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RESUME

L’hypertension pulmonaire post-embolique (HTPPE) est une maladie rare liée a la persistance et a
I'organisation fibreuse de caillots au sein du lit vasculaire pulmonaire apres une ou plusieurs embolies
pulmonaires aigués. Il en résulte une augmentation des résistances pulmonaires totales (RPT) aboutissant
a une insuffisance cardiaque droite. Le traitement curatif de cette maladie, la thrombo-endarteriectomie
pulmonaire, présente une mortalité post-opératoire d’environ 5%. Cette mortalité est directement liée a
deux complications : 'cedéme pulmonaire de reperfusion et la persistance de RPT élevées. Si'cedeme est
prévisible en cas d’obstruction majeure et proximale, c’est la discordance entre des pressions
anormalement élevées et I'importance de 'obstruction qui est prédictive de la persistance de RPT élevées.
Cette inadéquation témoigne d'un remodelage vasculaire pulmonaire dans les territoires non obstrués
identique a celui rencontré dans I'hypertension pulmonaire idiopathique. Cette hypothése du double

compartiment vasculaire n’a jamais été prouvée, mais semble étre la clé physiopathologique de la maladie.

Nous avons débuté par I’étude de la physiopathologie de I'cedéme pulmonaire de reperfusion en utilisant
un modele porcin d’ischémie chronique/reperfusion pulmonaire. Nous avons ainsi démontré que
I'ischémie chronique augmente I'expression de certains génes pro-apoptotiques (Thombospondin-1 et
PAI-1), provoquant au moment de la reperfusion une augmentation de I'apoptose des cellules
endothéliales pulmonaires. Nous avons montré que I'apoptose des cellules endothéliales était corrélée a
la dysfonction endothéliale. Nous avons de plus montré que I'adjonction d’'une molécule anti-apoptotique
(Pentoxifylline) diminuait le taux de cellules endothéliales apoptotiques et dans le méme temps corrigeait
partiellement la dysfonction endothéliale. Nous avons ensuite développé un modele d’hyperdébit
pulmonaire chez le cochon afin de modéliser le compartiment vasculaire pulmonaire non obstrué soumis
a une redistribution du débit cardiaque. Nous avons démontré que I'hyperdébit pulmonaire provoquait
des lésions microvasculaires pulmonaires a type d’épaississement de la média du méme type que celles
observées dans I’hypertension artérielle pulmonaire idiopathique. Nous avons montré le role clef de
I'Endothéline-1 (ET-1) et de I’Angiopoiétine-1 dans la formation de ces lésions. Ces mémes lésions
microvasculaires régressaient progressivement aprés I'arrét de I'hyperdébit pulmonaire pouvant
expliquer la poursuite de I'amélioration des données hémodynamiques des patients opérés a distance de
I'intervention. L’inhibition de ET-1 a permis d’accélérer la régression de la vasculopathie par hyperdébit
soulignant I'intérét de ET-1 comme cible thérapeutique chez les patients ayant une vasculopathie
pulmonaire distale prédominante. Et enfin nous avons démontré pour la premiére fois le role direct de
I'ischémie chronique dans le développement des lésions de remodelage vasculaire des territoires non

obstrués.

Au méme titre que 'on ne peut pas résumer la maladie a une simple obstruction vasculaire, le remodelage
vasculaire pulmonaire ne peut expliquer a lui seul la physiopathologie de la maladie. Il est maintenant
claire que I'ischémie chronique induite par I'obstruction vasculaire induit au moins une partie des lésions
de remodelage dans les territoires libres. Il reste maintenant a identifier les signaux ischémiques afin

d’envisager des traitements ciblés.
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INTRODUCTION

L’hypertension pulmonaire post-embolique (HTPPE) est une pathologie rare et mortelle
du fait d’'une aggravation inéluctable de la symptomatologie. Cette pathologie est liée a la
persistance et a I'organisation fibreuse de caillots au sein du lit vasculaire pulmonaire

apres une ou plusieurs embolies pulmonaires aigués.

La conséquence de I'obstruction artérielle pulmonaire est une augmentation des

résistances vasculaires pulmonaires aboutissant a une insuffisance cardiaque droite.

La durée moyenne de survie est directement corrélée a la sévérité de I’hypertension
pulmonaire (HTP) au moment du diagnostic initial (10% de survie a 5 ans si la pression

artérielle pulmonaire (PAp) moyenne > 50 mmHg (1, 2)

L’incidence et la prévalence de cette maladie sont inconnues. Les données issues de
cohortes historiques retrouvent un risque d’évolution vers 'HTPPE de 0,1 a 5,1% apres
une embolie pulmonaire aigué (EP) (3-5). Ce risque élevé d’"HTPPE apres EP est sans
doute encore sous-estimé puisque les auteurs ne prenaient en compte que les EP
symptomatiques prises en charge en milieu médical. Or des séries autopsiques ont
rapporté que le diagnostic d’embolie pulmonaire aigué n’était suspecté que dans 70 a

80% des patients décédés d’EP (6, 7).

Aussi, la controverse persiste quant au seul role thrombo-embolique dans la genese de
I'HTPPE. En effet la non corrélation entre 'HTPPE et une anamnese d’embolie
pulmonaire (8), 'absence de facteur de risque thrombo-embolique (9) et la dissociation
entre la gravité hémodynamique et le degré d’obstruction vasculaire (10) laissent

imaginer une physiopathologie plus complexe qu'une simple obstruction mécanique.

Il est actuellement établi que I'obstruction artérielle pulmonaire par du matériel fibreux
n’est pas le seul mécanisme impliqué dans la genese de 'HTPPE. En effet, 'obstruction
chronique et irréversible du lit artériel pulmonaire entraine une élévation des pressions
pulmonaires qui s’accompagne d’'un remodelage vasculaire. Ces phénomenes peuvent
étre a I'origine d'une véritable artériopathie secondaire des petits vaisseaux

pulmonaires. Ainsi, 'obstruction artérielle proximale serait I'événement initial mais



I'aggravation de I'HTP résulterait du développement progressif d'un remodelage
vasculaire dans les territoires non occlus (11). Cette hypothese avait été émise pour la
premiere fois par Moser et Braunwald en 1973 (12) qui avaient constaté que les arteres
pulmonaires de petit calibre situées dans les territoires non obstrués étaient le siege de
lésions de remodelage similaires a celles rencontrées dans ’'HTP idiopathique associant
des lésions plexiformes et un remaniement hypertrophique de la paroi des artérioles

pulmonaires (13, 14).

L’HTPPE aboutit donc a I'insuffisance cardiaque droite par augmentation des résistances
pulmonaires totales (RPT) due a 'obstruction vasculaire proximale par du thrombus
organisé et au remodelage vasculaire pulmonaire distal dans les zones non obstruées.
Cette hypothese du « double compartiment vasculaire pulmonaire » semble étre la cléf

de la compréhension de la maladie.

Pour tenter d’élucider les mécanismes pathogéniques conduisant au développement
d’'une HTPPE, il est important de distinguer les facteurs susceptibles d’empécher la
reperméabilisation complete des arteres pulmonaires de ceux qui sont impliqués dans le
remodelage vasculaire. Les raisons pour lesquelles la résorption complete des caillots ne
se produit pas chez certains patients, ne sont pas connues. Le lit artériel pulmonaire
normal possede, en effet, un haut potentiel de fibrinolyse. Dans 'HTPPE, des altérations
du systéme fibrinolytique pourraient exister mais elles n’ont cependant encore jamais
été identifiées. De la méme fagon, les roles des déficits en anticoagulants (déficits en
antithrombine, protéine C, protéine S) et des mutations du facteur Il et du facteur V dans
la genese de 'HTPPE, n’ont jamais été démontrés (9, 15). Seules deux thrombophilies
ont démontré leur facteur favorisant dans I'évolution vers I'HTPPE : la présence
d’anticorps anti-cardiolipine, observée chez 10 a 20% des malades (9) et 'augmentation
du facteur VIII (16). La modification du fibrinogéne semble aussi étre une cause de

résistance a la fibrinolyse du caillot (17).

Plusieurs autres facteurs de risque ont également été identifiés. Ils comprennent les
pathologies inflammatoires chroniques, les syndromes myéloprolifératifs, la présence
d’une dérivation ventriculo-atriale et la splénectomie (18). L’association entre ces
différentes conditions et 'HTPPE suggerent que des processus inflammatoires
chroniques pourraient étre impliqués dans la physiopathologie de 'HTPPE. Plusieurs

études expérimentales confirment cette hypothese et montrent que I'inflammation



pourrait causer un état pro-thrombotique et diminuer la résorption des thrombi (19,
20). Ainsi, des taux élevés de cytokines pro-inflammatoires comme MCP-1 (Macrophage
Chemoattractant Protein-1) ont été retrouvés dans 'HTPPE et apparaissent corrélés a la

sévérité de 'HTP (21).

Enfin, certains des mécanismes impliqués dans le remodelage vasculaire ont maintenant
été identifiés. Il est actuellement admis, comme pour d’autres formes d’"HTP, il pourrait
exister une susceptibilité génétique favorisant le développement d’'une HTPPE. Des
mutations du gene BMPR-2 codant le récepteur du facteur morphogéne de I'os de type 11
(BMPR-II) ont été décrites dans I'HTAP familiale et idiopathique (22-24). On sait
maintenant que ces mutations BMPR-2 participent au remodelage vasculaire en
favorisant la prolifération des cellules musculaires lisses. Des mutations de ce type n’ont,
toutefois, jamais été décrites dans L’'HTPPE. Par contre, 'angiopoiétine-1 (Ang-1),
molécule impliquée dans I'angiogenese et la prolifération des cellules musculaires lisses,
est surexprimée dans les poumons de patients porteurs d'une HTPPE (25).
L’angiopoiétine-1 bloque la transduction du signal par BMPR-2, méme en I'absence de
mutation germinale de BMPR-2 et pourrait ainsi entrainer une prolifération des cellules
musculaires lisses. Cette altération d’'une voie de signalisation semble jouer un réle dans
différentes formes d’HTAP incluant 'HTPPE (26). Enfin, tout comme dans d’autres
formes d’'HTAP, I'’endothéline-1 (ET-1) contribue tres probablement au remodelage
vasculaire présent dans I'HTPPE (21, 26). En effet, il a été montré qu'il existe une

élévation de 'ET-1 plasmatique chez les sujets atteints d’'HTPPE (27, 28).

Les différents mécanismes moléculaires impliqués dans le remodelage vasculaire de
I'HTPPE semblent étre identiques, pour certains, a ceux observés dans 'HTP
idiopathique. Cependant les remodelages vasculaires engendrés dans les territoires
libres sont trés difficilement prévisibles du fait d'une variation individuelle forte (29).
Pourtant c’est 'association de cette vasculopathie a I'obstruction mécanique qui est
responsable de la persistance de pressions pulmonaires élevées apres thrombo-
endartériectomie pulmonaire (TEP) (10, 30, 31). Les améliorations de la technique
chirurgicale ainsi que les progrés de la réanimation post-opératoire ont permis de
diminuer la mortalité péri-opératoire de 10% a moins de 5% en 15 ans au Centre

Chirurgical Marie Lannelongue (32). Ainsi c’est la confrontation a I'échec thérapeutique
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chez certains patients, malgré un geste chirurgical anatomiquement satisfaisant, qui a

motivé I'ensemble de ce travail de recherche.

Notre démarche scientifique a été initialement d’essayer de comprendre la
physiopathologie post-opératoire de la TEP sur un modele porcin. Ce modele mis au
point précédemment nous a permis d’étudier la cellule endothéliale des arteres

pulmonaires en réponse a I'ischémie chronique et a la reperfusion.

Nous avons ensuite tenté de reproduire la vasculopathie pulmonaire distale
d’hyperdébit des territoires non obstrués et d’en étudier les caractéristiques
morphométriques, physiologiques et moléculaires. Nous avons exploré les mécanismes
de sa régression a I'arrét de ’hyperdébit afin de définir des cibles thérapeutiques
potentielles pour le traitement spécifique de cette vasculopathie. Dans la suite de
I'exploration des mécanismes d’hyperdébit, nous avons testé I'effet d'un antagoniste de

I'endothéline-1 sur cette vasculopathie pulmonaire distale d’hyperdébit.

Et enfin nous avons essayé de comprendre les mécanismes physiopathologiques
d’interaction angiogénique entre un territoire obstrué (en ischémie chronique) et un
territoire libre afin de rechercher et comprendre le role que peut avoir le territoire
pulmonaire ischémique (en aval de I'obstruction artérielle pulmonaire) sur le territoire
pulmonaire non obstrué pour permettre de définir des cibles thérapeutiques

potentielles pour la prise en charge spécifique de la vasculopathie.
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DEFINITION

L’HTPPE est définie comme une hypertension précapillaire avec des défects vasculaires
occlusifs dans les territoires des artéres pulmonaires élastiques (lobaire, segmentaire et

sous-segmentaire) (33). Elle doit répondre aux critéres hémodynamiques suivant :

-Pression artérielle pulmonaire moyenne (PAPm) = 25mmHg au repos.

-Pression capillaire pulmonaire (PCP) = 15 mmHG.

-Résistance pulmonaire > 2 unités Wood.

