manufacturer’s specifications and to the 

protocol of Shevchenko et al [55] with the modifications suggested by Havlis et al [56]. 

Briefly, proteins were reduced with 10 mM DTT and alkylated with 55 mM iodoa-cetamide. 

Trypsin digestion was performed using 126 nM of modified porcine trypsin (sequencing 

grade, Promega, Madison, WI, USA) at 37 °C overnight. Digestion products were extracted 

using 1% formic acid, 2% acetonitrile followed by 1% formic acid, and 50% acetonitrile. 

The recovered extracts were pooled, vacuum centrifuge dried, and then resuspended at 0.4 

µg/µL with 2% acetonitrile, 0.05% trifluoroacetic acid. 

 

NanoLC/MSMS Analysis 

For each sample, 5 µL of resuspended peptide digestion (equivalent to 2µg peptides) was 

injected and separated by online reversed-phase (RP) nanoscale capillary liquid 

chromatography (nanoLC) and analyzed by electrospray mass spectrometry (ESI MS/MS). 

The experiments were performed with a Dionex UltiMate 3000 nanoRSLC chromatog-raphy 

system (Thermo Fisher Scientific/Dionex Softron GmbH, Germering, Germany) connected 

to an Orbitrap Fusion Tribrid ETD mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific, San Jose, 

CA, USA) equipped with a nanoelectrospray ion source. Peptides were trapped at 20 μL/min 
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in loading solvent (2% acetonitrile, 0.05% TFA) on a 5 mm length 300 μm I.D., 5 µm 

particles Acclaim™ PepMap™ 100 precolumn cartridge (Thermo Fisher Scientific/Dionex 

Softron GmbH, Germering, Germany) during 5 min. Then, the precolumn was switched 

online with 500 mm length, 75 μm I.D., 3 µm particles, Acclaim™ PepMap™ 100 C18 

analytical column (Thermo Fisher Scientific/Dionex Softron GmbH, Germering, Germany), 

and the peptides were eluted with a linear gradient from 5–40% solvent B (A: 0,1% formic 

acid, B: 80% acetonitrile, 0.1% formic acid) in 270 min, at 300 nL/min. Mass spectra were 

acquired using a data dependent acquisition mode using Thermo XCalibur software version 

3.0.63. Full scan mass spectra (350 to 1800 m/z) were acquired in the orbitrap using an AGC 

target of 4e5, a maximum injection time of 50 ms, and a resolution of 120,000. Internal 

calibration using lock mass on the m/z 445.12003 siloxane ion was used. Each MS scan was 

followed by acquisition of fragmentation MSMS spectra of the most in-tense ions for a total 

cycle time of 3 s (top speed mode). The selected ions were isolated using the quadrupole 

analyzer in a window of 1.6 m/z and fragmented by higher-energy collision-induced 

dissociation (HCD) with 35% of collision energy. The resulting fragments were detected by 

the linear ion trap in rapid scan rate with an AGC target of 1e4 and a maximum injection 

time of 50 ms. Dynamic exclusion of previously fragmented peptides was set for a period of 

20 s and a tolerance of 10 ppm. 

 

Database Searching and Label Free Quantification 

Spectra were searched against a human proteins database (Uniprot Complete Proteome—

taxonomy Homo sapiens—29 March 2017) using the Andromeda module of MaxQuant 

software v. 1.5.5.1 [57]. Trypsin/P enzyme parameter was selected with two possible missed 

cleavages. Carbamidomethylation of cysteins was set as fixed modification, methionine 

oxidation, and acetylation of protein N-terminus as variable modifications. Mass search 

tolerance were 5 ppm and 0.6Da for MS and MS/MS, respectively. For protein validation, a 

maximum false discovery rate of 1% at peptide and protein level was used based on a 

target/decoy search. MaxQuant was also used for label-free quantification. The “match 

between runs” option was used with 20 min as alignment time window and 3 min as match 

time window values. Only unique and razor peptides were used for quantification. All other 

parameters were set at default values. 
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Data Treatment and Statistical Analysis Related to Proteomics 

The peptides.txt file generated by MaxQuant was used in R software v 3.4. The intensity 

values of each peptide in each sample were normalized using the median of all intensity 

values in each sample (normalization by column). Only peptides having at least two values 

in one of the two conditions to compare were considered as quantified. Other missing values 

were imputed using a noise value calculated as the first centile of all intensity values per 

sample. Quantifiable peptides were then aggregated into proteins using the leading razor 

protein accession number given by MaxQuant, and the intensity values of their corresponding 

peptides were summed for each sample. Only proteins with at least two quantified peptides 

were kept for further analysis. For each protein, a ratio between the two conditions to 

compare was calculated using the average of protein intensities in all samples of the same 

group. A paired Student’s t-test was finally performed in R soft-ware to determine the 

probability of variation (p-value) of each protein between two groups of samples while taking 

into account the original cell line of each sample. Proteins with a p-value < 0.05 and fold 

change > 1.2 were considered as significantly variant be-tween the two conditions. 

 

Bioinformatic Analysis 

Pathway enrichment analysis of differentially expressed genes and proteins were performed 

using a combination of pathway enrichment methods, including gene set enrichment analysis 

(GSEA) [58], and DAVID 6.7 Bioinformatics resource tools [59]. Significantly enriched GO 

terms and pathways were selected based on Benjamini p-value < 0.01. The protein–protein 

interaction (PPI) analysis of DEPs was performed with the String website (http://string-

db.org). An interaction score > 0.4 (medium confidence score) was considered significant 

and the PPI was visualized. 

 

Western Blotting and Immunoprecipitation 

For Western blotting, proteins were extracted from tissues or cell pellets using a 2% Chaps 

lysis buffer supplemented with a protease inhibitor cocktail (Roche). Lysates were 

centrifuged at 16,000× g for 20 min at 4 °C, and the supernatant was collected as total protein. 

Protein concentrations were determined by the Bradford method. Equal amounts of proteins 

were separated by electrophoresis in SDS-polyacrylamide gels and transferred to 
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polyvinylidene fluoride membranes. Membranes were subsequently blocked with either 5% 

nonfat dry milk or 5% goat serum in TBS-T buffer and incubated with primary anti-bodies 

(Table S4) in 3% BSA overnight at 4 °C. After being rinsed three times with TBS-T buffer, 

membranes were incubated with appropriate horseradish peroxidase (HRP)-conjugated 

secondary antibody for 2 h at RT in 5% nonfat milk or in 5% goat serum in TBS-T buffer. 

Antibodies were revealed using ECL reagents (Perkin–Elmer) and labelled proteins were 

detected with the imaging Chemidoc MP system (Bio-Rad Laboratories). Protein expression 

was quantified using the Image lab software (Bio-Rad Laboratories) and normalized to 

Amido black as previously described [41]. 

For the co-immunoprecipitation, cell proteins were extracted with RIPA buffer (10 mM Tris-

HCL pH7.6, 150 mM NaCl, 1% NP40, 0.5% sodium deoxycholate, and 0.1% sodium dodecyl 

sulfate) containing protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich). Surebeads magnetic beads 

(Bio-Rad Laboratories) were preincubated with an anti-EZH2 antibody or anti-IgG isotype 

control antibody for 4 h on a low-speed rotating shaker at room temperature. Then, protein 

extracts were mixed with anti-EZH2 antibodies bound to magnetic beads and incubated 

overnight at 4 °C on rotating shaker. The beads were magnetized using SureBeads magnetic 

rack, and the supernatant was discarded. Then, elution buffer was used to collect purified 

target protein for western blot analysis. 

 

Immunofluorescence Studies 

Paraffin-embedded lungs were serially sectioned at 5 µm. Lung sections were dewaxed and 

rehydrated in graded ethanol solutions. Once rehydrated, slides were subjected to antigen 

retrieval in citrate buffer (0.01 M, pH 6.0) in a microwaveable pressure cooker for 20 min. 

Sections were blocked with 5% goat serum for 2 h and then incubated with indicated primary 

antibodies in a humidified chamber overnight at 4 °C. After washes, sections were further 

incubated for 1 h at room temperature with appropriate fluorescent-dye conjugated secondary 

antibodies. The Cyanine 3 Tyramide Signal Amplifi-cation Kit (PerkinElmer, Woodbridge, 

ON, Canada) was used for EZH2 detection. Sections were mounted onto coverslips using 

DAPI (4′,6-diamidino-2-phenylindol) Fluoromount G mounting medium. Sections were 

examined by microscopy using an Axio Observer microscope (Zeiss), and images were 

acquired using Zen system (Zeiss). 
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In Vitro Metabolism (Seahorse XF24) Assays 

Mitochondrial bioenergetics/function was assessed using the Seahorse XF24 Analyzer 

(Agilent Technologies, Saint-Laurent, QC, Canada), as previously published [41]. Twenty-

four hours after transfection, PAH-PASMCs were seeded in Seahorse 24-well tissue culture 

plates at a density of 3.5 × 104 cells/well and allowed to adhere for 24 h. Prior to the assay, 

cell confluence was confirmed the media was changed to unbuffered DMEM containing 

pyruvate and glutamine, and the cells were equilibrated for 1 h at 37 °C in a non-CO2 

incubator. After measuring basal OCR and ECAR, the mitochondrial stress was carried out, 

and OCR was determined after sequential injections with oligomycin (1 μM), carbonyl 

cyanide p-trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP, 5 μM), and rotenone (1 μM) according 

to the manufacturer’s protocol. OCR rates were automatically calculated and recorded by the 

Seahorse XF24 software. The maximum respiration capacity was calculated by using the 

OCR measurement after the addition of FCCP. The maximum glycolytic capacity was 

calculated by the ECAR measurement after oligomycin addition. Rates of OCR and ECAR 

were normalized to cell number per well. 

 

Statistical Analysis 

All analyses were performed using GraphPad Prism 6.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA). 

The unpaired Student t-test and one-way analysis of variance (ANOVA) test were used for 

comparisons between two and two or more normally distributed groups, respectively. The 

Mann–Whitney and Kruskal–Wallis nonparametric tests were used to compare two or more 

non-normally distributed groups. A significance level inferior to 5% (P < 0.05) was 

considered statistically significant. 
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Figure S1. Expression of EZH2 in PA endothelial cells and tissues from control and PAH patients. 

Western blots and corresponding densitometric analyses of EZH2 in isolated pulmonary artery endothelial cells 

(PAECs), liver and kidney biopsies from control and PAH patients. Protein expression was normalized to 

Amido black (AB). Data are presented as mean±SEM. 
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Figure S2. Effects of EZH2 inhibition and overexpression on PASMC proliferation and resistance to 

apoptosis. A. Proliferation (EdU labeling) was measured in PAH-PASMCs (n=3) treated or not with siEZH2, 

GSK126 and EPZ-6438 or their respective controls for 48 hours. Graph shows the percentage of cells with 

positive nuclear EdU staining. Pharmacological or molecular inhibition of EZH2 reduces PAH-PASMC 

proliferation. B. Representative Western blots and corresponding densitometric analyses of MCM2 and 
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Survivin in PAH-PASMCs (n=3-6) exposed to GSK126, EPZ6438, siEZH2 or their respective controls for 48 

hours. Inhibition of EZH2 diminishes MCM2 and Survivin expression levels in PAH-PASMCs. C. 

Representative Western blot of EZH2 in control (CTRL) PASMCs infected or not with an adenovirus encoding 

human EZH2 (AdEZH2) or with an “empty” adenoviral vector (AdNull). D. Representative images and 

quantitative analysis of Ki67, EdU and Annexin V-positive CTRL-PASMCs (n=4) overexpressing or not EZH2. 

Forced expression of EZH2 increases CTRL-PASMC proliferation and resistance to apoptosis. Protein 

expression was normalized to Amido black (AB). Data are presented as mean±SEM; *P<0.05 and **P<0.01. 

 

 

   
Figure S3. GO and KEGG analysis of differentially expressed genes upon EZH2 knockdown. A. Gene set 

enrichment analysis (GSEA) charts showing that siEZH2-affected genes in PAH-PASMCs from our RNA-seq 

data display a significant positive relationship with predefined subset of genes significantly altered in human 

prostate cancer cells following EZH2 suppression by siRNA. B. Gene Ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia 

of Gene and Genomes (KEGG) pathway enrichment results for down- and up-regulated genes between siEZH2- 

and siSCRM-treated PAH-PASMCs. Blue, red, pink and orange bars indicate biological process, cellular 
component, molecular function and KEGG pathways, respectively. 
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Figure S4. Potential cooperation between EZH2 and E2Fs in stimulation of genes involved in cell 

proliferation. A. Gene set enrichment analyses using GSEA and Enrichr showing that genes downregulated 

upon EZH2 silencing are enriched in targets of E2Fs. B. Expression levels of MCM2, RRM2, KPNA2 and 

PTTG1 assessed by real time quantitative PCR in PAH-PASMCs (n=5) treated with siEZH2 and/or 

HLM006474 (HLM) for 48 hours. C. PAH-PASMC cell lysate was pulled down with IgG or EZH2 antibody 

followed by Western blotting with YY1, a positive control, and E2F1 antibody. Representative immunoblot 

showing that EZH2 does not interact with E2F1 in PAH-PASMCs. Results are representative of four 

independent experiments performed on four different PAH-PASMC cell lines. Data are presented as 

mean±SEM; *P<0.05 and **P<0.01. 
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Figure S5. Analysis of protein expression levels of selected DEPs between control and PAH-PASMCs, 

and effects of pharmacological EZH2 inhibition. A. Representative Western blots and corresponding 

densitometric analysis of OGDH, GLS1, KPNA2, ROCK1, ROCK2 and FAM49B in PASMCs isolated from 

control (n=5-8) and PAH (n=6-10) patients. B. Representative Western blots and corresponding densitometric 
analysis of H3K27me3, OGDH, GLS1, KPNA2, ROCK1, ROCK2 and FAM49B in PAH-PASMCs (n=6) 

treated or not with EPZ-6438 or its vehicle for 48 hours. C. Gene Ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of 
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Gene and Genomes (KEGG) pathway enrichment results for down-regulated proteins between siEZH2- and 

siSCRM-treated PAH-PASMCs. Blue, red, pink and orange bars indicate biological process, cellular 

component, molecular function and KEGG pathways, respectively. Protein expression was normalized to 

Amido black (AB). Data are presented as mean±SEM; *P<0.05; **P<0.01 and ***P<0.001. 

 

 

 

                 

Table S1. Clinical characteristics of PAH patients and controls. Values are means ± SD. HPAH: heritable 

PAH; IPAH: idiopathic PAH; SSc-PAH: Systemic sclerosis-associated PAH; mPAP: mean pulmonary arterial 

pressure; CO: cardiac output; PVR: pulmonary vascular resistance; PDE5: phosphodiesterase-5. Note than 
some patients take more than one type of medication. 
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Table S2. Detailed tissue characteristics used in this study. 

 

 

 

       

Table S3. List of primer sequences. 
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Table S4. List of primary antibodies used for IF, WB and Co-IP 
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Chapitre II : L’ARN long non codant H19, via miR-675, 

régule EZH2 par l’intermédiaire d’E2F1 

Avant-propos 

Pour cette partie de notre étude, nous allons présenter certains résultats obtenus pour la 

publication de l’article suivant publié en juillet 2020 dans Circulation et intitulé:  
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Résumé 

Contexte : La fonction du ventricule droit (VD) est le principal déterminant de la survie chez 

les patients souffrant d'hypertension artérielle pulmonaire (HTAP). Malgré l'importance 

clinique reconnue de la préservation de la fonction du VD, les mécanismes cellulaires qui 

régissent la transition d'un état compensé à un état décompensé restent mal compris et, par 

conséquent, il n'existe pas de traitements pouvant prévenir la défaillance ventriculaire droite. 

De plus en plus de preuves indiquent que les ARN longs non codants (ARNlnc) sont des 

régulateurs importants du développement cardiaque ainsi que de l’apparition de pathologies 

cardiovasculaires. Néanmoins, leur implication dans le remodelage du VD en HTAP reste à 

ce jour inconnue.  

Méthodes : L'expression de l’ARNlnc H19 a été évaluée par PCR quantitative dans le VD 

de patients classés comme VD contrôle, VD compensé (VDc) ou VD décompensé (VDd) en 

fonction de l’historique clinique et de l’index cardiaque. L'impact de la suppression d’H19 a 

été étudié dans deux modèles expérimentaux de défaillance ventriculaire droite : le modèle 

MCT (monocrotaline) et le modèle PAB (pulmonary artery banding), à l'aide d’un GapmeR. 

Des analyses d’échocardiographies, de mesures hémodynamiques, histologiques et 

biochimiques ont été effectuées. Des expériences in vitro de gain et de perte de fonction ont 

été réalisées sur des cardiomyocytes de rat.  

Résultats : Nous avons démontré qu’H19 est surexprimé dans le VDd des patients HTAP et 

est corrélé à l'hypertrophie et la fibrose du VD. Des résultats similaires ont été observés dans 

les modèles MCT et PAB. Nous avons constaté que l’inhibition de l’expression d’H19 limite 

l'hypertrophie pathologique du VD, la fibrose et la raréfaction capillaire, préservant ainsi la 

fonction du VD dans les modèles MCT et PAB sans pour autant affecter le remodelage 

vasculaire pulmonaire. Cet effet cardioprotecteur était accompagné d'une surexpression 

d’EZH2 (enhancer of zeste homologue 2) médiée par le facteur de transcription E2F1. In 

vitro, la suppression d’H19 empêche l'hypertrophie des cardiomyocytes induite par la 

phényléphrine, tandis que sa surexpression produit l'effet inverse.  

Conclusions : Nos résultats identifient H19 comme une nouvelle cible thérapeutique pour 

empêcher prévenir le développement du remodelage néfaste du VD. 
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Abstract  

Background: Right ventricular (RV) function is the major determinant for both functional 

capacity and survival in patients with pulmonary arterial hypertension (PAH). Despite the 

recognized clinical importance of preserving RV function, the subcellular mechanisms that 

govern the transition from a compensated to a decompensated state remain poorly understood 

and consequently there are no clinically established treatments for RV failure. Accumulating 

evidence indicates that long non-coding RNAs (lncRNAs) are powerful regulators of cardiac 

development and disease. Nonetheless, their implication in adverse RV remodeling in PAH 

is unknown.  

Methods: Expression of the lncRNA H19 was assessed by quantitative PCR in RV from 

patients categorized as control RV, compensated RV (cRV) or decompensated RV (dRV) 

based on clinical history and cardiac index. The impact of H19 suppression using GapmeR 

was explored in two rat models mimicking RV failure, namely the monocrotaline (MCT) and 

pulmonary artery banding (PAB). Echocardiographic, hemodynamic, histological, and 

biochemical analyses were conducted. In vitro gain- and loss-of-function experiments were 

performed in rat cardiomyocytes.  

Results: We demonstrated that H19 is up regulated in dRV from PAH patients and correlates 

with RV hypertrophy and fibrosis. Similar findings were observed in MCT and PAB rats. 

We found that silencing H19 limits pathological RV hypertrophy, fibrosis and capillary 

rarefaction, thus preserving RV function in MCT and PAB rats without affecting pulmonary 

vascular remodeling. This cardioprotective effect was accompanied by E2F transcription 

factor 1- mediated up-regulation of EZH2 (enhancer of zeste homolog 2). In vitro, 

knockdown of H19 suppressed cardiomyocyte hypertrophy induced by phenylephrine, while 

its overexpression has the opposite effect.  

Conclusions: Our findings identify H19 as a new therapeutic target to impede the 

development of maladaptive RV remodeling. 
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Introduction  

L'hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) est une maladie caractérisée une par 

vasoconstriction et une obstruction progressive des artères pulmonaires distales (AP) 

conduisant à une élévation de la pression artérielle pulmonaire menant à une défaillance du 

ventricule droit1. Malgré les progrès des thérapies ciblant le tonus vasculaire pulmonaire, 

l'HTAP reste une maladie mortelle avec une survie à 3 ans d’environ 60% pour les patients 

nouvellement diagnostiqués atteints d'HTAP idiopathique2,3. Bien que la fonction 

ventriculaire droite soit le principal facteur pronostique de morbidité et de mortalité chez les 

patients atteints d'HTAP, aucune thérapie ciblant le VD n’existe à ce jour. Cela souligne la 

nécessité de mieux comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires du 

dysfonctionnement ventriculaire droit dans l'HTAP. 