L’HTPPE correspond au groupe 4 des étiologies d’hypertension pulmonaire dans la
nouvelle classification de « Dana Point » datant de 2008 (34). Elle est ainsi reconnue
comme une entité nosologique propre avec une physiopathologie, un diagnostic et un

traitement particuliers.
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1. Hypertension artérielle pulmonaire (HTP)
1.1. Idiopathique
1.2. Familiale
1.2.1. Mutations BMPR?2
1.2.2. Mutations ALK, endogline (avec ou sans maladie de Rendu-Osler)
1.2.3. Mutations inconnues
1.3. Induites par médicaments ou toxiques
1.4. Associée a :
1.4.1. Connectivites
1.4.2. Infection par le VIH
1.4.3. Hypertension portale
1.4.4. Cardiopathies congénitales avec shunt
1.4.5. Bilharziose
1.4.6. Anémie hémolytique chronique
1.5. HTAP persistante des nouveaux-nés

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

2. Hypertension pulmonaire associée a une cardiopathie gauche
2.1. Dysfonction systolique
2.2. Dysfonction diastolique
2.3. Valvulopathies

3. Hypertension pulmonaire des maladies respiratoires et/ou hypoxémiques chroniques
3.1. Bronchopathie chronique obstructive
3.2. Maladies interstitielles chroniques
3.3. Autres maladies respiratoires restrictives et/ou obstructives
3.4. Pathologies du sommeil
3.5. Hypoventilation alvéolaire
3.6. Exposition chronique a 1’altitude
3.7. Anomalies du développement

4. Hypertension pulmonaire post-embolique chronique

5. HTP de mécanisme multifactoriel ou incertain

5.1. Maladies hématologiques : syndromes myéloprolifératifs, splénectomie.

5.2. Maladies systémiques : sarcoidose, histiocytose, lymphangioleiomyomatose,
neurofibromatose, vascularites.

5.3. Maladies métaboliques : glycogénoses, maladie de Gaucher, dysthyroidies.

5.4. Autres : obstructions vasc. pulm. tumorales, médiastinites fibreuses, insuffisance
rénale chronique en dialyse.

Tableau 1: Classification de I'hypertension pulmonaire (Dana Point 2008) (34).
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EPIDEMIOLOGIE

L’incidence et la prévalence exactes de cette maladie sont inconnues. Depuis quelques
années un certains nombres de facteurs de risque propre a L'HTPPE ont été découverts.

Ainsi les populations a risque de HTPPE sont :
- les patients splénectomisés (35-37),

- les patients porteurs d’'un shunt Ventriculo-auriculaire pour le traitement d'une

hydrocéphalie ou porteurs d'un pacemaker avec une anamnese d’infection (36, 38),
- les patients atteints d’'une maladie inflammatoire du tube digestif (18),
- les patients substitués en hormones thyroidiennes (36),
- les patients en présence d’anticorps antiphospholipides circulants (9, 36),
- les patients atteints ou en rémission d’un cancer (36),
- les patients au groupe sanguin « non-0 » (16),
- les patients présentant un taux élevé de facteur VIII (16)

- et enfin les patients porteurs du polymorphisme FGA Thr312Ala du fibrinogéne
(39).

L’ensemble de ces facteurs de risque sont issus d’analyses cas-témoin de patients
présentant de 'HTPPE, aucune analyse prospective des populations a risque n’est

disponible a ce jour.
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ETIOLOGIE

L’HTPPE est la résultante d’'une ou plusieurs embolies pulmonaires aigués. L’origine
précise de cette maladie est mal définie, mais ’hypothése la plus couramment admise
est une fibrinolyse incomplete du caillot, responsable d'une organisation fibreuse
chronique de la lumiere vasculaire des arteres pulmonaires. Cette organisation fibreuse
aboutit a une obstruction vasculaire suffisante pour provoquer une élévation de la
PAPm associée a un remodelage vasculaire pulmonaire. Il en résulte une augmentation

des résistances pulmonaires aboutissant a une insuffisance cardiaque droite et a la mort.

Il existe donc probablement deux mécanismes pathogéniques distincts responsables de

’évolution vers I'hypertension pulmonaire aprés une embolie pulmonaire aigué :
-la fibrinolyse incompleéte du caillot.

-le remodelage vasculaire.
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PHYSIOPATHOLOGIE

Les premiers cas rapportés de chirurgie de ce que I'on appelait a I'époque I'embolie
pulmonaire chronique datent de 1965 (40). A cette époque 'HTPPE était un mystere et
sa physiopathologie totalement inconnue. Moser décrit I'intervention comme une
embolectomie mais note déja une différence par rapport au traitement chirurgical des
embolies pulmonaires aigués. En effet, il remarque que l'intervention est un succes
quand il arrive a retirer un embole fibreux, blanchatre, moulant les branches artérielles
pulmonaires laissant place a un reflux de sang rouge. Malgré les bonnes conclusions de
cette publication, le traitement chirurgical de 'HTPPE a eu de mauvais résultats jusqu’a
la fin des années 70 (41). En effet, ce n’est qu’a partir du début des années 80 que I'on a
compris qu'il s’agissait d’'une organisation fibreuse du caillot s’intégrant dans la paroi
artérielle pulmonaire. Le terme de thrombo-endartériectomie pulmonaire a supplanté
celui d’embolectomie. Entre 1980 et 1990, I'équipe de San Diego a réalisé plus de 100
endartériectomies pulmonaires sous circulation extracorporelle avec arrét circulatoire
avec une mortalité postopératoire de 13% (42) due majoritairement soit a un cedéme
pulmonaire soit a une hypertension pulmonaire persistante. A cette époque, il existait
une bonne compréhension de 'obstruction vasculaire pulmonaire et la désobstruction

ne posait plus de probleme a partir du moment ou les 1ésions étaient proximales.

Rapidement, la communauté médicale a constaté qu’elle ne pouvait plus réduire la
physiopathologie de I'hypertension pulmonaire post-embolique a la simple obstruction
vasculaire. La premiére publication a mettre en cause les territoires vasculaires non
obstrués date de 1972 (43) et sera confirmée par Moser en 1993 (14). Il s’agissait
d’études anatomopathologiques de poumons de patients atteints A HTPPE montrant
'existence de lésions vasculaires pulmonaires distales similaires a celles retrouvées
dans I'HTP idiopathique. Ces 1ésions prédominaient dans les zones non obstruées. Ceci
fut le premier pas vers la théorie physiopathologique du double compartiment
vasculaire pulmonaire. En effet d’autres observations prouvent que I'augmentation des
RPT dans I'HTPPE n’est pas seulement due a I'obstruction vasculaire pulmonaire. La
premiere d’entre elles est |'existence d'une période dite « lune de miel » dans I’évolution
naturelle de la maladie. En effet, il existe une période asymptomatique entre le premier

épisode d’embolie pulmonaire et le début du retentissement cardiaque durant laquelle
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les RPT augmentent sans nouvel épisode embolique. Alors qu’en cas d’embolie
pulmonaire aigué il existe une relation exponentielle entre les RPT et le pourcentage
d’obstruction vasculaire, il n’existe aucune corrélation entre les RPT et I'obstruction
vasculaire pulmonaire chronique déterminée par scintigraphie(44). A niveau
d’obstruction égal, le patient atteint d’HTPPE a des RPT plus élevées témoignant d’'une

pathologie vasculaire associée a I'obstruction proximale.

Ainsi, bien que I'’embolie pulmonaire et la non-résolution du caillot soient les
événements initiaux de la maladie, le remodelage vasculaire pulmonaire est responsable

d’une partie non négligeable de I'élévation des RPT.

A. OBSTRUCTION VASCULAIRE

1. Coagulation et fibrinolyse

Les raisons pour lesquelles la résorption compléte des caillots ne se produit pas chez
certains patients, ne sont pas connues. Le lit artériel pulmonaire normal possede, en
effet, un haut potentiel de fibrinolyse. Dans 'HTPPE, des altérations du systeme
fibrinolytique pourraient exister mais elles n’ont cependant encore jamais été
identifiées. En effet, aucune mutation du facteur II ni du facteur V n’a été retrouvée dans
les cohortes de malades étudiés. De méme le role des déficits en antithrombine, en

protéine C et en protéine S n’a jamais été démontré(9, 15).

Tous les efforts réalisés pour rechercher un déficit fonctionnel (45)ou un
polymorphisme génomique (39) dans le systeme fibrinolytique vasculaire pulmonaire

sont restés vains.

Méme la sécrétion par les cellules endothéliales de I'activateur tissulaire du
plasminogene (t-PA), principal activateur de la fibrinolyse, et d’'un de ses inhibiteurs, le

PAI-1 n’apparait pas différente dans I'HTP-PE et dans une population témoin (45, 46).

Jusqu’a récemment, la seule thrombophilie dont on savait qu’elle pouvait favoriser
I’évolution vers ’'HTPPE était la présence d’anticorps anti-cardiolipine, observée chez 10

a 20% des malades (9). Bonderman et coll. (36) ont montré, depuis, que le facteur VIII
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représentait également un facteur prothrombotique relié a 'HTPPE. En effet, il a été
démontré dans cette étude qu'il existait des taux plasmatiques de facteur VIII
significativement plus élevés dans I'HTPPE que dans I'HTP idiopathique ou dans un

groupe controle.

Enfin, certains auteurs évoquent des mécanismes de thrombose « in situ » qui
pourraient participer au développement et a I'aggravation de 'HTPPE(47). Ainsi

différents facteurs de risques locaux ou généraux ont pu étre identifiés :

- L’hypothyroidie comme facteur propre(48), ou par I'intermédiaire de son
traitement substitutif par le Levothyrox en augmentant le taux de facteur Willebrand

(VWF) (49).

- Le cancer : les facteurs tissulaires des cellules cancéreuses ont une action
procoagulante en activant le facteur X et le facteur VII. Il en résulte ainsi une thrombose

plus ou moins locale(50).

- Les anticorps anti-phospholipides et anti-lupique. Leur implication dans

I'HTPPE a été mise en évidence sans pour autant dévoiler leur réle direct (9).

- L'infection de matériel étranger dans le territoire cave supérieur. Cette
association a particulierement été mise en évidence avec le Shunt Ventriculo-atrial et les
Pace-Maker(18). Le germe le plus souvent responsable étant le Staphylocoque (Auréus
ou Epidermidis) qui retarde la résolution du thrombus et active les molécules pro-

fibrotiques (38).

- La splénectomie : la proportion de patients splénectomisés présentant une
HTPPE est tres importante entre 6 et 9% en fonction des études(35-37). Plusieurs
équipes ont donc essayé de déterminer les mécanismes pathogéniques reliant ces deux
conditions. Ainsi ont été évoqués : le potentiel pro-thrombotique d’érythrocytes
anormauy, 'interaction entre les membranes d’érythrocytes circulants et le lit vasculaire

pulmonaire et enfin 'activation plaquettaire anormale. (37, 51)

- Autres : Les maladies inflammatoires du tube digestif(18), les patients porteurs

d’un groupe sanguin non-0(36).
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2. Fibrinogene

Une des théories sur la résolution partielle du caillot, évoque une modification du
fibrinogene qui serait responsable d’une résistance a la fibrinolyse. Ainsi une étude
récente a mis en évidence un polymorphisme particulier du Fibrinogéne dont la
prévalence est augmentée dans I'HTPPE par rapport au groupe contréle. En effet le
génotype et I'allele Ao Thr312Ala du fibrinogéne sont plus fréquemment retrouvés dans

la maladie thromboembolique veineuse et 'HTPPE (17, 39).

D’autres mutations génétiques du fibrinogene ont été mises en évidence chez un petit
nombre de patients présentant une HTPPE. Les mutations ont été retrouvée chez 5 des

33 patients de la cohorte présentant une HTPPE (52):
- Fibrinogene 1 : BAP235L/yR375W
- Fibrinogeéne 2 : BBP235L/yY114H
- Fibrinogene 3 : BBP235L
- Fibrinogéne 4 : AaL69H
- Fibrinogeéne 5 : AaR554H

Ces résultats suggerent que des différences de structure moléculaire du fibrinogene

semblent étre impliquées dans la genése de 'HTPPE.

3. Vasculopathie post-obstructive

La vasculopathie post-obstructive désigne les modifications de la circulation bronchique
et le remodelage vasculaire pulmonaire qui apparaissent apres ligature chronique d’'une

artére pulmonaire.

a. Hyper-vascularisation bronchique de suppléance.

C’est Virchow qui a montré pour la premiere fois au 19¢me siecle que la ligature d’'une
artére pulmonaire entrainait rarement un infarctus du poumon et que la circulation

bronchique en s’hypertrophiant assurait sa suppléance vasculaire (53).