Il est maintenant reconnu que le développement de l'hypertrophie du VD dans l'HTAP 

connait deux stades4. Au stade précoce de la maladie, l'hypertrophie du VD est considérée 

comme une réponse physiologique à une postcharge accrue (également appelé état 

compensé) préservant les pressions de remplissage, le débit cardiaque (CO : cardiaque 

output) et la capacité d'exercice. En réponse à une élévation persistante de la postcharge, les 

mécanismes compensatoires du VD sont insuffisants et celui-ci transitionne vers une 

hypertrophie inadaptée, caractérisée par une dilatation du VD, une diminution du CO, une 

fibrose excessive et une raréfaction capillaire qui contribuent collectivement à la défaillance 

cardiaque droite et à la mort prématurée du patient5,6. Ainsi, les stratégies thérapeutiques 

devraient viser à soutenir le remodelage adaptatif et / ou à inverser les voies de signalisation 

responsables de la transition vers un remodelage inadapté du VD. 

Les ARN non codants longs (ARNlnc), définis comme des transcrits non codants de plus de 

200 nucléotides, sont récemment apparus comme une classe importante de molécules 

impliquées dans de nombreux processus ainsi que dans le développement de diverses 

maladies7. En interagissant avec l'ARN, l'ADN et les protéines, les ARNlnc peuvent réguler 

l'expression génique à plusieurs niveaux7,8. Bien que plusieurs études aient mis en évidence 

l'implication des ARNlnc dans l'hypertrophie et la défaillance cardiaque, leur contribution 

dans le dysfonctionnement ventriculaire en HTAP reste inconnue9-11. L’ARNlnc hautement 

conservé H19 est fortement exprimé durant le développement in utero puis diminue après la 

naissance, sauf dans le muscle squelettique et le cœur12. 
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H19 est connu pour servir de précurseur primaire au micro-ARN miR-675, ajoutant une 

complexité supplémentaire à ses multiples fonctions biologiques8. 

Les études transcriptionnelles ont identifié à plusieurs reprises H19 comme l'un des ARNlnc 

le plus surexprimé dans la défaillance ventriculaire gauche chez l’homme et dans les modèles 

animaux13,14. D’un point de vue mécanisme cellulaire, des études in vitro ont montré que H19 

régule l'hypertrophie des cardiomyocytes (CM) 15, favorise l'apoptose de ceux-ci dans des 

cardiomyopathies et stimule également la prolifération des fibroblastes cardiaques et la 

fibrose17,18; mécanismes impliqués également dans la défaillance cardiaque droite.  

De façon intéressante, comme nous l’avons mentionné en introduction, EZH2 est également 

documenté dans la littérature comme un acteur dans le remodelage cardiaque. En effet, celui-

ci une fois inhibé favorise l’hypertrophie et la fibrose dans le tissu cardiaque. La littérature 

rapporte également H19 comme un régulateur possible d’EZH2. 

 

Compte tenu de ces études, nous émettons l'hypothèse que H19 est impliqué de manière 

critique dans le dysfonctionnement du VD via une régulation d’EZH2 et de ce fait représente 

une cible moléculaire rare au potentiel thérapeutique prometteur.  

 

Méthodes  

Tissus humains 

Les procédures expérimentales utilisant des tissus ou des cellules humaines sont conformes 

aux principes énoncés dans la déclaration d'Helsinki et ont été réalisées avec l'approbation 

de l'Université Laval et de l'IUCPQ Comités de biosécurité et d'éthique (CER # 20773, CER 

# 20735 et CER # 21747). Les tissus ont été obtenus auprès de patients ayant préalablement 

donné leur consentement éclairé écrit. Les échantillons de ventricule droit ont été classés 

comme VD témoin, VD compensé ou VD décompensé sur la base de leur historique et de 

l’index cardiaque (IC). En bref, le VD témoin a été obtenu de patients ayant une fonction 

ventriculaire droite normale qui ont subi une chirurgie de la valve aortique ou une autopsie 

précoce après mort subite pour laquelle les antécédents médicaux et l'autopsie n'ont révélé 

aucune maladie respiratoire. Le VD compensé a été obtenu à partir d'une biopsie cardiaque 

ou d'une autopsie de patients avec hypertrophie du VD et IC préservé (> 2,2 L / min / m2) 
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mesurée par échocardiographie. Le VD décompensé a été obtenu à partir d'une autopsie 

précoce de patients atteints d’HTAP en phase terminale. Les tissus pulmonaires témoins ou 

HTAP ont été obtenus au moment d’une transplantation ou d’une autopsie précoce. Les 

échantillons de ventricule gauche (VG) ont été isolés des patients HTAP et non-HTAP 

(contrôles) au moment de l'autopsie. 

 

Modèles animaux 

Les modèles animaux utilisés pour notre étude sont les modèles MCT et PAB. 

Les expériences de notre étude ont été réalisées selon les lignes directrices du Conseil 

canadien de protection des animaux et approuvées par les comités institutionnels de soins et 

d'utilisation des animaux de l'Université Laval (2014-176 et 2018-015). Pour les études 

animales, seuls les rats mâles ont été inclus car ceux-ci développent une HTAP plus sévère 

lorsqu'ils sont exposés à la monocrotaline.  Des rats mâles Sprague-Dawley (pesant entre 

250-300g) ont été achetés à Charles River. L'HTAP a été induite par une injection de MCT 

sous-cutanée (60 mg / kg; Sigma, St. Louis, USA). Les rats contrôles ont reçu une injection 

de solution saline. Entre les semaines 1 et 5 suivant l'injection de MCT ou à la fin du protocole 

expérimental, les rats ont été anesthésiés avec 2-3% d'isoflurane et ont subi un cathétérisme 

cardiaque droit comme présenté dans la partie méthodologie. Les rats ont été classés en 

ventricule droit compensé précoce ou tardif (VDc) et décompensé précoce ou tardif (VDd) 

en fonction du débit cardiaque (CO), de la RVEDP (right ventricle end diatolic pressure) et 

des signes de défaillance cardiaque (figure 1). La RVEDP étant un très bon indicateur de la 

rigidité ventriculaire, son augmentation est un signe d’hypertrophie importante associée à 

une rigidité élevée. Également, cette classification a été validée avec les paramètres 

histologiques et moléculaires tels que : la résistance pulmonaire totale (TPR), l’indice de 

Fulton, l’expression du peptide natriurétique auriculaire (Nppa) et natriurétique de type B 

peptide (Nppb), la fibrose cardiaque ainsi que la section transversale des myocytes 

cardiaques.  
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Figure 1. Classification du modèle MCT.  

Les rats MCT sont classés en 4 groupes en fonction de leurs paramètres hémodynamiques. En rose : Le groupe 

ventricule droit compensé précoce (early cRV: compensated right ventricle) avec un débit cardiaque préservé. 

En bleu : Le groupe ventricule droit compensé tardif regroupant les rats ayant une diminution du débit cardiaque 

modéré. En orange : Le groupe ventricule droit décompensé précoce (late dRV: decompensated right ventricle) 

présentant une diminution du débit cardiaque associé ou non à une augmentation de la RDVEP. En rouge : Le 

groupe ventricule droit décompensé tardif ou les rats démontrent des signes cliniques de défaillance cardiaque 

droite.  
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Pour le modèle PAB des rats mâles Sprague-Dawley (environ 200 g) ont été randomisés en 

deux groupes: contrôle (Sham) ou PAB. Entre les semaines 3 et 8 suivant la chirurgie, les 

rats ont été euthanasiés lorsqu'ils présentaient des symptômes cliniques de défaillance 

cardiaque droite ou à la fin du protocole expérimental. Les rats ont été classés en ventricule 

droit compensé (VDc) et ventricule droit décompensé (VDd) en fonction des signes cliniques 

de défaillance cardiaque droite. En bref, les rats PAB sans signes cliniques de défaillance 

cardiaque droite ont été classés comme VDc. Les rats PAB démontrant des forts signes de 

défaillance du ventricule droit ont été classés comme VDd. À la suite des mesures 

hémodynamiques, le cœur, les poumons et d'autres organes d’intérêt ont été prélevés. Le VD 

a été disséqué du VG et du septum (S) afin de calculer l'indice de Fulton (rapport pondéral 

RV / (LV + S)). Toutes les mesures et analyses ont été effectuées en aveugle. 

 

Traitement au GapmeR 

Dans le modèle MCT, les rats ont été affecté dans deux groupes de façon aléatoire : 1) MCT 

avec GapmeR H19 (Exiqon) et 2) MCT avec contrôle négatif GapmeR (Exiqon). Le GapmeR 

a été administré par voie intrapéritonéale 2 et 3 semaines après l'injection de MCT. Le 

GapmeR H19 et le contrôle négatif ont été dilués dans une solution isotonique de NaCl à 

0,9% pour obtenir la concentration finale exacte (10 mg / kg) avant l'injection. Cette dose a 

été choisie sur la base d'expériences antérieures. Des rats contrôle ont été injectés avec une 

solution saline. Dans le modèle PAB, les rats ont également été randomisés dans deux 

groupes suivants : 1) PAB avec GapmeR H19 et 2) PAB avec contrôle négatif. Le GapmeR 

(10 mg / kg) a été administré par voie intrapéritonéale une fois par semaine pendant 5 

semaines, 3 semaines après la chirurgie PAB. Le cathétérisme cardiaque droit a été réalisé à 

la fin des protocoles expérimentaux ou le jour où le comité d’éthique a recommandé 

l'euthanasie pour le bien-être de l’animal. La séquence du GapmeR H19 était de 5’-

GAACCACACCATGCTC-3’. La séquence de contrôle GapmeR-négatif était de 5’-

AACACGTCATACGC-3’.  

Culture cellulaire et traitement 

Les cellules de rat H9c2 ont été achetées auprès de l'ATCC (Manassas, USA) et cultivées 

comme recommandé par la compagnie. Les cardiomyocytes néonataux ont été isolés par 
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digestion enzymatique de ventricules droits de rats Sprague Dawley (âgés de 2 à 3 jours). 

Les cellules ont été remises en suspension dans du DMEM supplémenté avec 10% de sérum 

bovin fœtal (FBS, Gibco, Karlsruhe, Allemagne) et ensemencées dans des boites de culture 

en plastique pendant 90 minutes afin d’éliminer les cellules qui ne sont pas des 

cardiomyocytes. Les fibroblastes cardiaques humains ont été prélevés sur les échantillons de 

biopsies du VD obtenus de patients au moment de la chirurgie de remplacement de la valve 

aortique et isolés par une digestion enzymatique (élastase et collagénase).  

Des petits ARN interférents (siARN) spécifiques pour H19, EZH2 et E2F1 ainsi que leurs 

contrôles respectifs ont été achetés auprès de Life Technologies (Waltham, États-Unis). Les 

cellules ont été transfectées de façon transitoire avec le siARN H19 de rat (50 nmol / L ID # 

4390771), siEZH2 (50 nmol / L, ID # 1330001), siE2F1 (50 nmol / L, ID # 173618), le siH19 

humain (50 nmol / L, ID # 272452) ou leurs contrôles correspondants. Toutes les 

transfections ont été effectuées en utilisant un agent de transfection, la lipofectamine 

RNAiMAX (Invitrogen, Waltham, USA) selon le protocole du fabricant. Les cellules ont été 

cultivées dans du DMEM contenant 0,1% de FBS pendant 24 heures suivi d'une transfection. 

Vingt-quatre heures après la transfection, la phényléphrine (PE, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

USA) ou son véhicule (PBS) a été ajouté au milieu (concentration finale de 50 μmol / L) pour 

induire une hypertrophie. Pour étudier les effets d’une surexpression d’H19 ou d’EZH2, les 

cellules ont été cultivées dans une solution à 10% de FBS et ont été infectées avec un 

adénovirus humain H19 ou un adénovirus de rat EZH2 (Applied Biological Materials, 

Richmond, Canada) à une multiplicité d'infection de 100. Quarante-huit heures après 

l'infection, le milieu de culture a été remplacé par du DMEM contenant 0,1% de FBS avec 

ou non de la PE (final concentration de 50 μM). Les cellules ont été récoltées 24 heures après 

le traitement PE pour de l’extraction d’ARN / protéine ou des expériences 

d’immunofluorescence. Pour étudier les effets de miR-675, les cellules ont été infectées avec 

un mimic miR-675-3p (mimic-675, 5 nmol / L) ou contrôle négatif mimic-CTRL (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, États-Unis). Les cellules ont été cultivées dans du DMEM 

contenant 0,1% de FBS pendant 24 heures suivi d'une infection puis ont été récoltées pour 

de l’extraction d’ARN / protéine ou des expériences d’immunofluorescence. Pour étudier les 

effets de l'inhibition pharmacologique d’E2F, des cellules ont été cultivées dans du DMEM 

contenant 0,1% FBS et exposées à HLM006474 (Medchemexpress, Monmouth Junction, 
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USA) avec une concentration finale de 40 μmol / L ou son véhicule (DMSO) pendant 24 

heures. Les résultats d'expériences in vitro ont été obtenus au cours d'au moins 3 expériences 

indépendantes. 

 

Mesure de la surface cellulaire in vitro 

La surface cellulaire a été mesurée à l’aide d’un marque fluorescent de l’actine fibrillaire 

(actine-F). Pour ce marquage, les cardiomyocytes ont été fixés avec du paraformaldéhyde à 

4% dans du PBS pendant 15 minutes. Après un lavage au PBS, les cellules ont été colorées 

avec de la phalloïdine conjuguée à l'isothiocyanate de fluorescéine (FITC) pendant 30 

minutes à température ambiante. Ensuite, un marquage nucléaire au DAPI a été effectué. Les 

cellules ont été observées par microscopie confocale à l'aide d'un microscope Axio Observer 

(Zeiss). Les images ont été acquises en utilisant le système Zen et analysées semi-

quantitativement pour la surface cellulaire avec le logiciel ImageJ. Dans chaque expérience, 

au moins 50 cellules ont été mesurées dans chaque groupe. 

 

RT-qPCR 

Des RT-PCR (reverse transcription‐polymerase chain reaction) quantitatives (qRT-PCR) ont 

été réalisées avec les amorces référencées dans le tableau 1. En bref, l'ARN total des cellules 

/ tissus a été extrait à l'aide de Trizol (Invitrogen) conformément aux instructions du fabricant. 

L'ARN total a été rétro-transcrit en ADNc (ADN complémentaire) à l'aide du kit de synthèse 

d'ADNc qScript Flex (Quanta Bio, Beverly, USA) en utilisant 1 µg d'ARN ou le kit TaqMan 

RNA-to-CT 1-Step (Applied Biosystems). Les microARN ont été rétro-transcrits à l'aide du 

kit de transcription inverse TaqMan MicroRNA (Applied Biosystems, Foster City, USA) 

avec des amorces spécifiques miARN fournies par Thermo Fisher Scientific. La PCR 

quantitative a été réalisée en triplicata avec le système de PCR en temps réel QuantStudio 7 

Flex (Applied Biosystems). Les amorces utilisées sont présentées dans le tableau ci-dessous. 

Le niveau d’expression relatif de chaque cible a été déterminé par la méthode ΔΔCt. L’ARN 

ribosomal 18S et U6 snRNA (U6 RNU6B) ont été utilisés comme gènes de références pour 

les études d'ARNm et de microARN respectivement.  
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Tableau 1. Liste des amorces utilisées en RT-qPCR. 

 

Immunobuvardage (Western blot) 

Les protéines totales ont été extraites du ventricule droit humain et des modèles 

expérimentaux en utilisant un tampon d’extraction contenant 2% de Chaps et un cocktail 

d’inhibiteurs de protéases (Roche, Bâle, Suisse). La concentration de protéine a été 

déterminée en utilisant la méthode colorimétrique de Bradford. Des quantités égales de 

protéines ont été chargées sur des gels d’électrophorèse SDS page et transférées sur des 

membranes de polyfluorure de vinylidène (PVDF) à l'aide d'un système de transfert semi-

liquide (Bio-Rad, Hercules, USA). Les membranes ont ensuite été bloquées avec du lait en 

poudre écrémé à 5% ou 5% de sérum de chèvre dans un tampon TBS-T pendant 1 heure. Puis 
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les membranes ont été incubées pendant une nuit à 4 ° C avec des anticorps primaires (tableau 

2). Les membranes ont par la suite été incubées avec l’anticorps secondaire approprié 

conjugué à la HRP pendant 2 heures. Les anticorps ont été révélés en utilisant un réactif ECL 

(Perkin – Elmer) et utilisant le système d'imagerie Chemidoc MP (Bio-Rad). L’expression 

de protéine a été quantifiée à l'aide du logiciel Image lab (Bio-Rad) et normalisée par rapport 

à l’amidoblack, comme indiqué précédemment.  

 

          

Tableau 2. Liste des anticorps utilisés pour les réactions d'immunobuvardage. 

 

Analyse statistique 

Les valeurs ont été exprimées en moyenne ± ESM. Pour tester si les données collectées 

étaient normalement distribuées, le test de normalité de Shapiro-Wilk a été appliqué. Les 

comparaisons des moyennes entre 2 groupes ont été effectuées en utilisant un test t de Student 



 

158 

non apparié pour des échantillons normalement distribués ou un test U de Mann-Whitney 

pour échantillons non distribués normalement. Les comparaisons des moyennes entre trois 

groupes ou plus étaient effectuées par analyse unidirectionnelle de la variance (ANOVA) 

pour les échantillons normalement distribués suivi par la méthode Tukey DSH (différence 

significative honnête) ou la méthode Dunnett, selon le cas. Des tests de comparaison 

multiples pour les données non distribuées normalement ont été effectués en utilisant le test 

Kruskal-Wallis non paramétrique. 

 

Résultats 

H19 est surexprimé dans le ventricule droit décompensé et corrèle avec la fibrose et 

l’hypertrophie chez les patients HTAP  

Pour explorer le rôle d’H19 dans le remodelage du ventricule droit en HTAP, nous avons 

d'abord mesuré l'expression d’H19 dans le VD contrôle, par rapport au VDc et au VDd (figure 

2.A). L'expression d’H19 était augmentée de façon significative dans le VDc par rapport au 

témoin et un peu plus dans les VDd de patients HTAP. L’expression de miR-675-3p et miR-

675-5p, les produits issus d’H19 ont montré un profil d'expression similaire (figure 2.B-C), 

avec une tendance à augmenter dans le VDc et plus encore dans le VDd. Nous avons ensuite 

quantifié l'expression d’H19 dans le VG et les poumons contrôles et HTAP (figure 2. D-E). 

Cependant, aucune différence significative dans l'expression d’H19 n’a été observée. Pour 

étayer ces résultats, nous avons effectué une hybridation in situ à l'aide d'une sonde dirigée 

contre H19 sur des tissus humains contrôles de ventricules droits, de VDc et de VDd (figure 

2. F). Conformément aux résultats obtenus par qRT-PCR, l'intensité globale du signal d’H19 

est nettement augmentée dans le groupe VDd. Ces analyses ont en outre révélé qu’H19 est 

exprimé dans toutes les cellules cardiaques. Pour établir le rôle physiopathologique d’H19 

dans la défaillance cardiaque droite, la fibrose cardiaque et l'hypertrophie des cardiomyocytes 

ont été mesurées dans nos biopsies de ventricules droits (figure 2. G-K). Les analyses ont 

révélé que l'expression d’H19 est en corrélation positive avec la fibrose et l'hypertrophie.  
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Figure 2. Expression d’H19 dans le ventricule droit HTAP. 