L’obstruction vasculaire a été modélisée par Elie Fadel dans le laboratoire sur un modele

porcin par la ligature de I'artere pulmonaire gauche(54-56). Apres 5 semaines de
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ligature, il existait une hyper-vascularisation bronchique majeure. Cette hypertrophie
bronchique était responsable d’'une augmentation du débit vasculaire bronchique par
augmentation du nombre et du diametre des artéres bronchiques(56, 57). A ce jour, il
n’a pas été démontré si il s’agissait d’'une néo-angiogénese ou d’'un recrutement d’'un

réseau existant mais involué a I’état basal.

b. Lésions vasculaires post-obstructives

Les travaux de René Michel ont montré que les résistances vasculaires pulmonaires
étaient trois fois plus élevées dans le poumon lié par rapport au poumon non lié
controlatéral (58). Par ailleurs, des lésions histologiques en aval de la ligature
pulmonaire a type d’épaississement de la média, de réduction du diametre des artéres
pulmonaires, de muscularisation des artérioles pulmonaires distales et de zone de
prolifération intimale, ont été retrouvées (59). Le mécanisme de cette vasculopathie
post-obstructive serait lié en partie a I'hypoxie induite par la ligature mais aussi la
sécrétion de facteurs pro-angiogénique (58). Aucune preuve de ces théories n’a été
donnée, si ce n’est la similitude anatomo-pathologique avec la vasculopathie retrouvée

dans I'hypertension pulmonaire hypoxique (60).

c. Lésions de reperfusion

L’étude menée par Elie Fadel (55) a mis en évidence chez le porc que I'cedeme était lié a
la reperfusion. En fait, il a montré que les résistances artérielles pulmonaires, ainsi que
le coefficient de filtration (index de perméabilité endothéliale au fluide) étaient
augmentés apres reperfusion dans le groupe ischémie chronique par rapport au groupe
témoin. L’étude de Fischer (61) concernant I'ischémie-reperfusion aigué a montré chez
le rat une relation directe entre le temps d’ischémie et le type de mort cellulaire. Il a
observé que le pourcentage de cellules apoptiques et nécrotiques varie au cours de
I'expérience entre 0 et 24 heures d’ischémie. Le taux de cellules apoptotiques est
supérieur a celui de cellules nécrotiques en début d’expérience et ce rapport s’inverse
apres 12 heures. La conclusion de cette étude était que plus le taux de cellules
nécrotiques était important avant la reperfusion, plus le taux de complication apres
reperfusion était élevé. Cependant le poumon est un organe a deux réseaux artériels
distincts : la circulation pulmonaire et la circulation bronchique. Dans les conditions

normales, c’est la circulation pulmonaire qui assure la quasi-totalité de 'apport sanguin
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au parenchyme pulmonaire. Par contre dans des conditions d’ischémie chronique,
'obstruction de la circulation pulmonaire entraine un développement de la circulation

bronchique pouvant atteindre 25% du débit cardiaque global (62, 63).

Il a été montré que d’un point de vue macroscopique les 1ésions d’ischémie chronique
étaient moins graves que les lésions aigués et ce grace a I'expansion du réseau de la
circulation bronchique qui peut suppléer le réseau pulmonaire, évitant ainsi la nécrose
pulmonaire. En effet Elie Fadel (54) a démontré dans ses études sur le porc que
I'ischémie chronique par ligature de I'artere pulmonaire gauche provoque une altération
de la relaxation de I'’endothélium par I'intermédiaire d’'une diminution du taux et de
'activité de la NO Synthase endothéliale (NOS-e) et une augmentation des résistances
artérielles pulmonaires. Il a mis d’autre part en évidence qu’il existe une récupération
du métabolisme énergétique, illustrée par la diminution du taux de lactates et
I'augmentation du taux d’ATP, dans I'ischémie chronique par rapport a I'ischémie aigué
et ce grace au développement du réseau artérielle bronchique. Dans une autre étude il a
démontré que la fonction endothéliale était altérée lors de la reperfusion aigué de

I'ischémie chronique (55).

B. REMODELAGE VASCULAIRE

La premiere observation de I'existence de 1ésions vasculaires pulmonaires dans les
territoires non obstrués date de 1972(64). 1l a fallut attendre 1993 pour que la théorie
d’'une simple obstruction vasculaire soit remise en cause (14). Cette remise en cause a
fait suite a une étude anatomopathologique de poumons de patients atteints d’'HTPPE
mettant en évidence I'existence de lésions vasculaires pulmonaires distales similaires a

celles rencontrées dans I'HTP primitive(14).

1. Dysfonction des éléments de la paroi vasculaire

Les lésions vasculaires induites lors de 'HTPPE ont été décrites comme intéressant la

cellule endothéliale, la cellule musculaire lisse et le fibroblaste(45).
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a. Dysfonction de la cellule endothéliale

i. Le NO etla NOsynthase

Le monoxyde d’azote (NO) est un important médiateur vaso-relaxant d’origine
endothéliale. Le NO est produit par la transformation de I'arginine par la NOsynthase

(NOS) qui peut étre de 3 types :
-NOS endothéliale (NOSe) constitutive
-NOS inductible (NOSi) des cellules inflammatoires

-NOS neuronale, constitutive produite par certains axones du systéme nerveux

autonome.

Cette enzyme exerce son action vasodilatatrice et antiproliférative par I'action de la

guanosine monophosphate cyclique (GMPc).
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La NOSe est une enzyme endothéliale constitutive activée par les forces de cisaillement
du flux vasculaire. Son activation est immédiate par I'intermédiaire du calcium et ne
dépend donc pas de son niveau de transcription. Cependant, lorsque le stimulus
d’activation persiste, 'expression transcriptionnele de I'enzyme diminue (65)

participant au défaut de vasodilatation.
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Une stratégie thérapeutique dans 'HTPPE vise a augmenter la vasodilatation
pulmonaire dépendante du NO et médiée par la guanosine monophosphate cyclique

(GMPc), en inhibant les phosphodiestérases de type 5 qui dégradent la GMPc (66, 67).
ii. Endothéline

L’endothéline est un puissant vasoconstricteur libéré par I’endothélium. Ce peptide
posséde au moins 3 isoformes : ET-1, ET-2 et 'ET-3. Il semble que seul L’ET-1 soit
impliqué dans 'HTP(68).

Cellule
endothéliale
sl
Y
- CONTRACTION
ellule ——

musculaire lisse

L’ET-1 agit par liaison a 2 types de récepteurs spécifiques : ETA et ETB. L'action
proliférative de I'ET-1 sur les cellules musculaires lisses des artéres musculaires est

médiée via les deux sous-types du récepteur de I'ET-1, ETA et ETB.
iii. Sérotonine (5-HT)

La 5-HT est produite par les cellules entérochromaffines du tractus gastro-intestinal et
par les corps neuroépithéliaux pulmonaires, puis stockée dans les plaquettes. Elle est
impliquée dans ’'HTP primitive (69-71). L’élévation des taux plasmatiques n’a jamais été

démontrée dans I'HTPPE (72, 73).

iv.Prostacycline/Prostaglandine I, (PG I2)
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La prostacycline (prostaglandine I;) est un vasodilatateur pulmonaire endogene
important qui agit par le biais de l'activation de voies dépendantes de I'adénosine
monophosphate cyclique (AMPc). Elle inhibe également la prolifération des cellules
musculaires lisses et diminue 1'agrégation plaquettaire. Sa synthese est diminuée dans
les cellules endothéliales pulmonaires de patients atteints d'HTP, comme le montre la
réduction dans ces cellules de I'expression de la prostacycline synthase(74). Sans
aucune preuve de son implication dans ’'HTPPE certaines équipes I'utilisent en

complément du traitement chirurgical (75-77).

b. Dysfonction de la cellule musculaire lisse

La néomuscularisation des petites arteres pulmonaires périphériques normalement non
musculaires, jusque dans l'acinus respiratoire, est une caractéristique commune a toutes

les formes de remodelage associées a I'HTP.
i. Canaux potassiques

C’est I'inhibition d’un ou plusieurs canaux potassiques voltage-dépendants (Kv) des
cellules musculaires lisses des artéres pulmonaires résistives par ’hypoxie qui engendre
une vasconstriction pulmonaire. La dépolarisation membranaire qui en résulte
augmente l'ouverture des canaux calciques voltage-dépendants conduisant a une
élévation de la concentration cytosolique en calcium avec pour conséquence l'initiation

de la contraction.

+

CONTRACTION

Cellule
musculaire lisse
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La perte sélective de certains de ces canaux Kv entraine une dépolarisation des cellules
musculaires lisses des artéres pulmonaires, augmente la concentration de calcium
intracellulaire et conduit a la fois a une vasoconstriction et a une prolifération cellulaire
(78-81). Méme si I'implication directe des canaux potassiques n’a jamais été prouvée
dans la physiopathologie de 'HTPPE, I'ischémie chronique post-obstructive doit

provoquer l'inhibition de certains de ces canaux Kv.
ii. Mutation BMPR-2

Il est actuellement admis par certains que, comme pour d’autres formes d’'HTP, il
pourrait exister une susceptibilité génétique favorisant le développement d’'une HTPPE.
Des mutations du gene BMPR-2 (bone morphogenic protein receptor II) ont été décrites
dans plus de la moitié des HTP familiales et dans 10 a 30% des HTP idiopathiques (22,
23, 82). On sait maintenant que ces mutations BMPR-2 participent au remodelage
vasculaire en favorisant la prolifération des cellules musculaires lisses. Des mutations de

ce type n’ont, toutefois, jamais été décrites dans I’'HTPPE (73).

c. Dysfonction de la matrice extracellulaire

i. Le TGF-B

Le TGF-3 est connu pour augmenter la production de matrice extracellulaire. Dans les
fibroblastes pulmonaires humains, le TGF-3 augmente |'expression d'élastine par
stabilisation de ses ARNm. Ainsi, il est possible que I'augmentation de I'expression
d'élastine observée dans I'HTP soit due a une altération de cette voie(83, 84).
L’implication du TGF-f dans la physiopathologie de 'HTPPE a été démontrée en

association avec un sepsis a staphylocoque dans un modele murin(38).
ii. La protéolyse

L'observation d'une dégradation de 1'élastine dans les arteres pulmonaires de patients
porteurs d'une cardiopathie congénitale et d'une HTP font suggérer que la protéolyse de
la matrice extracellulaire est un mécanisme important dans la physiopathologie des
maladies vasculaires pulmonaires(85). Le mécanisme impliqué passerait par l'activation
de la MAP kinase et la séquestration nucléaire d'’AML1. AML1 est un facteur de
transcription pour le géne de 1'élastase neutrophilique et un facteur de transcription

supposé du gene de 1'élastase vasculaire endogene(86).
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2. Angiogénese

a. VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)

Le VEGF est capable d'induire la prolifération des cellules endothéliales vasculaires par
le biais de deux récepteurs tyrosine kinase a haute affinité (VEGFR-1 et -2). Dans I'HTP,

'expression du VEGF est accrue dans les vaisseaux pulmonaires (87, 88).

L’isoforme B du VEGF semble, sur un modeéle murin, accentuer le remodelage puisque
des souris invalidées pour VEGF-B exposées a une hypoxie chronique ont un remodelage
vasculaire significativement moindre par comparaison aux souris sauvages (89). Au
contraire, des études animales récentes ont souligné les effets positifs du VEGF-A dans

des modeles d'HTP(90).

b. PDGF (Platelet-Derived Growth Factor)

Le PDGF est un facteur de croissance ubiquitaire synthétisé par de nombreux types
cellulaires au premier rang desquels les cellules endothéliales et musculaires lisses
artérielles pulmonaires. Au-dela de sa fonction proliférante pour les cellules musculaires
lisses artérielles pulmonaires, le PDGF est aussi capable d'induire la contraction
d'anneaux aortiques et d'induire la migration musculaire lisse artérielle pulmonaire. Son
implication dans le remodelage vasculaire pulmonaire de 'HTP est donc majeure(91-
93). Dans la stratégie thérapeutique de 'HTP de nombreuse équipes utilisent

aujourd’hui des inhibiteurs du PDGF (Imatinib)(94, 95).

c. Angiopoiétine (Ang-1)
L'Ang-1 est un facteur angiogénique essentiel au développement vasculaire pulmonaire.
Produit par les cellules musculaires lisses et les péricytes précurseurs, 'angiopoiétine-1
se fixe sur son récepteur Tie2 situé sur les cellules endothéliales et stimule le
recrutement, la migration et la prolifération des cellules musculaires lisses autour des
cellules endothéliales pendant la formation du réseau vasculaire. Une fois les vaisseaux
formés, I'expression d’angiopoiétine-1 disparait (26). Les travaux de Du et al. ont
montré une augmentation de la production d'Ang-1 et de la phosphorylation de Tie-2
dans I'HTPPE. De plus, cette augmentation est directement corrélée a la sévérité de la

maladie(26).
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L’angiopoiétine-1 induit de plus une inhibition de BMPR-1a au niveau de la cellule
endothéliale provoquant ainsi une anomalie dans la voie de signalisation BMPR-2. 1l en
résulte une prolifération de la cellule endothéliale (CE) et de la cellule musculaire lisse

(CML) vasculaire pulmonaire (26).

3. Inflammation

L'analyse histologique des poumons révele également la présence d'infiltrats
inflammatoires (macrophages et lymphocytes) au niveau des lésions plexiformes dans
les HTP séveres, ainsi qu'une expression accrue des chimiokines RANTES et fractalkines

au niveau de l'endothélium vasculaire pulmonaire(96).

Des phénomeénes inflammatoires pourraient également jouer un réle significatif dans la
physiopathologie de 'HTPPE. Ainsi, des taux élevés de cytokines pro-inflammatoires
MCP-1 (Macrophage Chemoattractant Protein-1) ont été retrouvés dans I'HTPPE et

paraissent corrélés a la sévérité de 'HTP (21).