(A) Analyses quantitatives RT-PCR (qRT-PCR) de H19 dans les RV humains à partir de contrôles (CTRL) RV 

compensée (cRV) et RV décompensée (dRV). (B) et (C) analyses qRT-PCR de miR675-5p (B) et miR-675-3p 

(C) dans les RV humains de CTRL, cRV et dRV. (D) qRT-PCR analyses de H19 dans les VG humains de 

patients CTL et HTAP. (E) Analyses qRT-PCR de H19 dans poumons de patients CTL et HTAP. (F) Images 

représentatives de l'hybridation in situ H19 dans RV humains de CTRL, cRV et dRV. Les points bleus 

représentent le signal de la sonde H19. À droite, les images montrent une imagerie à fort grossissement réalisée 

dans la zone délimitée par le carré en pointillé (G) Images représentatives de RV humains colorés au trichrome 
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de Masson ou hématoxyline-éosine. (H) Analyse quantitative de la zone fibrotique dans les RV humains de 

CTRL, cRV et dRV. (I) Analyse quantitative de l'aire transversale des cardiomyocytes dans les RV humains à 

partir de CTRL, cRV et dRV. (J et K) Corrélations entre les niveaux d'expression de H19 et la zone de fibrose 

(Pearson R2 = 0,47, p = 0,0001) ou l’aire transversale des cardiomyocytes (Pearson R2 = 0,55, p <0,0001) dans 

le RV humain. Les données sont présentées sous forme de moyenne ± EMS. n = 7 à 14 patients / groupe. * p 

<0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 et **** p <0,0001.  

 

 

De façon intéressante, nous avons également observé que l’expression d’EZH2 était 

augmentée dans le ventricule droit compensé. Dans le ventricule droit décompensé son 

expression est diminuée, stade durant lequel l’expression d’H19 est augmentée (figure 3).  

 

 

Figure 3. Expression d'EZH2 dans le ventricule droit. 

(A) Expression d’EZH2 (western blot) dans les RV humains à partir de contrôles (CTRL), de RV compensé 

(cRV) et RV décompensé (dRV). (B) et (C) quantification de l’expression d’EZH2. 

 

 

H19 est surexprimé dans le ventricule droit décompensé des modèles expérimentaux 

La classification des rats MCT est supportée par l’altération du débit cardiaque et de la 

RVEDP (figure 4. A-B). Dans ce modèle, H19 et miR-675 se retrouvent significativement et 

spécifiquement surexprimés dans le VD de rats MCT aux stades précoces et tardifs de 

décompensation par rapport aux stades compensés précoces et tardifs (figure 4. C-D). De 

façon similaire á nos résultats chez l'homme, le niveau d'expression d’H19 est négativement 

corrélé au débit cardiaque (figure 4. A) et positivement corrélée avec la fibrose et 

l’hypertrophie des myocytes (figure 4. E).  
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Pour renforcer davantage nos résultats, un deuxième modèle a été utilisé, le modèle PAB. 

Les rats PAB ont été classés en 1) VDc et 2) VDd en fonction des signes cliniques de 

défaillance cardiaque droite (figure 4.F-G).  Par rapport au groupe contrôle, H19 et miR-675 

étaient inchangés dans le VDc mais considérablement augmentés dans le VDd (figure 4. H-

I). En revanche, aucun changement d’expression n’a été observé dans le ventricule gauche. 

De plus, l'expression d’H19 était corrélée positivement à la fibrose, à l’hypertrophie des 

myocytes (figure 4. J), également mesurée avec Nppa et Nppb (données supplémentaires 

présentées en annexe I). Ici aussi, le niveau d'expression d’H19 étaient négativement corrélé 

avec le débit cardiaque. Cela suggère qu’H19 est impliqué dans la transition du VDc au VDd 

dans les modèles animaux mais aussi chez les patients HTAP.  
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Figure 4. H19 est surexprimé dans les modèles expérimentaux.  

(A et B) Mesures du débit cardiaque (CO, A) et de la pression diastolique ventriculaire droite (RVEDP, B) chez 

les rats témoins (CTRL) et MCT avec RV compensé précoce et tardif (cRV), décompensé précoce et tardif 
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(dRV). (C) qRT-PCR de l’expression d’H19 dans les RV de rats CTRL et MCT avec un cRV précoce, tardif 

cRV, dRV précoce et dRV tardif. (D) qRT-PCR de miR-675-3p dans les RV de CTRL et MCT présentant un 

cRV précoce, un cRV tardif, un dRV précoce et un dRV tardif. (E) Gauche, images représentatives de RV 

colorés au trichrome de Masson ou hématoxyline-éosine de rat CTRL ou MCT avec cRV ou dRV. À droite, 

corrélation entre les niveaux d'expression d’H19 et la zone de fibrose RV (Pearson R2 = 0,32, p <0,0001) ou la 

section transversale des cardiomyocytes (Pearson R2 = 0,28, p <0,0001). (F et G) CO (F) et TAPSE (Tricuspid 

annular plane systolic excursion, G) ont été mesurés par échocardiographie chez des rats CTL et PAB présentant 

cRV ou dRV. (H) Analyses par qRT-PCR de l’expression d’H19 dans les RV de rats contrôles et PAB avec 

cRV et rats PAB avec dRV. (I) qRT-PCR de miR-675-3p dans les RV de rats contrôles, PAB avec cRV et dRV. 

(J) Gauche, images représentatives de RV colorés au trichrome de Masson ou hématoxyline-éosine de rats 

contrôles ou PAB avec cRV ou dRV. Droite, corrélation entre les niveaux d'expression d’H19 et la fibrose 

(Pearson R2 = 0,44, p = 0,0003) et la section transversale des cardiomyocytes (Pearson R2 = 0,27, p = 0,011). 

Les données sont présentées sous forme de moyenne ± ESM. n = 7-21 rats / groupe. * p <0,05, ** p <0,01, *** 

p <0,001 et **** p <0,0001. 

 

 

De façon similaire aux résultats obtenus chez l’homme, dans les deux modèles 

expérimentaux, nous avons observé le même profil d’expression d’EZH2, soit une 

diminution de l’expression d’EZH2 dans le VDd, là où H19 est surexprimé, comparativement 

au VDc (figure 5).  
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Figure 5. Expression d'EZH2 dans les ventricules droits des modèles expérimentaux.  

(A et B) Gauche : expression d’EZH2 (western blot) dans les RV de rats MCT (A) et PAB (B) contrôles, cRV 

et dRV. Droite : quantification de l’expression d’EZH2 normalisée à l’amidoblack. 

 

L’inhibition d’H19 protège le cœur droit et en améliore les fonctions  

Pour la suite de notre étude, nous avons décidé de tester le potentiel thérapeutique d’un 

GapmeR H19 dans nos deux modèles expérimentaux (figure 6).  

 

 

Figure 6. Protocole de traitements de rats MCT et PAB au GapmeR H19. 

(A) protocole de traitement des rats MCT. Après induction de la pathologie par l’injection de monocrotaline les 

rats ont subi une injection de GapmeR H19 à raison d’une fois par semaine pendant 2 semaines avant euthanasie 

et mesures hémodynamiques par cathétérisme cardiaque droit. (B) protocole de traitement des rats PAB. Trois 

semaines après la chirurgie : les rats ont subi une injection de GapmeR H19 à raison d’une fois par semaine 

pendant cinq semaines avant l’euthanasie et la mesure des paramètres hémodynamiques.  

 

Dans le modèle MCT, nous avons observé que l’administration du GapmeR H19 induit une 

réduction significative de l'expression d’H19 et miR-675-3p par rapport aux rats traités avec 

un GapmeR témoin (figure 7. A-B). De plus, la courbe de survie démontre un taux de survie 

plus élevé chez les rats ayant reçu le traitement comparativement aux rats témoins (figure 7. 

C).  

Le cathétérisme cardiaque ainsi que des échographies ont démontré des effets bénéfiques sur 

les paramètres hémodynamiques, tels qu’une amélioration du débit cardiaque chez les rats 

ayant reçu le traitement au GapmeR H19 (figure 7. D-F). Nous avons observé des 

améliorations structurelles du ventricule droit notamment au niveau de la dilatation de celui-

ci. Ces améliorations hémodynamiques et structurelles étaient associées à une diminution de 

l’expression des marqueurs de stress cardiaque Nppa, Nppb et du rapport Myh7 / Myh6 

(données présentées en annexe I).  
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Nous avons ensuite évalué le pourcentage de fibrose dans le ventricule droit à l’aide d’une 

coloration au trichrome de Masson et nous avons observé une diminution significative de la 

surface occupée par le tissu fibrotique. Conformément à ce constat, l’expression des 

marqueurs de fibrose Col3α1 et Col1α1 ainsi que la surface des cardiomyocytes ont été 

considérablement réduites chez les rats traités avec le GapmeR H19 (figure 7. G-K).  

Enfin, la densité capillaire au niveau du ventricule droit a été significativement augmentée 

chez les rats ayant reçu le GapmeR H19 (données présentées en annexe I). Collectivement, 

ces données démontrent que l'inhibition d’H19 retarde la progression vers la défaillance 

cardiaque droite dans le modèle MCT. 
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Figure 7. Le modèle MCT traité avec du GapmeR H19. 

(A et B) Analyse quantitative par qRT-PCR d’H19 et miR-675 dans les RV de rats traités avec GapmeR CTRL 

ou GapmeR H19. (C) Courbe de Kaplan-Meier de rats MCT montrant un bénéfice de survie pour les rats traités 

avec le GapmeR H19 par rapport aux rats traités avec le GapmeR CTRL. (D à F) Le débit cardiaque (CO, D), 

la pression systolique (RVSP, E), et la pression dans le RV en fin de diastole (RVEDP, F) ont été mesurés par 

échocardiographie chez des rats traités avec le GapmeR control ou le GapmeR H19. (G) Quantification de la 

fibrose et de la section transversale des cardiomyocytes dans les RV de rats traités avec le GapmeR CTRL ou 

le GapmeR H19. (H et I) Quantification du pourcentage de fibrose (H) et analyse par qRT-PCR du collagène 

de type III α1 (Col3α1, I) dans les RV de rats traités avec le GapmeR CTRL ou le GapmeR H19. (J et K) 

Quantification de la section transversale des cardiomyocytes (J) et analyse par qRT-PCR du peptide 

natriurétique de type B (Nppb, K) dans les RV de rats traités avec le GapmeR CTRL ou le GapmeR H19. Les 
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données sont présentées sous forme de moyenne ± ESM. n = 6 à 14 rats / groupe. * p <0,05, ** p <0,01, *** p 

<0,001 et **** p <0,0001.  