C. CONCLUSION

En conclusion, peu de données existent sur la biologie de 'HTPPE contrairement a celles
concernant ’'HTP. Cependant, les 1ésions histologiques de vasculopathie distale sont
similaires aux lésions d’"HTP et il est donc tres probable qu'une grande partie des
anomalies biologiques connues dans I'HTP sont identiques dans 'HTPPE. Un certain
nombre d ‘équipes utilisent méme les traitements issus de la recherche sur 'HTP dans la
prise en charge des patients présentant une HTPPE par extrapolation des données
scientifiques. Cependant au méme titre qu’on ne pouvait pas résumer la maladie a
'obstruction vasculaire pulmonaire dans les années 1970, on ne peut pas résumer la
maladie aujourd’hui a une atteinte microvasculaire. De ce fait I'approche thérapeuthique
réside certainement dans I'association des deux traitements (endartériectomie et
traitement médical) chez les patients ayant des RPT tres élevées en relation avec une

importante vasculopathie distale (et peu d’obstruction vasculaire) (76).
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HYPOTHESES

Le premier programme européen de TEP pour HTPPE a débuté en 1996 a I'Hopital
Marie Lannelongue sous I'impulsion du Pr Dartevelle au vu des résultats de I'équipe de
San Diego (97). En dépit des améliorations de la technique chirurgicale (notamment
I'apport de 'angioscopie), la mortalité post opératoire restait a environ 10%. Cette
mortalité était due dans la majorité des cas a un cedéme pulmonaire sévere ou a une
persistance de ’hypertension pulmonaire malgré une bonne désobstruction
chirurgicale. Les premiers travaux de recherche a Marie Lannelongue se sont intéressés

a la modélisation du poumon en ischémie chronique et a sa reperfusion (54, 56).

La compréhension des mécanismes physiopathologiques de cet cedeme pulmonaire de
reperfusion post endartériectomie, puisque localisé dans les zones désobstruées, a été
I'entame de ce travail. Nous avons ainsi étudié la viabilité de la cellule endothéliale

pulmonaire en réponse a I'ischémie chronique et a la reperfusion.

La poursuite des recherches a ciblé I'autre complication majeure de 'intervention : la
persistance de ’hypertension pulmonaire malgré une bonne désobstruction

anatomique.

Nos recherches se sont donc portées sur le territoire vasculaire non obstrué des
hypertensions pulmonaires post-emboliques. Il s’agissait, en effet, du territoire qui
n’était pas modifié par la chirurgie donc susceptible d’expliquer cette complication. Dans
un premier temps, nous avons modélisé les territoires non obstrués soumis, au début de
la maladie, a un hyperdébit relatif par redistribution du débit cardiaque, lequel n’est pas
encore abaissé. Nous nous sommes intéressés au mécanisme physiopathologique de
I'apparition d’'une maladie microvasculaire dans les territoires pulmonaires non
obstrués. Nous avons émis I’hypothese que les systemes endothéline et angiopoiétine
étaient impliqués dans la formation de cette vasculopathie pulmonaire distale. Apres
avoir démontré que I'’endothéline-1 était impliquée dans cette vasculopathie des
territoires pulmonaires en hyperdébit, nous avons étudié, dans le troisieme travail,

'effet d'un antagoniste de I'’endothéline-1 sur cette vasculopathie d’hyperdébit.

Enfin conscient que le modéle d’hyperdébit ne reflete qu'une partie de la maladie, et

ayant constaté qu’aucun patient pneumonectomisé ne développait d’HTP nous avons
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comparé un modele d’hyperdébit, (pneumonectomie droite), a un modele mixte
d’hyperdébit et d’obstruction vasculaire pulmonaire (ligature de I'artere pulmonaire

droite) afin d’identifier des phénomenes d’interaction entre les 2 territoires.
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Nous avons voulu démontrer par ce travail que la dysfonction endothéliale qui se
produit lors de I'ischémie chronique et la reperfusion (54, 55) était corrélée avec une

augmentation de I'apoptose des cellules endothéliales.

Pour étayer cette hypothese, nous avons étudié dans un modele porcin (55), comment
'obstruction chronique suivie de la reperfusion d’une artere pulmonaire pouvait
modifier la fonction de la cellule endothéliale, la vasoréactivité pulmonaire et I'apoptose

des cellules endothéliales.

Nous nous sommes ensuite attachés a expliquer ce mécanisme apoptotique en

comparant I’expression de certains génes pro-apoptotiques et anti-apoptotiques.

Et finalement, nous avons testé la pentoxifylline, molécule anti-apototique non sélective,
sur la viabilité de la cellule endothéliale en réponse a I'ischémie chronique et a la

reperfusion.

Cette ischémie est obtenue par la ligature de 'artere pulmonaire gauche en
intrapéricardique. La reperfusion de ce poumon ischémique se fait in vivo par la
réimplantation de I'artere liée dans le tronc de I'artere pulmonaire par thoracotomie

gauche. Pour cette étude 25 porcelets seront utilisés et répartis en 5 groupes.
- Un groupe ischémie chronique (5 semaines de ligature)
- Un groupe reperfusion aigué (5 semaines de ligature + 2 jours de reperfusion)

- Un groupe reperfusion chronique (5 semaines de ligature + 5 semaines de

reperfusion)
- Un groupe reperfusion aigué + Pentoxifylline
- Un groupe témoin

1. Résultats

a. Apoptose de la cellule endothéliale

Le nombre de cellules endothéliales (CE) apoptotiques augmente significativement

apres 5 semaines de ligature artérielle. Le pourcentage de CE apoptotiques augmente
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apres 2 jours de reperfusion avant de retourner a des valeurs normales a 5 semaines de

reperfusion.

L’activité Caspase-3 des CE a la méme cinétique de variation en réponse a I'ischémie

chronique et a la reperfusion.

b. La fonction endothéliale

La relaxation maximale en réponse a I'acéthylcholine et au calcium ionophore est

diminuée de fagon significative dans le groupe reperfusion aigué.

De méme le taux de la protéine NOS-e est diminué dans le groupe reperfusion aigué.

c. Expression des génes VEGF, BFGF, Thps-1 et PAI-1 dans le tissu
pulmonaire apres ischémie chronique et reperfusion :

Il n’existe aucune modification dans I'expression des génes anti-apoptotiques que sont le

VEGF et le BFGF entre les différents groupes.

Par contre, I'expression des genes pro-apoptotiques Thps-1 et PAI-1 est
significativement augmentée en fin d’ischémie chronique. Apres la reperfusion

I'expression de ces génes retourne a des valeurs normales.

d. Effet de la Pentoxifylline sur I’apoptose

L’injection de pentoxifylline juste avant la reperfusion permet une diminution
importante du taux de cellules endothéliales apoptotiques. Cette décroissance n’atteint

cependant pas les valeurs du groupe témoin.

e. Effet de la pentoxifylline sur la fonction endothéliale

L’adjonction de pentoxifylline a la reperfusion permet une relaxation maximale en
réponse a l'acétylcholine et au calcium ionophore augmentée par rapport au groupe
reperfusion seule. Cependant cette relaxation reste diminuée par rapport au groupe

témoin.

2. Conclusion

Cette étude a permis de démontrer qu'’il existe une sur-expression des genes pro-

apoptotiques dans I'ischémie chronique pulmonaire.
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De plus, ce travail a permis de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques
impliqués dans 'cedeme de reperfusion, en mettant en évidence une augmentation de la
dysfonction endothéliale liée a une augmentation de I'apoptose des cellules

endothéliales.

Les résultats encourageants apportés par 'adjonction d’'une molécule anti-apoptotique
avant la reperfusion ouvrent des voies thérapeutiques de controle de I'cedéme

pulmonaire post-endarteriectomie.
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Abstract

Background: Endothelial dysfunction is a major complication of pulmonary endarterectomy (PTE)
that can lead to pulmonary edema and persistent pulmonary hypertension. We hypothesized that
endothelial dysfunction is related to increased endothelial-cell (EC) death.

Methods: In piglets, the left pulmonary artery (PA) was ligated to induce lung ischemia then
reimplanted into the main PA to reperfuse the lung. Animals sacrificed 5 weeks after ligation (n =
5), 2 days after reperfusion (n = 5), or 5 weeks after reperfusion (n = 5) were compared to a sham-
operated group (n = 5). PA vasoreactivity was studied and eNOS assayed. EC apoptosis was
assessed by TUNEL in the proximal and distal PA and by caspase-3 activity assay in the proximal
PA. Gene expression of pro-apoptotic factors (thrombospondin-1 (Thsp-1) and plasminogen
activator inhibitor | (PAI-1)) and anti-apoptotic factors vascular endothelial growth factor (VEGF)
and basic fibroblast growth factor (bFGF) was investigated by QRT-PCR.

Results: Endothelium-dependent relaxation was altered 5 weeks after ligation (p = 0.04). The
alterations were exacerbated 2 days after reperfusion (p = 0.002) but recovered within 5 weeks
after reperfusion. EC apoptosis was increased 5 weeks after PA ligation (p = 0.02), increased
further within 2 days after reperfusion (p < 0.0001), and returned to normal within 5 weeks after
reperfusion. Whereas VEGF and bFGF expressions remained unchanged, TSP and PAI-I
expressions peaked 5 weeks after ligation (p = 0.001) and returned to normal within 2 days after
reperfusion.

Conclusion: Chronic lung ischemia induces over-expression of pro-apoptotic factors. Lung
reperfusion is followed by a dramatic transient increase in EC death that may explain the
development of endothelial dysfunction after PE. Anti-apoptotic agents may hold considerable
potential for preventing postoperative complications.
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Background

Chronic thromboembolic pulmonary hypertension
(CTEPH) is due to chronic obstruction of large pulmonary
arteries by organized blood clots after one or more epi-
sodes of acute pulmonary embolus [1,2]. CTEPH, initially
thought to be rare, is being increasingly diagnosed, prob-
ably because effective medical and surgical treatments
have been developed driven by progress in diagnostic
tools [3]. Pulmonary thromboendarterectomy (PTE) is
the treatment of choice for patients with CTEPH, as it
restores perfusion to previously occluded zones and nor-
malizes pulmonary vascular resistance [2]. However, PTE
is associated with two major complications, persistent
pulmonary hypertension and acute pulmonary edema,
both of which can be related to endothelial cell (EC) dys-
function [4-6].

ECs play a pivotal role in preserving vascular integrity and
preventing thrombosis. Good EC function is essential to
maintain vascular homeostasis in health and disease.
Apoptosis is among the biological processes that regulates
EC number. EC death has been documented after
ischemia and reperfusion in several organs [7,8]. Acute
lung ischemia and reperfusion induced apoptosis in over
30% of parenchymal lung cells in humans and animal
models after lung transplantation [9,10]. Thus, increased
apoptosis may contribute substantially to the develop-
ment of many of the adverse events seen after PTE, most
notably pulmonary edema and persistent pulmonary
hypertension.

The balance between pro-apoptotic and anti-apoptotic
factors determines the overall amount of apoptosis.
Therefore, we investigated whether expression of genes for
pro-apoptotic and anti-apoptotic factors was affected by
chronic lung ischemia and reperfusion. We studied two
pro-apoptotic factors, thrombospondin-1 (Thsp-1) and
plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1), and two anti-
apoptotic factors, vascular endothelial growth factor
(VEGF) and basic fibroblast growth factor (bFGF). Our
working hypothesis was that abnormal expression of
these pro-apoptotic and anti-apoptotic factors during
chronic lung ischemia and reperfusion was associated
with increased EC apoptosis and endothelial dysfunction.
To evaluate this hypothesis, we investigated whether
chronic pulmonary artery (PA) obstruction followed by
reperfusion in piglets altered EC function and pulmonary
vascular reactivity and/or EC apoptosis. Should such alter-
ations be documented, we planned to investigate their
mechanism, most notably the balance of pro-apoptotic
and anti-apoptotic gene expressions. Finally, we investi-
gated the effects of pentoxifylline, a nonselective anti-
apoptotic factor, on EC viability and function in our
ischemia/reperfusion model.

http://respiratory-research.com/content/9/1/19

Methods

Experimental design

Groups

We used 50 piglets with a mean weight of 21.8 + 3.9 kg.
All procedures were approved by our institutional animal
care committee.

In the first part of the study, we assessed EC apoptosis and
endothelial function during chronic ischemia-reperfusion
of the left lung induced by left PA ligation and re-anasto-
mosis, which were performed as previously described
[5,6]. The second part of the study investigated whether
pentoxifylline prevented EC apoptosis and improved
endothelial function after reperfusion.

The piglets were randomly divided into four groups of 10
animals. Animals were killed 5 weeks after ligation of the
left PA (ligated group), 2 days after re-anastomosis of the
left PA previously ligated for 5 weeks (acute reperfusion
group), 5 weeks after re-anastomosis of the left PA previ-
ously ligated for 5 weeks (chronic reperfusion group), or
5 weeks after left PA dissection without ligation (sham

group).

Tissue preparation

After heparin administration, the animals were killed by
exsanguination. The left lung was removed from each ani-
mal and the PA flushed with 500 ml of 0.9% normal
saline solution. The proximal PA was harvested down to
the sub-segmental division, and samples from the periph-
eral third of the lung parenchyma were examined. The
proximal and distal ECs of the left PA were examined sep-
arately.

Baseline wet-lung weight was estimated by measuring the
weight of the left lung at the end of the experiment. They
were then dried in an oven at 60°C. Dry weights were
obtained after the weights no longer changed on succes-
sive weighings (i.e., after about 30 d). The wet to dry-lung
weight ratio was then determinated.