 

 

 

Nous avons également retrouvé des résultats similaires dans le modèle de rats PAB après 

l’administration de GapmeR H19 (figure 8). Notamment une amélioration des paramètres 

hémodynamiques (figure 8. C-E) et structurels (figure 8. F-J) du ventricule droit des rats PAB 

traités avec du GapmeR H19.  

 

 

L’inhibition d’H19 par le GapmeR affecte l’expression d’EZH2 dans le ventricule droit 

(figure 9). En effet, nous avons constaté que le niveau d’expression d’EZH2 est nettement 

augmenté chez les rats traités au GapmeR H19 dans les deux modèles, MCT et PAB (figure 

9. A-B). 
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Figure 8. Le modèle PAB traité avec du GapmeR H19. 

(A et B) Analyse quantitative par qRT-PCR d’H19 et miR-675 dans les RV de rats PAB traités avec GapmeR 

CTRL ou GapmeR H19. (C à E) Le débit cardiaque (CO, C), la pression systolique dans le ventricule droit 

(RVSP, D), et la pression dans le RV en fin de diastole (RVEDP, E) ont été mesurés par échocardiographie 

chez des rats PAB traités avec le GapmeR control ou le GapmeR H19. (F) Quantification de la fibrose et de la 

section transversale des cardiomyocytes dans les RV traités avec le GapmeR CTRL ou le GapmeR H19. (G et 

H) Quantification du pourcentage de fibrose (G) et analyse par qRT-PCR du collagène de type III α1 (Col3α1, 

H) dans les RV de rats CTRL et PAB traités avec le GapmeR CTRL ou le GapmeR H19. (I et J) Quantification 

de la section transversale des cardiomyocytes (I) et analyse par qRT-PCR du peptide natriurétique de type B 

(Nppb, J) dans les RV de rats traités avec le GapmeR CTRL ou le GapmeR H19. Les données sont présentées 

sous forme de moyenne ± ESM. n = 6 à 14 rats / groupe. * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 et **** p <0,0001.  
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Figure 9. L'inhibition d'H19 induit la surexpression d'EZH2 dans les ventricules droits. 

(A et B) Expression d’EZH2 (western blot) dans les ventricules droits de rats MCT (A) et PAB (B) traités avec 

le GapmeR CTRL ou le GapmeR H19. AB : Amidoblack.  

 

In vitro, l’inhibition H19 empêche l’hypertrophie PE dépendante via la surexpression 

d’EZH2 

Pour consolider nos résultats, des cardiomyocytes néonataux isolés de ventricules droits de 

rats nouveau-nés (RV-NRCM) et des cellules cardiaques H9c2 ont d'abord été stimulés avec 

de la phényléphrine (PE, 50 μM pendant 24 heures) avec ou sans ARN interférent contre H19 

(siH19) (figure 10. A-B). L'hypertrophie des cardiomyocytes a été évaluée en mesurant la 

surface cellulaire ainsi que les niveaux d'ARNm de Nppb, un marqueur largement utilisé 

pour démontrer une hypertrophie19. Comme le montre la figure ci-dessous, la PE a augmenté 

la surface cellulaire (figure 10. A et C) et est accompagné d'une élévation concomitante de 

l'expression de Nppa et Nppb ainsi que du ratio Myh7/Myh6 (figure 10. D-E). Cet effet a été 

complètement aboli par l’inhibition d’H19 après traitement avec le siH19. Des résultats 

similaires ont été observé dans les NV-NRCM.  
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En revanche, la surexpression d’H19 à l'aide d'un vecteur adénoviral induit l’hypertrophie, 

évaluée par la surface cellulaire et les mesures de Nppb (figure 10. G).  

Afin de déterminer si ces effets exercés par H19 sont médiés, au moins en partie, par le 

miARN miR-675, les cellules ont été transfectées avec soit miR-675 mimic ou son contrôle 

correspondant (figure 10. H). Comme observé lors de la surexpression d’H19, la 

surexpression de miR-675 induit une hypertrophie cellulaire (figure 10. I-J).  
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Figure 10. Effet de l’inhibition et de la surexpression d’H19 in vitro. 

(A) Marquage de l’actine F à la phalloïdine sur des H9c2 traités avec du siSCRM +/- PE, ainsi qu’avec du siH19 

+ PE. (B) Analyse par qRT-PCR de l’expression d’H19 et miR-675 dans les cellules traitées avec le siSCRM 

et le siH19 +/- PE, (siH19, 50 nmol / L) pendant 24 heures suivie d'une stimulation de PE (50 μmol / L) pendant 

24 heures. (C) Quantification de la surface cellulaire dans les cellules traitées avec le siSCRM et le siH19 +/- 
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PE. (D et E) analyse par qRT-PCR du peptide natriurétique de type B (Nppb) et de type A (Nppa) et du ratio 

Myh7/Myh6 dans les cellules traitées avec le siSCRM et le siH19 +/- PE. (F) Images représentatives et 

quantification de la surface cellulaire après surexpression d’H19. (G) Analyse par qRT-PCR de Nppb dans les 

cellules traitées avec l’adénovirus H19. (H) Analyse par qRT-PCR de l’expression de miR-675 dans les cellules 

traitées avec un mimic control et un mimic miR-675. (I) Images représentatives et quantification de la surface 

cellulaire après surexpression de miR-675. (J) Analyse par qRT-PCR de Nppb dans les cellules traitées avec un 

mimic control et un mimic miR-675. Les données sont présentées sous forme de moyenne ± ESM. n = 3 / 

groupe. * p <0,05, ** p <0,01 et **** p <0,0001. 

 

 

Basé sur nos données humaines et in vivo soutenant EZH2 comme un potentiel effecteur 

négatif en aval d’H19, l'expression d'EZH2 a été mesurée dans les cellules exposées à la PE 

et soumis à une inhibition d’H19 (figure 11. A). Nous avons constaté que l'inhibition d’H19 

favorise la surexpression d’EZH2 dans les RV-NRCM ainsi que les H9c2; tandis qu'une 

surexpression de miR-675 diminue l’expression d’EZH2 (figure 11. B).  

Nous avons ensuite évalué les effets de la surexpression d’EZH2, en utilisant un vecteur 

adénoviral, et nous avons observé que cette surexpression empêche l'hypertrophie induite par 

la PE (figure 11. C-E).  

En revanche, l’inhibition d’EZH2 en utilisant un siRNA, induit hypertrophie des myocytes 

dans des conditions basales. Dans le même sens, nous avons constaté que l’inhibition d’EZH2 

abolit les effets anti-hypertrophiques de l'inhibition d’H19 dans les RV-NRCM et les H9c2 

stimulés par de la PE (Figure supplémentaire 15 en Annexe I).  

 

Puisque EZH2 n'est pas une cible prévue de miR-675, nous avons ensuite étudié comment 

miR-675 peut indirectement réguler EZH2.  
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Figure 11. H19 régule l’expression d’EZH2 dans les cellules en culture.  

(A) Expression d’EZH2 (western blot) dans les cellules traitées avec le siSCRM et le siH19 +/- PE. (B) 

Expression d’EZH2 dans les cellules traitées avec le mimic control et le mimic miR-675. (C) Expression 

d’EZH2 dans les cellules traitées avec un adNull (adénovirus nul) et un adénovirus EZH2 (surexpression 

d’EZH2). (D) Images représentatives de la surface cellulaire des cellules traitées avec un adNull ou un adEZH2 

+/- PE. (E) Quantification de la surface cellulaires des cellules traitées avec l’adNull et l’adEZH2 +/- PE ainsi 

que l 'analyse qRT-PCR de Nppb dans les cellules traitées avec AdNull ou AdEZH2 (100 MOI) pendant 48 

heures suivi d'une stimulation de PE (50 μmol / L) pendant 24 heures. L'expression des protéines a été 

normalisée en AB. Les données sont présentées sous forme de moyenne ± ESM. n = 3 / groupe. * p <0,05, ** 

p <0,01 et **** p <0,0001. 
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H19 via miR675 régule EZH2 par l’intermédiaire d’E2F1 

En fusionnant les données des facteurs de transcription générées par le projet ENCODE 

(Encyclopedia of DNA Elements) et la littérature disponible montrant que E2F1 est une cible 

directe de miR-67520 et un transactivateur clé de EZH221, nous avons émis l'hypothèse que 

la régulation d’E2F1 médiée par H19 / miR-675 module l’expression d’EZH2.  

Pour tester notre hypothèse, nous avons d'abord mesuré l’expression d’E2F1 dans les RV-

NRCM exposés à la PE et traités ou non avec le siH19 (figure 12. A). Comme attendu, E2F1 

est surexprimé après l’inhibition d’H19. De plus, E2F1 et EZH2 ont montré qu'ils 

partageaient le même profil d'expression dans les ventricules droits HTAP (figure 12. B). En 

effet nous retrouvons une surexpression d’E2F1 dans la phase de compensation ventriculaire 

et son expression chute en décompensation. Nous avons également retrouvé une 

surexpression d’E2F1 dans les ventricules droits des modèles MCT et PAB traités par du 

GapmeR H19 (figure 12. C-D).  

Enfin, l’inhibition à la fois moléculaire et pharmacologique d'E2F1 induit une diminution le 

niveau d'expression d'EZH2 dans les myocytes cardiaques (figure 12. E-F).  
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Figure 12. H19 régule l’expression d’EZH2 par l’intermédiaire d’E2F1.  

(A) Expression d’E2F1 dans des cellules traitées avec le siSCRM ou le siH19 (50 nmol / L) pendant 24 heures 

suivi d'une stimulation de PE (50 μmol / L) pendant 24 heures. (B) Expression d’E2F1 dans les ventricules 

droits humains CTL, compensés (cRV) et décompensés (dRV). (C et D) Quantification de l’expression d’E2F1 

dans les ventricules droits des modèles MCT (C) et PAB (D). (E) Quantification de l’expression d’E2F1 et 

EZH2 dans des cellules traitées avec un siSCRM ou un siE2F1. (F) Quantification de l’expression d’EZH2 dans 

des cellules traitées avec un inhibiteur d’E2F1. L'expression des protéines était normalisée à l’AB. Les données 

sont présentées sous forme de moyenne ± ESM. n = 3 / groupe. * p <0,05, ** p <0,01 et *** p <0,001.  
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H19 favorise l’activation des fibroblastes cardiaques  

Avec les cardiomyocytes, les fibroblastes cardiaques (FC) sont reconnus comme des 

protagonistes clés de la défaillance cardiaque droite. Afin d’obtenir une image plus complète 

du rôle d’H19 dans cette défaillance cardiaque droite, des approches de gain et de perte de 

fonction ont été réalisées dans des fibroblastes isolés de patients avec un VD normal (figure 

13. A).  

 

Nous avons constaté que l’inhibition d’H19 empêche la différenciation spontanée des FC en 

myofibroblastes in vitro, comme illustré par l’expression réduite de αSMA, Col1α1 et Col3α1 

(figure 13. B-C) tandis que la surexpression d’H19 ou de miR-675 augmente 

significativement l'expression de ces gènes pro-fibrotiques (figure 13. E-K).  

 

Contrairement à ce qui a été observé dans les cardiomyocytes, ces effets n'étaient pas associés 

à des changements dans l'expression d’E2F1 ou d’EZH2 soulignant une régulation spécifique 

au type cellulaire.  

 

Collectivement, nos données soutiennent les études précédentes montrant que l'inhibition 

d’H19 / miR-675 antagonise la prolifération et l'activation des FC et indiquent que les effets 

cardioprotecteurs de la suppression d’H19 dans nos modèles animaux sont probablement le 

résultat de son action dans plusieurs types cellulaires. 
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Figure 13. L’activation des fibroblastes cardiaque par H19. 

(A) Images d'immunofluorescence représentatives de fibroblastes cardiaques isolés de RV humains marqués 

pour la vimentine, αSMA et FSP1 afin de valider le phénotype fibroblastique. (B-D) Expression d’αSMA par 

western blot (B) ainsi que de collagène de type I α1 (Col1α1, C) par qRT-PCR (C) et de collagène de type III 

α1 (Col3α1, D) dans les fibroblastes traités avec siSCRM ou siH19 (50 nmol / L) pendant 24 heures. (E) 

Expression d’H19 par qRTPCR dans les fibroblastes cardiaques infectés par un adénovirus codant pour H19 

humain (AdH19, 100 MOI) ou un adénovirus de contrôle (AdNull) pendant 48 heures. (F-H) Expression 

d’αSMA (F) ainsi que de Col1α1 (G) et Col3α1 (H) dans les fibroblastes cardiaques traités avec un AdNull ou 

AdH19 (100 MOI) pour 48 heures. (I) Expression de miR-675 par qRT-PCR dans les fibroblastes cardiaques 
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traités avec un mimic contrôle (mimic-CTRL) ou mimic miR-675-3p (mimic-675, 5 nmol / L) pendant 24 

heures. (J-L) Expression d’αSMA, par western blot (J) ainsi que de Col1α1 (K) et Col3α1 (L), par qRT_PCR, 

dans des fibroblastes cardiaques traités avec un mimic-CTRL ou mimic-675 (5 nmol / L) pendant 24 heures. 

L'expression des protéines a été normalisée en AB. Les données sont présentées comme moyenne ± ESM. n = 

3 / groupe, * p <0,05, ** p <0,01 et **** p <0,0001.  

 

Discussion et perspectives 

Bien que l'HTAP soit une pathologie vasculaire pulmonaire avant tout, la survie des patients 

est étroitement liée à la fonction ventriculaire droite22-26. Malgré l'énorme attention accordée 

à la défaillance cardiaque gauche, la défaillance cardiaque droite reste peu étudiée au niveau 

préclinique et clinique et est maintenant considérée comme une priorité de recherche en 

HTAP27. Il est à noter que des différences critiques existent entre le ventricule gauche et le 

droit en termes d'origine embryologique, de métabolisme, de vascularisation et de réponse à 

la surcharge de pression28. Dans l'ensemble, le ventricule droit est moins apte à s’adapter à 

la surcharge de pression, mais a plus de « plasticité » dans sa capacité à adopter et changer 

de phénotype. L'adaptation du VD en HTAP est un processus complexe qui dépend non 

seulement de la gravité de l'HTAP, mais également de l'interaction entre la perfusion 

myocardique et le métabolisme, l'activation neuro-hormonale, la vitesse et le moment 

d'apparition de l'HTAP et, bien que mal définis, des facteurs génétiques et épigénétiques4. 

Ainsi, la défaillance cardiaque droite est vraisemblablement d'origine multifactorielle et les 

mécanismes moléculaires responsables de la transition du VD compensé au VD décompensé 

restent largement inconnus.  

Au cours de la dernière décennie et grâce à la technologie de séquençage de l'ARN, le nombre 

d'ARNlnc liés à l'insuffisance cardiaque a rapidement augmenté 10,11,29-31. Malgré des preuves 

croissantes, les fonctions de la plupart de ces ARNlnc sont encore inconnues en raison, au 

moins en partie, de leur conservation de séquence généralement faible entre les espèces 

limitant l’application des découvertes in vitro à des modèles animaux. En effet, seuls 

quelques ARNlnc, 10,11,29-31 dont H1913-15 ont été expérimentalement validés comme puissants 

régulateurs et cibles thérapeutiques dans l'insuffisance cardiaque, avec un accent presque 

exclusivement sur le remodelage du ventricule gauche; les connaissances acquises ne 

peuvent pas être systématiquement extrapolées à son homologue du côté droit. Dans la 
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présente étude, nous avons constaté que H19 est surexprimé spécifiquement dans le 

ventricule droit des patients HTAP32. Afin de mieux comprendre son rôle dans la progression 

de la défaillance cardiaque droite nous avons d'abord catégorisé pour la première fois la 

fonction ventriculaire droite en fonction des symptômes cliniques et de l'hémodynamique au 

stade terminal (CO et RVEDP) dans deux modèles de rats couramment utilisés pour imiter 

l’insuffisance cardiaque droite (PAB et MCT). Cette catégorisation reproduisait l'évolution 

clinique des patients atteints d'HTAP, car la réduction du CO et l'élévation de la RVEDP sont 

associées à une aggravation des symptômes cliniques et à une altération de la qualité de vie 

en plus du pronostic chez les patients HTAP. Le CO et la RVEDP sont régulés par une 

interaction complexe de la contractilité, de la précharge et de la postcharge. Cette 

catégorisation était en outre étayée par des paramètres indirects et non invasifs de la fonction 

ventriculaire droite mesurés par échocardiographie. Par conséquent, notre catégorisation 

pourrait décrire les voies pathologiques du VD décompensé dans des modèles animaux qui 

se comportent de façon similaire au VD des patients HTAP. En utilisant cette catégorisation, 

nous avons démontré que la surexpression d’H19 est observée spécifiquement dans le 

ventricule droit des patients ainsi que dans nos deux modèles animaux. Plus important encore, 

nous avons fourni des preuves que la suppression d’H19 in vivo améliore les caractéristiques 

du remodelage cardiaque (hypertrophie, fibrose et raréfaction capillaire), améliorant ainsi la 

fonction ventriculaire droite et la survie indépendamment de l'hémodynamique pulmonaire. 

Parmi les facteurs dont l'expression a changé après l’inhibition d’H19, l'histone 

méthyltransférase EZH2 s’est retrouvé surexprimée dans les deux modèles expérimentaux.  

À l'appui, l'inactivation ciblée d'EZH2 dans les myocytes cardiaques a été associée au 

développement de l'hypertrophie cardiaque et de la fibrose823. Nos données démontrent que 

l’inhibition d’H19 dans les NRCM et les H9C2 exposés à la PE empêche l'hypertrophie et 

entraîne une surexpression d'EZH2 médiée par E2F1. Le fait qu’EZH2 soit nettement 

diminué dans les VDd des modèles humains et animaux soutient l’hypothèse qu’H19 régule 

l’expression de celui-ci de façon négative. 

De plus, nos résultats in vitro montrant que la surexpression d’EZH2 empêche l’hypertrophie 

induite par la PE suggère que cette surexpression dans les modèles traités avec le GapmeR 

H19 serait favorable à l’amélioration de l’hypertrophie observée dans nos coupes 

transversales.   
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La capacité d'adaptation du ventricule droit dépend probablement de l'interaction complexe 

entre l'hypertrophie, la contractilité des cardiomyocytes, la fibrose, la densité capillaire et 

l'apport en nutriments, le métabolisme et la réponse appropriée du réseau extracellulaire; 

cette capacité ne peut être pleinement expliquée par un seul type de réponse cellulaire. En ce 

sens, nous avons également démontré que l'effet thérapeutique de la suppression d’H19 dans 

des modèles animaux n'est probablement pas limité à son impact sur les CM, car son 

inhibition in vitro dans les FC isolés de VD humains empêche leur activation tandis que sa 

surexpression induit des effets opposés.  

Ces résultats sont cohérents avec les données montrant que 1) H19 stimule la prolifération et 

la différenciation des CF en myofibroblastes des cellules in vitro et 2) l'expression d’H19 

exacerbe la dilatation cardiaque et la fibrose dans les cœurs de souris après un infarctus du 

myocarde. En plus de réguler négativement l'expression d’E2F1 et EZH2 dans les 

cardiomyocytes, il est probable qu’H19 impacte l'expression de multiples gènes associés à la 

défaillance cardiaque droite, ce qui pourrait ainsi expliquer les effets indépendants d'E2F1 / 

EZH2 sur la fibrose observée dans les fibroblastes cardiaques. Par exemple, il a également 

été rapporté que l'axe H19 / miR-675 favorisait l'apoptose des cardiomyocytes dans la 

cardiomyopathie dilatée en ciblant VDAC132. En outre, H19 peut inhiber la liaison de la 

protéine à YB1 entraînant une dérépression de Col1α1 tout comme de multiples micro-

ARNs, tels que miR-29b4633 et miR-4554734 connus pour exercer des effets pro-survie et 

anti-fibrotiques dans le cœur et sont tous deux décrits en HTAP.  Le mécanisme par lequel 

H19 régule la fibrose cardiaque dans les ventricules droits humains reste à établir et fera 

l'objet d'études futures.  