Detection of apoptotic cells

TUNEL assay

Cells undergoing apoptosis were detected using the
ApopTag® Red In Situ Apoptosis Detection Kit (Qbiogene,
Illkirch, France), as specified by the manufacturer. Briefly,
paraffin-embedded sections were deparaffinized and pre-
treated with proteinase K (20 pug/ml) for 15 minutes.
Equilibration buffer was added directly onto the speci-
men, after which terminal deoxynucleotidyl transferase
(TdT) enzyme in reaction buffer was added for 1 hour at
37°C. Sections were washed in working strength Stop/
Wash buffer for 10 minutes. Pre-warmed working strength
anti-digoxigenin conjugate (thodamine) was added to the
sections and incubated at room temperature for 30 min-
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utes. The samples were washed with PBS and observed
under a fluorescence microscope after Hoechst staining
(Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France). Then, ECs in the
proximal and distal PA were counted in a blinded fashion
by two investigators working independently from each
other, and the proportion of ECs undergoing apoptosis
was calculated. The mean of the two counts by the two
investigators was taken.

Caspase 3 Activity

Activity of the enzyme caspase 3 was measured using a
colorimetric assay kit (R&D Systems, Lille, France) accord-
ing to the manufacturer's instructions.

Endothelial cell function

Pulmonary artery reactivity

At the end of the study, intrapulmonary arterial segments
were dissected out, and endothelial relaxation was inves-
tigated as described previously [11]. Acetylcholine hydro-
chloride, calcium ionophore A23187, and sodium
nitroprusside were used for relaxation after precontraction
to phenylephrine.

Lung eNOS Protein

Endothelial nitric oxide synthase (eNOS) protein was
measured by Western blot in homogenized lung tissue as
described previously [11].

Gene expression analysis by real-time quantitative RTQ-
PCR

We used real-time quantitative polymerase-chain-reaction
technology (RTQ-PCR) to measure the expression of
genes for vascular endothelial growth factor (VEGF), basic
fibroblast growth factor (bFGF), thrombospondin-1
(Thps-1), and plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1).
RNA was extracted using Trizol reagent (Gibco Life Tech-
nologies, Maryland, USA). RNA concentration and quality
were determined by electrophoresis on agarose gel and
spectrophotometry. Then, reverse transcription was per-
formed using random hexamer primers and reverse tran-
scriptase (Biotech Ltd, UK). PCR primers were designed
using Primer Express Software (Applied Biosystems, Fos-
ter, CA). To avoid inappropriate amplification of residual
genomic DNA, intron-spanning primers were selected and
internal control 18S rRNA primers provided. For each
sample, the amplification reaction was performed in
duplicate using SyberGreen mix and specific primers. Sig-
nal detection and result analysis were achieved using ABI-
Prism 7000 sequence detection software (Applied Biosys-
tems, Foster, CA). Expression of the gene of interest was
computed relative to expression of the internal standard

mRNA, r18S, using the following formula: relative mRNA
= 1/2(Ctgene of interest-Ctr18S)

http://respiratory-research.com/content/9/1/19

Effect of pentoxifylline

To investigate whether an anti-apoptotic drug, pentoxifyl-
line [12], prevented EC damage and dysfunction, we stud-
ied 10 additional piglets, whose left PA was ligated for 5
weeks then reperfused for 2 days. A pentoxifylline bolus
(40 mg) was injected into the left PA immediately before
reperfusion. The results in this group (pentoxifylline
group) were compared to those in the acute reperfusion
group and sham group.

Statistical analysis

Data are expressed as mean + SD. One-way analysis of var-
iance and simple linear regression studies were done
using the Statview software package version 5 (Abacus
Concept, Berkeley, CA). Probability values less than 0.05
were considered significant.

Results

Ischemialreperfusion induced endothelial-cell apoptosis
Significant EC apoptosis was found in the proximal left
PA 5 weeks after ligation (14.8 + 1% versus 8.1 + 1.8% in
sham animals; p < 0.0001). The proportion of apoptotic
endothelial cells peaked 2 days after reperfusion (42.9 +
1.9%) and returned to control values 5 weeks after reper-
fusion (9.8 + 1.6%) (Figure 1A, B)

Caspase-3 activity in the proximal PA followed a similar
pattern, but the increase fell short of statistical significance
at the end of the ischemic period (Figure 1C). Caspase-3
activity increased significantly after reperfusion (0.101 +
0.028 mg/ml versus 0.019 + 0.008 mg/ml in the sham ani-
mals;p < 0.0001) and returned to control values within 5
weeks after reperfusion (0.034 + 0.015 mg/ml).

Similarly, in the distal PAs, the proportion of apoptotic
ECs increased significantly during the ischemic period
(18.9 + 3.9% versus 6.6 + 1.8% in sham animals; p <
0.0001), peaked 2 days after reperfusion (46.4 + 4.5%),
and returned to control values within 5 weeks after reper-
fusion (Figure 2A, B). The proportions of apoptotic ECs in
the proximal and distal PAs correlated significantly with
each other (p < 0.0001, R =0.97).

Effect of ischemialreperfusion on endothelial function

Neither PA contraction to phenylephrine nor PA relaxa-
tion response to sodium nitroprusside was affected by
ligation or reperfusion. However, maximal relaxation in
response to acetylcholine (Figure 3) was lower in the acute
reperfusion group than in the sham (p = 0.0001) groups,
although no significant differences in acetylcholine ECs,
were noted across the three groups. Moreover, maximal
relaxation in response to calcium ionophore (Figure 3)
was lower in the acute reperfusion group than in the sham
group. The ECs, to calcium ionophore was lower in the
sham group than in the acute reperfusion group. The
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A: Proportion of endothelial cells undergoing apoptosis in the proximal pulmonary arteries. The proportion increased signifi-
cantly from 8.1 £ 1.8% in sham animals (S) to 14.8 £ 1% 5 weeks after ligation of the left pulmonary artery (L), peaked at 42.9
1 1.9% 2 days after reperfusion (AR), and returned to 9.8 £ 1.6% 5 weeks after reperfusion (CR). *p < 0.0001 versus sham, **p
< 0.0001 versus all other groups. S: sham group; L: ligated group; AR: acute reperfusion group; CR: chronic reperfusion group.
B: TUNEL staining of endothelial cells in the sham group, ligated group, acute reperfusion group after 2 days, and chronic
reperfusion group after 5 weeks. Apoptotic cells are yellow. S: sham group; L: ligated group; AR: acute reperfusion group; CR:
chronic reperfusion group. C: Caspase-3 activity in the proximal pulmonary arteries. Caspase-3 activity increased from 0.019 £
0.008 mg/ml in sham animals (S) to 0.035 + 0.015 mg/ml 5 weeks after ligation of the left pulmonary artery (L), peaked at 0.101
1 0.028 mg/ml 2 days after reperfusion (AR), and returned to 0.034 + 0.015 mg/ml after 5 weeks of reperfusion (CR). *p <
0.0001 versus sham.
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A: Proportion of endothelial cells undergoing apoptosis in
the distal pulmonary arteries. The proportion increased sig-
nificantly from 6.6 £ 1.8% in sham animals (S) to 18.9 + 3.9%
5 weeks after ligation of the left pulmonary artery (L), peaked
at 46.4 £ 4.5% 2 days after reperfusion (AR), and returned to
5.4 + 1.5% 5 weeks after reperfusion (CR). *p < 0.0001 ver-
sus sham animals, **p < 0.0001 versus all other groups. S:
sham group; L: ligated group; AR: acute reperfusion group;
CR: chronic reperfusion group. B: TUNEL staining of
endothelial cells in pulmonary artery branches ranging from
20 to 200 um. Apoptotic cells are yellow (arrows). S: sham
group; L: ligated group; AR: acute reperfusion group; CR:
chronic reperfusion group.

impairment in endothelium-dependent relaxation
seemed correlated to the steady state of eNOS protein lev-
els: eNOS protein was significantly decreased in the acute
reperfusion group compared to the sham group (Figure
4).

Wet to dry ratios were not significantly different among
the four groups.

Gene expression in lung tissue from piglets with chronic
ischemialreperfusion

No changes in levels of VEGF or bFGF mRNA were
detected during ischemia or reperfusion (Figure 5A).
However, Thps-1 and PAI-1 mRNAs peaked at the end of
the ischemic period (p = 0.0003 and p = 0.0025, respec-

http://respiratory-research.com/content/9/1/19

tively when compared to sham group). After reperfusion,
expression levels decreased significantly (p = 0.0008 and p
= 0.0163, respectively compared to the values found after
the ischemic period) and returned towards normal values.
(Figure 5B).

Effect of pentoxifylline

Injecting pentoxifylline immediately before reperfusion
resulted in a significant decrease in the proportion of
apoptotic ECs in the distal PA, from 46.4 + 4.5% to 36.3
+ 2.9% (p < 0.0001). However, the proportion of apop-
totic cells remained higher than in the sham group (6.6 +
1.8%; p < 0.0001) (Figure 6A). Neither contraction to phe-
nylephrine nor relaxation to sodium nitroprusside were
affected by PA ligation or reperfusion. However, maximal
relaxation in response to acetylcholine (Figure 6B) was
lower in the acute reperfusion group than in the pentoxi-
fylline (p = 0.0001) and sham (p = 0.0001) groups; it was
higher in the sham group than in the pentoxifylline group
(p = 0.01). No differences in acetylcholine ECs, were seen
across the three groups. Maximal relaxation in response to
calcium ionophore was lower in the acute reperfusion
group than in the pentoxifylline (p = 0.002) and sham (p
=0.0001) groups; it was higher in the sham group than in
the pentoxifylline group (p = 0.001). The ECs, to calcium
ionophore was lower in the sham group than in the acute
reperfusion and pentoxifylline groups (1-35.107 +
1.1-107M versus 3.39-107+ 1.2- 107 M, p = 0.0001; and
versus 4.07-107 + 1.9-107 M, p = 0.0001). The EC;, to
calcium ionophore was similar in the acute reperfusion
and pentoxifylline groups.

Reperfusion was followed by a significant decrease in
eNOS protein (acute reperfusion group versus sham
group). However, no significant difference was found
between the acute reperfusion group and the pentoxifyl-
line group (Figure 6C).

Discussion

This study provides the first evidence that chronic lung
ischemia followed by reperfusion is associated with signif-
icant EC apoptosis in proximal and distal PAs. EC apopto-
sis occurred during chronic lung ischemia, reached 46% 2
days after reperfusion, and returned to control values
within 5 weeks after reperfusion. EC apoptosis was associ-
ated with significant endothelial function impairment,
most notably regarding eNOS expression and nitric oxide
synthesis. Our gene expression studies provided a likely
explanation to the abnormalities in EC apoptosis and
endothelial function. We found overexpression of the
pro-apoptotic factors Thps-1 and PAI-1 after 5 weeks of PA
ligation. Moreover, pentoxifylline injection before lung
reperfusion protected against EC apoptosis and endothe-
lial dysfunction. These data suggest prevention of EC
death after reperfusion as a key target for treatments
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Relative eNOS protein expression as assessed by densitometric quantification of endothelial nitric oxide synthase on immuno-
blots prepared from lung preparations in the sham group (S) acute reperfusion group (AR).

aimed at preventing the development of pulmonary
edema and persistent pulmonary hypertension after PTE.

Apoptosis is the process of normal program to cell death
that allows normal cell turnover and wall remodelling in
blood vessels. Chronic PA occlusion, as occurs in CTEPH,
may result in chronic pulmonary EC ischemia. However,
the development of the bronchial circulation in areas of
chronic PA occlusion has been shown to preserve pulmo-
nary aerobic metabolism and to reduce the severity of
lung oedema after reperfusion [6,11]. Interestingly, we
showed that this systemic blood supply failed to prevent
EC apoptosis in the reperfused PA bed, since almost half
the ECs underwent apoptosis after reperfusion in our
model. EC apoptosis occurred in both the proximal and
the distal PA beds, as established not only by TUNEL assay
but also by the dramatic increase in caspase-3 activation 2
days after reperfusion. This finding corroborates previous
results made in the setting of acute ischemia-reperfusion
injury of the lung and other organs [7-10].

Apoptosis is a quiet and well-organized cell death modal-
ity that is associated with less inflammation, compared to
necrosis [13,14]. Apoptotic cells are phagocytized by mac-
rophages before their membrane breaks down, so that
their intracellular enzymes are not released. Apoptosis is

triggered and modulated by two pathways. The intrinsic
pathway involves the mitochondria and is activated by
reactive oxygen species; whereas the extrinsic pathway is
activated when ligands bind to their receptors, for
instance tumour necrosis factor alpha (TNF-a) to TNF-
receptors and Fas-ligand to Fas. Activation is rapid for the
intrinsic pathway but may take up to several hours for the
extrinsic pathway [14]. Increased apoptosis immediately
after reperfusion in human lung transplantation was first
reported by Fischer et al. in 2000, who found a time-
dependent increase in apoptotic cell numbers after trans-
plant reperfusion [9,10]. Although they found almost no
positive TUNEL staining after cold or warm ischemia, the
number of apoptotic cells increased over time after reper-
fusion. Subsequent studies established that cell death con-
sistently peaked after reperfusion, both when acute
ischemia was followed by transplantation and when
chronic ischemia was followed by PA revascularisation.
We found that nearly half the ECs were apoptotic 2 days
after reperfusion and that control levels of apoptosis were
recovered within 5 weeks. Similarly, in a rat lung trans-
plant model over 30% of cells in the lung parenchyma
were apoptotic 2 hours after reperfusion [10]. The peak in
apoptotic cell number coincided with the peak of caspase-
3 activity in our model, supporting a crucial role for the
caspase pathway in cell death activation.
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Percent reduction of maximal contraction to phenylephrine
produced by acetylcholine stimulation and calcium ionophore
stimulation of pulmonary artery rings taken from the left
lungs of sham animals (S), animals with chronic ischemia (left
pulmonary artery ligation for 5 weeks, L), and animals with
acute reperfusion (revascularisation 2 days earlier, after liga-
tion for 5 weeks, AR).