Enfin, dans notre étude, nous avons démontré également qu’il est possible de mesurer le 

niveau d’expression d’H19 dans le plasma de patients (article complet en annexe I).  
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Conclusion 

Compréhension de la physiopathologie 

L’hypertension artérielle pulmonaire est une pathologie progressive affectant les artères 

pulmonaires des patients et se répercutant sur la fonction cardiaque droite menant ultimement 

au décès prématuré des patients. Malgré les traitements actuellement utilisés ciblant le tissu 

pulmonaire, les patients continuent de mourir des suites d’une défaillance cardiaque48.  

 

Au niveau pulmonaire, notre étude sur l’implication du facteur épigénétique EZH2 dans 

l’hypertension artérielle pulmonaire nous permet de démontrer que celui-ci favorise la 

prolifération et la survie des cellules musculaires lisses des artères pulmonaires. Notre 

approche à la fois transcriptomique et protéomique nous a permis de mettre en lumière 

plusieurs cibles potentielles d’EZH2 dans l’hypertension artérielle pulmonaire. En effet, 

comme nous l’avons présenté, nombreuses sont celles impliquées dans le contrôle du cycle 

cellulaire expliquant par la même les effets d’EZH2 sur la prolifération cellulaire au niveau 

des artères pulmonaires.  

De plus, rappelons que les cellules musculaires lisses des artères pulmonaires HTAP 

présentent une modification de leur bioénergétique en faveur de la voie glycolytique, l’effet 

Warburg, afin de maintenir un niveau énergétique nécessaire à leur croissance707. Nos 

résultats nous ont permis de démontrer qu’une inhibition d’EZH2 affecte l’expression de 

protéines mitochondriales et altère la production énergétique au sein de la mitochondrie ce 

qui pourrait expliquer les effets antiprolifératif et pro-apoptotique observés.   

 

Nous avons également observé qu’une inhibition de son activité enzymatique par les 

inhibiteurs pharmacologiques diminuait drastiquement la prolifération et la résistance à 

l’apoptose des CMLAPs-HTAP. 

Comme nous l’avons mentionné en introduction, EZH2 peut agir sur l’expression de 

protéines de plusieurs façons, comme par la méthylation directe de certaines cibles. Comme 

nous l’avons mentionné, celui-ci peut méthyler des facteurs de transcription et inhiber leur 

fonction, comme pour le facteur GATA4 ou bien l’activer comme c’est le cas du facteur 

STAT3.  



 

185 

STAT3 étant un puissant régulateur impliqué dans l’hypertension artérielle pulmonaire ainsi 

que GATA4 dans le remodelage cardiaque, en nous basant sur la littérature, nous pouvons 

imaginer qu’EZH2 pourrait également affecter leur fonction en les méthylant. Une étude des 

cibles méthylées par EZH2 dans les cellules musculaires lisses des artères pulmonaires de 

patients HTAP permettrait de comprendre toutes les facettes de sa fonction.  

Ultimement, des études in vivo permettraient d’évaluer avec plus de précision la fonction 

d’EZH2 au niveau pulmonaire par l’administration d’inhibiteurs par nébulisation afin de 

cibler préférentiellement le tissu pulmonaire.  

 

Lorsque l’on s’attarde sur la fonction d’EZH2 dans le ventricule droit en HTAP, nous avons 

pu mettre en évidence un rôle protecteur de celui-ci face à l’hypertrophie pathologique. Cela 

fait écho aux résultats précédemment publiés démontrant un rôle anti-hypertrophique 

d’EZH2 dans le tissu cardiaque817. Nous avons mis en évidence la régulation d’EZH2 par 

l’ARN long non codant H19, qui en phase de décompensation voit sa concentration 

augmentée expliquant la régulation négative de l’expression d’EZH2 en aval. La diminution 

de l’expression d’EZH2 durant la phase de décompensation favoriserait l’hypertrophie 

pathologie qui précipiterait la défaillance cardiaque droite. En ce sens, maintenir le niveau 

d’expression d’EZH2 durant la progression de la pathologie serait bénéfique pour la survie 

des patients HTAP présentant un remodelage ventriculaire. Nous avons démontré dans deux 

modèles expérimentaux que l’inhibition d’H19 et de ce fait, l’augmentation d’EZH2 améliore 

le pronostic vital. En effet, les rats traités avec le GapmeR H19 démontrent un taux de survie 

plus élevé que ceux ayant reçu un GapmeR contrôle. Également, nous avons démontré une 

amélioration des paramètres hémodynamiques ainsi qu’histologiques démontrant un effet 

très bénéfique à l’inhibition d’H19 et donc la surexpression d’EZH2 dans le ventricule droit 

en HTAP.    

 

De plus, de façon importante, nous avons pu démontrer que l’expression de cet ARNlnc 

pouvait être corrélée à l’avancement du remodelage cardiaque chez les patients HTAP. Cette 

donnée permettrait de mieux anticiper la défaillance ventriculaire et le décès des patients. La 

mesure plasmatique du niveau d’H19 pourrait être réalisée par une analyse non invasive chez 

les patients ce qui pourrait contribuer à anticiper la prise en charge de ces patients. Nos 
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données mettent en évidence qu’H19 peut être utilisé en tant que biomarqueur facilement 

mesurable afin de juger de la sévérité du remodelage ventriculaire des patients et ainsi 

éclairer le pronostic.  

 

Nos deux volets d’étude ont démontré une certaine dualité dans la fonction d’EZH2, celui-ci 

semble être délétère pour le tissu pulmonaire et notamment au niveau CMLAPs. Une 

inhibition de celui-ci dans les CMLAPs diminue drastiquement la prolifération et la survie 

de ces cellules et semble donc bénéfique.  

En revanche, au niveau du ventricule droit, celui-ci est surexprimé et semble protéger le tissu 

d’une hypertrophie pathologique et est également associé à une meilleure survie des modèles 

animaux. Nous avons également démontré que son inhibition favorise l’hypertrophie 

cellulaire in vitro.  

 

Cette dualité est importante à prendre en compte lors que l’on souhaite élaborer une stratégie 

thérapeutique afin de ne pas cibler EZH2 dans le tissu cardiaque. 

 

Avenue thérapeutique potentielle  

L’hypertension artérielle pulmonaire étant une pathologie qui affecte le tissu pulmonaire en 

premier lieu, une stratégie thérapeutique visant à diminuer le remodelage vasculaire serait à 

privilégier. Lorsque l’on s’attarde sur le potentiel thérapeutique d’une inhibition d’EZH2, il 

faut prendre en compte la dualité observée dans les CMLAPs-HTAP et dans le ventricule 

droit. En effet, une inhibition d’EZH2 par voie systémique serait délétère sur la fonction 

cardiaque droite puisque celle-ci favoriserait l’apparition d’une hypertrophie pathologique 

pouvant mener au décès du patient.  

C’est la raison pour laquelle il faudrait cibler de façon spécifique le tissu pulmonaire par une 

administration par inhalation. En effet, les résultats obtenus in vitro semblent être très 

prometteurs néanmoins nos outils ne nous ont pas permis de tester notre hypothèse sur un 

modèle expérimental. Cependant, l’administration par nébulisation d’un siRNA spécifique 

d’EZH2 pourrait permettre de cibler le tissu pulmonaire préférentiellement.  
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Ces dernières années de nombreuses études s’intéressent à l’administration sécuritaire de 

petits ARNs interférents (siRNA) afin de cibler préférentiellement le tissu pulmonaire824–828. 

Il serait possible de formuler des traitements ciblant spécifiquement l’expression d’EZH2 

dans le tissu pulmonaire avec un siEZH2 administré par inhalation. Cependant, des études 

complémentaires restent nécessaire afin de pouvoir déterminer avec exactitude les effets 

d’une inhibition d’EZH2 dans le tissu pulmonaire in vivo.  

L’exploration de possibles régulateurs d’EZH2 dans les CMLAPs HTAP pourrait permettre 

de contourner la dualité fonctionnelle de celui-ci. En effet, cibler le régulateur d’EZH2 dans 

les cellules musculaires lisses des artères pulmonaires malades permettrait de diminuer 

l’expression de celui-ci sans risquer d’affecter son expression dans le ventricule et ce fait 

rendre la thérapie plus facile.  

 

Bien que le tissu pulmonaire soit le siège initial de la pathologie, les patients décèdent d’une 

défaillance cardiaque droite. Notre étude a démontré qu’une inhibition d’H19 semble 

prometteuse à la vue des résultats obtenus dans nos modèles expérimentaux. En effet, 

l’administration d’un GapmeR H19 a permis d’améliorer la survie des rats ainsi que leur 

paramètres hémodynamiques et histologiques via une surexpression d’EZH2.  

 

La concordance entre les données obtenues chez les patients et également dans les modèles 

expérimentaux nous ont permis de démontrer un effet bénéfique de l’inhibition d’H19 et cela 

sans affecter les artères pulmonaires. De plus, la mesure plasmatique de l’expression d’H19 

permettrait de cibler les patients pour lesquels l’administration d’un siRNA serait bénéfique. 

Il est à noter qu’à l’heure actuelle, les thérapies permettent uniquement de soulager les 

symptômes mais ne freinent pas la progression de la pathologie, ni ne préviennent la 

défaillance cardiaque. Les résultats obtenus permettent d’ouvrir une opportunité de 

développer des thérapies pouvant prévenir la défaillance cardiaque, et en ce sens le décès des 

patients.  

 

Finalement, les travaux réalisés au cours de mon doctorat nous ont permis de mettre en 

évidence deux nouveaux acteurs importants dans la physiopathologie de l’hypertension 

artérielle pulmonaire : le facteur épigénétique EZH2 ainsi que l’ARN long non codant H19. 
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Les données obtenues améliorent la compréhension des mécanismes responsables de la 

défaillance cardiaque droite. 
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