Increased EC death is the likely explanation to the
endothelial function impairment, most notably the defi-
cient nitric oxide production, documented in our study. A
role for pro-apoptotic and anti-apoptotic proteins in pul-
monary endothelial dysfunction has been hypothesized.
This hypothesis, however, had not been previously stud-
ied in PA endothelium exposed to chronic ischemia. We
found significant increases in mRNAs for two potent pro-
apoptotic factors, Thsp-1 and PAI-1, in lung tissue
exposed to chronic ischemia. In contrast, VEGF and bFGF
remained unchanged. After reperfusion, pro-apoptotic
protein expression returned to control values, although
EC apoptosis increased to its peak. These results suggest
that chronic lung ischemia induces overexpression of pro-
apoptotic factors and that PA reperfusion after chronic
ischemia may trigger massive EC apoptosis, leading to
endothelial damage.

http://respiratory-research.com/content/9/1/19

Our results indicating overexpression of pro-apoptotic
proteins, including Thsp-1 and PAI-1, prompted us to
investigate the effects of a nonselective inhibitor of EC
apoptosis, pentoxifylline. Pentoxifylline is a potent anti-
inflammatory agent that attenuates neutrophil-mediated
lung injury and prevents EC dysfunction in several models
of acute lung injury [12]. Pentoxifylline administration to
patients with ischemic cardiomyopathy inhibited pro-
inflammatory cytokines and reduced apoptosis by
decreasing TNF-o and Fas concentrations in plasma [15].
Pentoxifylline probably prevents apoptosis both by inhib-
iting TNF-a production and by diminishing reactive oxy-
gen species in our model. The extrinsic pathway can be
activated during chronic ischemia via the release of
cytokines (e.g., TNF-a) and of other proinflammatory
inflammatory mediators in the lung, whereas the intrinsic
pathway can be triggered after reperfusion by the release
of reactive oxygen species.

Reperfusion pulmonary edema is a major cause of mor-
bidity and mortality after PTE for CTEPH that requires in
prolonged mechanical ventilation and may be fatal
[16,17]. Increased permeability of the small lung vessels is
the underlying mechanism. Onset is usually within 24
hours after reperfusion and is associated with neutrophil
activation and sequestration in the lung [18]. Arterial
hypoxemia and radiographic infiltrates in the reperfused
pulmonary segments are noted. Severity is variable, rang-
ing from mild reperfusion injury manifesting only as focal
infiltrates to severe alveolar flooding. Treatment is prima-
rily supportive, with mechanical ventilation and pharma-
cological support. Extracorporeal support has been used
in selected patients with overwhelming reperfusion
injury. Our results suggest that massive EC death shortly
after reperfusion may cause pulmonary edema and pul-
monary hypertension mediated by endothelial cell dys-
function [6,11]. Thus, EC apoptosis may be among the
primary causes of reperfusion pulmonary edema and per-
sistent pulmonary hypertension, the two main complica-
tions of PTE. Therefore, anti-apoptotic therapy holds
promise for improving outcomes after PTE for CTEPH.
Blocking the apoptotic cascade before reperfusion dimin-
ished ischemia-reperfusion lung injury and improved
graft function [19]. Similar results were obtained with
other organs, such as the heart and kidney [20,21]. Cas-
pase inhibitors are now available commercially and their
potential benefits in transplant patients are being evalu-
ated in clinical trials.

In conclusion, our results show that chronic lung
ischemia is associated with overexpression of pro-apop-
totic genes. A 46% rate of apoptosis and significant
endothelial dysfunction were noted 2 days after reper-
fusion of chronically ischemic PA endothelium. EC apop-
tosis was significantly reduced by pentoxifylline injected
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Figure 5

A: Relative expression of lung vascular endothelial growth factor and basic fibroblast growth factor mRNA in control piglets
(sham) and animals exposed to chronic ligation (L) alone or followed by reperfusion for 2 days (acute reperfusion group, AR)
or 5 weeks (chronic reperfusion group, CR). B: Relative expression of thrombospondin-1 and plasminogen activator inhibitor-
I mRNA in control piglets (sham) and animals exposed to chronic ligation (L) alone or followed by reperfusion for 2 days
(acute reperfusion group, AR) or 5 weeks (chronic reperfusion group, CR). Expression levels were significantly increased 5
weeks after ligation of the left pulmonary artery (L) (*p = 0.0003 and *p = 0.0025, respectively) and significantly decreased after
acute reperfusion (AR) ($p = 0.0008 and $p = 0.0163, respectively).
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Figure 6

A: Proportion of endothelial cells undergoing apoptosis in the distal pulmonary arteries in the sham group and in piglets
exposed to ligation for 5 weeks followed by reperfusion for two days, with (AR P+) or without (AR P-) pentoxifylline adminis-
tration immediately before reperfusion. Typical results from two animals of each group are shown. B: Percent reduction of
maximal contraction to phenylephrine produced by acetylcholine stimulation and calcium ionophore stimulation of pulmonary
artery rings taken from left lungs 2 days after reperfusion with (AR P+) or without (AR P-) pentoxifylline administration (pen-
toxifylline+ and pentoxifylline-groups, respectively). Values are means + SEM. The concentration-response curves were signifi-
cantly flattened in the pentoxifylline-group and partially restored by administration of pentoxifylline. S: sham group; P-: acute
reperfusion without pentoxifylline; P+: acute reperfusion with pentoxifylline. C: Western blot of eNOS protein content (mean
* SEM) 2 days after reperfusion with pentoxifylline (AR P+ group) or without pentoxifylline (AR P- group) compared to the
sham group. Typical results from two animals of each group are shown.
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immediately before lung reperfusion, which significantly
improved endothelial function. EC death may explain
reperfusion pulmonary edema and persistent pulmonary
hypertension occurring immediately after PTE. Therefore,
anti-apoptotic therapy holds considerable promise for
preventing the severe complications in patients undergo-
ing PTE.
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Nous avons voulu, dans ce travail, modéliser les territoires vasculaires pulmonaires non
obstrués de 'HTPPE avant et apres TEP. Il est établi que ’hyper-débit pulmonaire
provoque une vasculopathie pulmonaire distale avec épaississement de la média des
artérioles similaire a celle de 'HTP (14). Ce type de lésion vasculaire pulmonaire distale
est retrouvé en prédominance dans les territoires vasculaires non obstrués de 'HTPPE
(98) soumis a un hyper-débit relatif par redistribution du débit cardiaque. Nous avons
utilisé un modele animal qui consiste a créer une fistule prothétique aorto-pulmonaire,
reproduisant ainsi les lésions vasculaires distales par hyper-débit (99). Une fois les
lésions vasculaires établies, la fermeture du shunt reproduit les conditions rencontrées

apres TEP dans ces territoires perfusés.

La connaissance de la biologie de 'HTP s’est considérablement améliorée ces dix
dernieres années. L'endothéline, le NO et 'angiopoiétine sont autant de facteurs
impliqués dans le remodelage vasculaire pulmonaire de 'HTAP (100-102). Nous avons
émis I'hypothése que ces facteurs étaient impliqués dans la formation et la régression de

la vasculopathie pulmonaire d’hyper-débit.

Nous avons comparé trois groupes de 10 cochons recevant 5 semaines de shunt aorto-
pulmonaire. Le premier groupe était immédiatement étudié, le deuxiéme groupe était
étudié apres une semaine de fermeture du shunt et le troisiéme groupe apres 5

semaines d’arrét du shunt. Ces trois groupes étaient comparés a un groupe Sham dont

I'artere pulmonaire a simplement été disséquée.
1. Résultats

a. Hémodynamique

Le shunt aorto-pulmonaire augmente le débit cardiaque et le débit pulmonaire lorsqu'’il
est ouvert. On note une augmentation significative de la pression artérielle pulmonaire
moyenne (PAPm) shunt ouvert avec un retour a la normale dés la fermeture du shunt 5

semaines plus tard.

b. Morphométrie

L’épaisseur de la média était calculée pour les artérioles pulmonaires distales de moins
de 200 microns de diameétre externe. Apres 5 semaines de shunt aorto-pulmonaire, il

existe un épaississement significatif de la média des artérioles pulmonaires qui diminue

45



progressivement apres la fermeture du shunt sans toutefois atteindre les valeurs du

groupe Sham apres 5 semaines de fermeture.

L'immunomarquage du PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) montre qu'’il existe
une coloration des noyaux des cellules musculaires lisses de la média des artérioles

pulmonaires dans le groupe shunt ouvert.

L’'immunomarquage selon la méthode TUNEL montre une coloration des noyaux des
cellules musculaires lisses de la média des artérioles pulmonaires dans les deux groupes

au shunt fermé.

La coloration au trichrome de Masson ne met pas en évidence d’accumulation de

collagéne dans la média des artérioles pulmonaires des différents groupes.

c. Vaso-réactivité des anneaux d’artéere pulmonaire

La relaxation maximale a I’Acétylcholine était significativement moins importante shunt
ouvert et a une semaine de fermeture alors qu’elle revient au niveau du groupe Sham, 5

semaines apres la fermeture.

La contraction maximale a I'’endothéline-1 est identique shunt ouvert, 1 semaine apres la
fermeture ou dans le groupe Sham. En revanche, 5 semaines apres la fermeture du

shunt, la contraction maximale a I'’endothéline-1 est significativement moins importante.

Les contractions ou relaxations non endothélium dépendantes sont identiques entre les

différents groupes.

d. Expression des génes des voies ET-1, NOS et Angiopoiétine au sein
du parenchyme pulmonaire
Le shunt aorto-pulmonaire provoque une expression accrue de NOSe, ET-1, ETA, Ang-1,

Ang-2 et Tie2. Une semaine apres fermeture du shunt, le niveau d’expression de ces

différents génes retourne a des valeurs similaires au groupe Sham.

5 semaines apres la fermeture du shunt, seule I'expression d’ETB est augmentée de
maniere significative. Le niveau d’expression des autres genes reste équivalent a celui

du groupe Sham.
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e. Expression des protéines des voies ET-1, NOS et Angiopoiétine au

sein du parenchyme pulmonaire

Les résultats concernant le niveau d’expression protéique au sein des poumons des
groupes étudiés sont en accord avec les résultats de leur expression génique sauf pour la
NOSe. En effet, I'expression protéique étudiée par Western Blot de NOSe ne varie pas en

fonction des groupes.

f. Etude de I'activité de la Phosphodiestérase 5 (PDE5)

Le fait que la relaxation endothélium dépendante soit altérée en cas de shunt ouvert
alors que 'expression génique de NOSe était augmentée, nous a poussés a explorer
'activité de PDES. En effet, PDE5 est une enzyme qui dégrade le GMPc produit grace au

NO pour relaxer la cellule musculaire lisse vasculaire.

L’activité PDES n’est pas différente entre les trois groupes.

2. Conclusion

Les résultats de cette étude montrent que 5 semaines de shunt aorto-pulmonaire chez le
porc induisait une vasculopathie pulmonaire distale se manifestant par un
épaississement de la média des artérioles pulmonaires distales avec prolifération des
cellules musculaires lisses, une vaso-relaxation endothélium dépendante altérée et une
expression accrue des genes ET-1, ETA, Ang-1, Ang-2 et TieZ dans le parenchyme
pulmonaire. La normalisation de I’expression de ces genes précede celle de la vaso-
réactivité endothélium dépendante et du remodelage vasculaire pulmonaire.
L’augmentation de I'expression de '’ARNm de ETB, 5 semaines apres la fermeture du
shunt souligne son role bénéfique potentiel dans la régression de I'épaississement de la
média des artérioles pulmonaires. Les voies endothéline et angiopoiétine sont donc
directement impliquées dans la formation de la vasculopathie distale des territoires
vasculaires pulmonaires en hyper-débit et pourraient étre des cibles thérapeutiques

efficaces.

47



Cardiopulmonary Support Mercier et al

Regression of flow-induced pulmonary arterial vasculopathy after
flow correction in piglets

Olaf Mercier, MD, Edouard Sage, MD, Marc de Perrot, MD, Ly Tu, BSc, Elisabeth Marcos, BSc, Benoit Decante, MSc,
Bruno Baudet, BSc, Philippe Hervé, MD, Philippe Dartevelle, MD, Saadia Eddahibi, PhD, and Elie Fadel, MD

Objectives: Chronic thromboembolic pulmonary hypertension is due to partial obstruction of the pulmonary ar-
terial bed and may resolve after pulmonary thromboendarterectomy. Persistent pulmonary hypertension, the main
complication after pulmonary thromboendarterectomy, may reflect vessel alterations induced by high flow in un-
obstructed lung territories. The aim of this study was to determine whether correcting high flow led to reversal of
the vasculopathy in piglets.

Methods: The effects of high pulmonary blood flow were investigated 5 weeks after creation of an aortopulmo-
nary shunt (n = 10), and reversibility of vessel disease was evaluated at 1 week (n = 10) and 5 weeks after shunt
closure (n = 10), compared to sham-operated animals (n = 10). Hemodynamic variables, pulmonary artery
reactivity, and morphometry were recorded. We also investigated the endothelin, angiopoietin, and nitric oxide
synthase pathways.

Results: High flow increased medial thickness in distal pulmonary arteries (55.6% =+ 1.2% vs 35.9% =+ 0.8%;
P <.0001) owing to an increase of smooth muscle cell proliferation (proliferating cell nuclear antigen labeling).
The endothelium-dependent relaxation was altered (P < .05). This phenomenon was associated to an overexpres-
sion of endothelin-1, endothelin-A, angiopoietin 1, angiopoietin 2, and Tie-2 (P < .05). After 1 week of shunt
closure, all overexpressed genes returned to control values, the proliferation of smooth muscle cells stopped
,and smooth muscle cell apoptosis increased (terminal deoxynucleotidyl transferase—mediated dUTP nick end
labeling), preceding the normalization of the wall thickness hypertrophy and the pulmonary artery vasoreactivity
observed at 5 weeks after shunt closure.

Conclusion: These results demonstrate that endothelin-1 and angiopoietin pathways are involved in vasculop-
athy development and may be important therapeutic targets for preventing persistent pulmonary hypertension

after pulmonary thromboendarterectomy.

Chronic thromboembolic pulmonary hypertension (CTEPH)
is a life-threatening disease with an overall 5-year survival of
10% in patients whose mean pulmonary artery (PA) pressure
exceeds 50 mm Hg.' CTEPH is more common than previ-
ously thought and may occur in up to 3.8% of patients
with acute pulmonary embolism.” Organized thrombotic ma-
terial causing chronic vascular obstruction is the pathogenic
mechanism, and pulmonary thromboendarterectomy (PTE)
provides long-term hemodynamic and functional benefits
and increases life expectancy.” However, PTE is associated
with 5% to 23% mortality, related chiefly to reperfusion pul-
monary edema and persistent pulmonary hypertension (PH)
despite removal of the thrombotic material.*~
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Two vascular territories can be distinguished in the lung
after pulmonary thromboembolism: the obstructed territory
characterized by chronic ischemia and the unobstructed ter-
ritory exposed to chronic high blood flow resulting from
redistribution of the cardiac output.®’ This unobstructed
territory contributes to the elevated pulmonary vascular re-
sistance,® inasmuch as chronic high flow causes distal arte-
riopathy with vascular remodeling®'” similar to that found
in primary PH.''""

Pulmonary thromboendarterectomy in patients with high
pulmonary vascular resistance is associated with high rates
of mortality and postoperative persistent PH. Preoperative
prostacyclin infusion, which induces PA vasodilatation
and inhibits vascular remodeling, has been found to decrease
post-PTE mortality in patients with preoperative pulmonary
resistance values exceeding 1200 dyne - s - cm’.'® These
findings support the hypothesis that the distal arteriopathy
induced by chronic high blood flow in unobstructed territo-
ries may be the cause of persistent PH after PTE.

Knowledge of the pathobiological mechanisms underly-
ing PH has significantly improved over the past decade.
Three pathways seem to play a key role in the development
of PH: endothelin, angiopoietin, and nitric oxide synthase
(NOS). 17-19 The endothelial dysfunction seen in PH is asso-
ciated with an imbalance between endothelium-derived
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Abbreviations and Acronyms

CTEPH = chronic thromboembolic pulmonary
hypertension

eNOS = endothelial nitric oxide synthase

ET = endothelin

iNOS = inducible nitric oxide synthase

NOS = nitric oxide synthase

PA = pulmonary artery

PBS = phosphate-buffered saline

PCNA = proliferating cell nuclear antigen

PH = pulmonary hypertension

PTE = pulmonary thromboendarterectomy

SMC = smooth muscle cell

TUNEL = terminal deoxynucleotidyl transferase—
mediated dUTP nick end labeling

vasoconstrictor/mitogenic factors and vasodilatator/nonmi-
togenic factors. However, few studies to understand
mechanisms underlying CTEPH had been published. An-
giopoietin-1 expression was found to be increased in pa-
tients with CTEPH, as in various other forms of PH."

We studied the effects of chronic high blood flow to the
lungs in an experimental animal model of aortopulmonary
shunting. We determined whether the effects of high pulmo-
nary blood flow resolved after restoring normal blood flow
to simulate the effects of PTE. We analyzed nitric oxide, en-
dothelin, and angiopoietin pathways to understand patho-
physiologic mechanisms.

MATERIALS AND METHODS

Forty Large White piglets weighing 21 + 3 kg were used. The study
complied with the ‘‘Principles of Laboratory Animal Care,”” developed
by the National Society for Medical Research, and the ‘‘Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals,”” written by the Institute of Labora-
tory Animal Resources and published by the National Institutes of Health
(publication No.86-23, revised in 1985).

Experimental Design

The piglets were randomly allocated to four groups (n = 10 in each
group). The studies were done 5 weeks after performing an aortopulmonary
shunt to increase blood flow into PAs (shunt-open group), 1 week (1-week
shunt-closed group) and 5 weeks (5-week shunt-closed group) after closure
of this shunt, and 5 weeks after PA dissection without shunt in the sham

group.

Surgical Procedures

Aortopulmonary shunt. An aortopulmonary shunt was performed
as previously described by Rendas, Lennox, and Reid.?* An 8-mm diameter
polytetrafluoroethylene bypass was implanted between the ascending aorta
and the main PA. Fractionated heparin was given until harvesting of the
lungs or closure of the shunt to avoid postoperative occlusion of the shunt.
Aortopulmonary shunt closure. The midline sternotomy was re-
opened. After systemic heparinization, the aorta and main PA were partially
clamped on each side of the bypass, which was divided and sutured.
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Hemodynamic Measurements and Lung Harvesting

Pulmonary hemodynamics were measured before the animals were
killed. Aortic blood flow was measured with a flow probe (Transonic Sys-
tems, Inc, Ithaca, NY) placed on the origin of the aorta upstream from the
aortopulmonary shunt. The pulmonary and systemic flow values were mea-
sured downstream from the shunt.

Pressures and blood gases were measured by direct puncture down-
stream from the aortopulmonary shunt. Then, the animal was exsanguinated
and the lungs rapidly removed from the chest. Patency of the shunt was as-
sessed by direct visual inspection. Biopsy specimens weighing 300 to 500
mg from the left upper lobe were snap-frozen in liquid nitrogen and stored
at —70°C or left to fix in 4% paraformaldehyde solution.

Light Microscopy and Morphometry
Fixed lung sections were processed by standard histologic techniques
and embedded in paraffin. We sought to identify 30 to 40 arteries of less
than 200 um in diameter in each piglet. Medial thickness (MT) was calcu-
lated as followes:
%MT = (ED—ID) X 100/ED
Where ED = external diameter and ID = internal diameter.

Evaluation of In Situ PA-Smooth Muscle Cell (SMC)

Death and Proliferation and Collagen Accumulation

To assess the PA-SMC proliferation, we evaluated the proliferating cell
nuclear antigen (PCNA). Tissue sections were deparaffinized in xylene, fol-
lowed by treatment with a graded series of alcohol washes, rehydratation in
phosphate-buffered saline (PBS) (pH 7.5), and then incubated with target
retrieval solution (Dako, Trappes, France) into a water bath at 90°C for
20 minutes. Endogenous peroxidase activity was blocked with H,O, in
PBS (3% vol/vol) for 5 minutes. Slides were then washed in PBS and incu-
bated for 30 minutes in a protein-blocking solution consisting of PBS sup-
plemented with 3% bovine serum albumin. The slides were subsequently
incubated for 30 minutes with anti-PCNA mouse monoclonal antibody
(PC-10, 1:200, Dako, Trappes, France). Antibodies were washed off and
the slides were processed with the alkaline phosphatase LSAB+ system-
HRP detection kit (DAKO, Carpinteria, Calif). Brown color was generated
by using a diaminobenzidine substrate and nuclei were counterstained with
hematoxylin.

Detection of cells undergoing apoptosis was evaluated by the ApopTag
Red In Situ Apoptosis Detection Kit (Qbiogene, Illkirch, France), as spec-
ified by the manufacturer.

So that collagen accumulation could be assessed, the paraffin-embedded
sections were deparaffinized and stained with Masson trichrome stain.

Assessment of PA reactivity

Pulmonary artery rings were studied as previously described.?' Endothe-
lin-1 (ET-1), sodium nitroprusside, acetylcholine hydrochloride, and indo-
methacin were purchased from Sigma Chemical Company (St Louis, Mo).

Real-Time Quantification by Polymerase Chain

Reaction Assay

Real-time polymerase chain reaction assay was conducted as previously de-
scribed.'? Except for the report gene 18S, angiopoietins, and Tie-2, all the
primers (ET-1, ETA, ETB, endothelial NOS [eNOS], inducible NOS
[iNOS]) were specific porcine primers previously described by Rondelet and
associates.'> Primers for 18S ribonucleic acid, angiopoietins and Tie-2 had
been used previously in our laboratory for human experimentation and were
designed on Primer Express software (Applied Biosystems, Foster City, Calif).

Assay of Lung Phosphodiesterase 5 Activity
Phosphodiesterase 5 assays were carried out from frozen lung tissue
according to established procedures.”*
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TABLE 1. Changes in hemodynamic variables and blood gas levels induced by opening and by closing an aortopulmonary shunt

Shunt closed

Sham Shunt open One week Five weeks
Weight (kg) 24 +4 28+3 46 £ 8 40+ 6
HR (beats/min) 98 +4 89 +3 89 +9 89 +9
Q(L - min") 24+0.14 3.3 £0.3*% 2.14 £ 0.6%1 2.2 £0.27F
Mean SAP (mm Hg) 55+3 51+4 51+£3 57+4
Mean PAP (mm Hg) 10.1 £ 0.5 15.7 £ 1.2% 10.2 + 2% 10.2 + 1.2t
Pao, (mm Hg) 336.65 £ 18 262 + 19* 282 + 36 367 £ 20t
PA Po, (mm Hg) 41.7+£2.6 472 +£2.7 38.5 + 3% 36.5 + 1.6t

HR, Heart rate; Q, cardiac outflow; SAP, systemic arterial pressure; PAP, pulmonary arterial pressure; Pao,, systemic Po,; PA Po,, pulmonary artery Po,. *P < .05 sham group vs

shunt-open group. {P < .05 shunt-open group vs 5-week shunt-closed group. {P < .05 shunt-open group vs 1-week shunt-closed group.

Statistical Analysis

All results are reported as means == SEM. The Kolmogorov—Smirnov test
was applied to test for normality of the distribution of each variable. One-
way analysis of covariance was performed using the weight of the piglets
as the covariate, followed by Fisher’s test for between-group comparisons.
All statistical analyses were performed using Statview IV software (Abacus
Concepts, Berkeley, Calif).

RESULTS
Effect of the Aortopulmonary Shunt on
Hemodynamic Variables

None of the piglets died during or after the surgical proce-
dures. The animals in the shunt-closed groups were kept lon-
ger than animals in the other two groups and therefore had
a greater mean weight gain. Aortography performed before
the animals were killed showed that the shunt was patent
in piglets from the shunt-open group and occluded in piglets
from the shunt-closed groups. As summarized in Table 1,
cardiac output and mean PA pressure were elevated in the
shunt-open group. Heart rate and mean arterial pressure
were not significantly changed after 5 weeks of shunting.
Cardiac output and mean PA pressure returned to sham
values 1 and 5 weeks after shunt closure, and no changes
were found in heart rate and mean arterial pressure. As ex-
pected PA Po, was increased in the shunt-open group com-
pared with the sham group; PA Po, in the shunt-closed
groups was not significantly different from that in the
sham group. The pulmonary/systemic flow values were sim-
ilar in the shunt-open groups.

Pulmonary Vascular Remodeling

In the sham group, medial wall thickness of PAs less than
200 pum in diameter was 35.9% =+ 0.8%. Five weeks after
shunt creation, distal vascular remodeling was visible as
a significant increase in medial wall thickness when com-
pared with sham values (55.6% =+ 1.2% vs 35.9% =+
0.8%; P < .001). Decrease in distal medial thickness fol-
lowed closure of the shunt at 1 week (50% =+ 1.4% vs
55.6% 4+ 1.2%; P = .062) and 5 weeks (40.9% + 1% vs
55.6% =+ 1.2%; P < .001), respectively. Medial thickness
values returned to near sham values after 5 weeks of closure
of the shunt (Figures 1A and 1B).
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Proliferating cell nuclear antigen labeling demonstrated
a proliferation of SMCs in the distal PA wall in shunted
animals. As early as 1 week after shunt closure, the number
of PCNA-positive cells decreased markedly and returned to
sham values (22.4% =+ 15% vs 6% + 9%; P < .05).
Conversely, the number of apoptotic cells as detected by
terminal deoxynucleotidyl transferase—mediated dUTP
nick end labeling (TUNEL) in PA walls in the shunted group
was similar to that in the sham group (6.6% =£ 6% vs 9.2%
+ 10%; P = not significant), peaked at 1 week after the
shunt closure, and then returned toward sham values at
5 weeks after shunt removal (23.1% =4 18% vs 9.5% =+
9%; P < .05). Collagen accumulation around the PAs was
not different between groups (Figures 2A and 2B).

Pulmonary Vascular Reactivity and Endothelial
Function (Figure 3)

Contraction of PA rings in response to phenylephrine was
not significantly different in the four groups. Incubation of
arteries with increasing doses of ET-1 induced dose-depen-
dent contraction that was similar in the shunt-open, 1-week
shunt-closed, and sham groups. In the 5-week shunt-closed
group, however, maximal contraction induced by ET-1 was
significantly lower than in the sham group (1722 mg vs 2380
mg; P = .019), although median effective concentration
values were not significantly different.

The relaxation response to sodium nitroprusside was not
affected by aortopulmonary shunt creation or occlusion.
Aortopulmonary shunting was followed by a decrease in
maximal relaxation to acetylcholine (51.9% =+ 5.42% vs
66.8% £ 6.6%; P = .045). Maximal relaxation to acetyl-
choline was not restored 1 week after closure of the shunt
(52.1% £4.62% vs 51.9% £ 5.42%; P = .97) but returned
to normal values at 5 weeks (67.6% =+ 5.4% vs 66.8% =+
6.6%; P = .93). Median effective concentration values
were unchanged.

Expression of Genes Involved in the ET-1, NOS, and
Angiopoietin-1 Pathways

Increased lung blood flow induced an increase in ET-1,
ETA, angiopoietin-1, angiopoietin-2, and Tie-2 mRNA
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FIGURE 1. A, Morphometry (X400) of pulmonary arteries of less than 150-um diameter in the sham group, the shunt-open group, and the shunt-closed
groups. The percentage of medial thickness was the highest in the shunt-open group (P < .05). Medial thickness started to decrease after 1 week of shunt
closure and raised a decrease of 75% after 5 weeks of shunt closure (P < .001). B, Box plot of the percentage of medial thickness of small pulmonary arteries
(<150 um) in the sham (35.9% = 0.8%), shunt-open (55.6% =+ 1.2%), 1-week shunt-closed (48.7% =+ 1%), and 5-week shunt-closed (40.9% =+ 1%)

groups. MT, Medial thickness; ED, external diameter; /D, internal diameter.

levels, without changes in steady-state levels of ETB or iNOS
(Figures 4 and 5). For eNOS, mRNA levels were higher in the
shunt-open group than in the sham group, whereas protein
contents in lung tissue were not different (data not shown).

One week after shunt closure, ET-1, ETA, angiopoietin-1,
angiopoietin-2, and Tie-2 mRNA levels returned to normal
values. The normalization of morphometric parameters as
seen 5 weeks after the shunt closure was preceded by a de-
crease of all overexpressed gene mRNA.
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Five weeks after closure of the aortopulmonary shunt, we
observed an increase of ETB mRNA levels and a paradoxical
increase of normalized ET-1 mRNA levels (Figure 4).

Phosphodiesterase 5 Activity

To determine whether the decrease in endothelium-de-
pendent relaxation was related to an increase in phosphodi-
esterase 5 activity induced by high blood flow, we measured
phosphodiesterase 5 activity in lung tissue from piglets in all
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FIGURE 3. Vasoconstriction to endothelin-1 and relaxation to acetylcholine of PA rings from the sham group, the shunt-open group, and the shunt-closed
groups. Aortopulmonary shunting induced a decrease in maximal relaxation to acetylcholine (51.9% =+ 5.42% vs 66.8% =+ 6.6%: P = .045). Five-week
shunt closure was associated with recovery of the maximal relaxation to acetylcholine (67.6% =+ 5.4% vs 66.8% =+ 6.6%; P = .93), whereas its remains
unchanged 1 week after shunt closure. In the 5-weeks shunt-closed group, ET-1-induced maximal contraction was lower than in the sham group (1722

mg vs 2380 mg, P = .019). PA, Pulmonary artery; ET-1, endothelin-1.

groups. Phosphodiesterase 5 activity was not affected by
creation or closure of the shunt (data not shown).

DISCUSSION

This study showed that 5 weeks of aortopulmonary shunt-
ing induced pulmonary vasculopathy manifesting as medial
thickness of the distal PAs owing to SMC proliferation, im-
paired endothelium-dependent vasorelaxation, and increase
of ET-1, ETA, angiopoietin-1, angiopoietin-2, and Tie-2 ex-
pression in lung parenchyma. This study also demonstrates
for the first time that after shunt closure, in the early phase
(1 week), we observed a normalization of gene expression
and later (5 weeks) a decrease of distal PA medial thickness,
a normalization of endothelium-dependent vasorelaxation,
and an increase of ETB expression.

After pulmonary embolism, the unobstructed lung terri-
tory is exposed to chronic high blood flow owing to redis-
tribution of the cardiac output.®’ This overflow induces

a progressive increase of PA pressure and shear stress
owing to a distal PA vasculopathy. We also speculate that
the long-term improvement in pulmonary vascular resis-
tance seen after PTE in humans may reflect resolution of
flow-induced arterial disease. Similarly, in patients with se-
vere CTEPH, extensive PA lesions induced by overflow
may result in failure of PTE to lower pulmonary vascular
resistance and, therefore, in increased postoperative morbid-
ity and mortality.®® Our model of aortopulmonary shunting
had been previously used as a model of lung disease associ-
ated with congenital heart disorder.'? Because it was not as-
sociated with chronic ischemic lung territories, this model
neglected the potential effect of these territories on the non-
ischemic lung territories. However, this model adequately
reproduces functional vascular changes seen in the unob-
structed territories of patients with CTEPH. Indeed, as in
humans, the aortopulmonary shunting induced a high
pulmonary blood flow and increased PA pressure. To assess

FIGURE 2. A, Evaluation of in situ PA-SMCs death as assessed by TUNEL (e-h), PA-SMC proliferation by PCNA coloration (a—d), and collagen accu-
mulation by Masson trichrome staining (i-1) in the shunt-open, 1-week shunt-closed, 5-week shunt-closed, and sham groups (X400). Positive cells in TUNEL
and PCNA staining are colored in brown. Collagen is colored in blue by Masson trichrome staining. PA wall thickness in the shunt-open group is related to the
proliferation of SMCs (b) without intravascular collagen accumulation (j). The decrease of PA medial thickness observed 5 weeks after the shunt closure
started at 1 week with a decrease of PCNA-positive cells (c) and increased TUNEL-positive cells (g). PA, Pulmonary artery; SMC, smooth muscle cell;
TUNEL, terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labelling, PCNA, proliferating cell nuclear antigen. B, Percentage of PCNA- and
TUNEL-positive cells in the wall of distal PAs for all groups of piglets. There is an SMC proliferation in the wall of distal PAs in the shunt-open group
that stopped at the shunt closure. SMC apoptosis increased 1 week after the shunt closure and returned to normal value 5 weeks after the closure. PA, Pulmonary
artery; SMC, smooth muscle cell; TUNEL, terminal deoxynucleotidy! transferase-mediated dUTP nick end labelling, PCNA, proliferating cell nuclear antigen.
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FIGURE 4. Quantification of endothelin-1 (ET-1) and its receptors (ETA and ETB) mRNAs in lung parenchyma by reverse-transcriptase polymerase chain
reaction. High flow in the lungs induced increases in ET-1 and ETA mRNAs but did not change steady-state level of ETB. Shunt closure was followed by early
(1 week) decrease in ET-1 and ETA mRNA levels. ETB mRNA level increased secondarily 5 weeks after the shunt closure.

possible therapeutic targets to treat this overflow-induced
vasculopathy, we first investigated the mechanism of
changes in pulmonary vascular wall thickness after shunt
establishment and closure.

In patients with CTEPH, Moser and Braunwald® had
already reported marked structural changes of chronic PH
in the open PAs. This high flow—induced vasculopathy is
due to high pressure and high shear stress related to the re-
distribution of the cardiac outflow toward the unobstructed
PA bed.” This distal vasculopathy contributes as well as
the proximal occlusion of PAs to the elevated pulmonary
vascular resistance. Indeed, in our animal model, the over-
flow pulmonary vasculopathy, as induced by 5-week aorto-
pulmonary shunting, was associated with increased medial
thickness of distal PAs related to SMC proliferation as
showed by PCNA labeling. These findings are similar to
the vascular remodeling reported in unobstructed territories
of patients with CTEPH,® suggesting thus that the overflow,
with the increase of the shear stress that it induces, can be re-

sponsible for the vascular remodeling. This remodeling is
then associated with the progressive increase of PA resis-
tances. We also found that 1 week after PA flow normaliza-
tion, the SMC proliferation decreased whereas apoptosis, as
assessed by TUNEL, increased markedly. This imbalance
between SMC proliferation and apoptosis was not associated
with alteration of vascular collagen accumulation.

High blood flow in the lungs was associated with an in-
crease in ET-1 and ETA levels in lung tissue. ET-1 is a potent
vasoconstrictor and mitotic peptide for vascular SMCs. ET-1
overexpression has been found in animal studies of flow-
induced PH'?"'* and in patients with primary PH.'"'® ET-1
overproduction is probably a response to stimuli such as
shear stress resulting from arterial pressure elevation.”’
One week after shunt closure, lung ET-1 and ETA levels
break, whereas PA remodeling still persists. However, 5
weeks after shunt closure, the normalization of PA wall
thickness was associated with restoration of lung ET-1 syn-
thesis. These data suggest that ET-1 may be involved in the
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FIGURE 5. Quantification of angiopoietin-1, angiopoietin-2 and Tie-2 mRNA levels in the lung parenchyma from sham, shunt-open, and shunt-closed
groups. High flow in the lungs induced an increase in angiopoietin-1, angiopoietin-2, and Tie-2 mRNA levels. Tie-2 mRNA level increased whereas the an-
giopoietin-1/angiopoietin-2 ratio remained the same. Shunt closure was followed by a decrease of expression of these genes.
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development and resolution of flow-induced lung vessel
disease.

Rondelet and associates'” reported that ET-1 inhibition by
the ETA/ETB antagonist bosentan prevented pulmonary
vascular remodeling in a piglet model of high flow—induced
pulmonary vasculopathy. Interestingly, in our model, when
flow was returned to normal by closing the shunt, ETB over-
expression in lung tissue occurred, whereas ETA expression
returned to sham values. ETB is selectively found in the dis-
tal PA bed,** both on SMCs and on endothelial cells.>> SMC
ETB mediates the same signals as ETA, inducing vasocon-
striction and mitosis. In contrast, endothelial ETB serves
as a clearance receptor for ET-1 and modulates ET-1 expres-
sion via a negative feedback loop and via the release of ves-
sel relaxants such as nitric oxide.”” As the maximal
contraction of PA ring induced by ET-1 was significantly
lower in the 5-week shunt-closed group than in the sham
group, ETB overexpression after shunt closure may reflect
overexpression of the endothelial subtype rather than of
the SMC subtype. ETB and ET-1 expressions follow the
same evolution. This suggests that ETB may play a role in
the control of ET-1 clearance and consequently may contrib-
ute to the regression of the distal arterial abnormalities in-
duced by high flow.

In our study, eNOS RNA expression increased in the
shunt-open group because of chronically increased shear
stress, whereas endothelium-dependent relaxation of isolated
pulmonary rings, which reflects nitric oxide production, was
impaired. Of several studies investigating high-flow PH
and eNOS expression,'>'>?°?% only one'® found increased
eNOS protein levels; this increase was not found in lung
homogenate but instead in fifth-generation isolated PA cells.
In our model, the decrease in endothelium-dependent relax-
ation suggests that flow-induced PH may be related to alter-
ation of the nitric oxide/cyclic guanosine monophosphate
pathway. To investigate this possibility, we measured phos-
phodiesterase 5 activity in lung tissue from piglets with open
aortopulmonary shunt. We found no change in phosphodies-
terase 5 activity. Rondelet and associates® reported that the
phosphodiesterase 5 inhibitor seldinafil induced a partial
improvement in flow-induced PH in piglets. These results
suggest that alteration of the nitric oxide/cyclic guanosine
monophosphate pathway may result from deterioration in
eNOS activity and/or in nitric oxide stability. After shunt
closure, endothelium-dependent relaxation of isolated PA
rings returned gradually to normal, indicating improved
matching of nitric oxide production to the number of SMCs.

Angiopoietin-1 is a peptide that contributes to lung vessel
development by recruiting and promoting the division of
vascular SMCs." Angiopoietin-1 and Tie-2 overexpres-
sions were found in lung parenchyma from patients with
PH." Thus, angiopoietin-1 may contribute to the excessive
muscularization of distal PAs that characterizes PH. In our
study, angiopoietin-1 and Tie-2 expressions increased after
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shunt opening and decreased after shunt closure. However,
angiopoietin-2 expression followed angiopoietin-1 and
Tie-2 expressions. Indeed, angiopoietin-2 blocks the angio-
poietin-1/Tie-2 signal, resulting in a loosening of the tight
vascular structure.’® Altough angiopoietin-2 expression in-
creased in the shunt-open group and then decreased after
the closure of the shunt, the rate angiopoietin-1/angiopoie-
tin-2 remained the same in the four groups whereas Tie-2
was overexpressed in the shunt-open group and returned
to normal in the shunt-closed groups. Thus, our results sup-
port that angiopoietin pathway may contribute to this vascu-
lar remodeling.

CONCLUSION

Flow-induced PA disease is associated with the increase
of ET-1 and Tie-2 expressions in the lung parenchyma.
Shunt closure to replicate the effects of PTE on nonob-
structed lung territories was followed by normalization of
ET-1 and Tie-2 expression and then gradually by resolution
of the arterial abnormalities. These peptides hold promise as
targets for treatments designed to improve PA disease in pa-
tients with CTEPH at risk of persistent PH after PTE.
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Les conclusions de notre deuxieme étude nous ont amenés a voir I’endothéline-1 comme
une cible thérapeutique potentielle pour le traitement de la vasculopathie pulmonaire
distale induite par '’hyper-débit. Nous avons montré que I'arrét de '’hyperdébit
provoquait une régression progressive de cette vasculopathie sans toutefois atteindre
les valeurs normales au bout de 5 semaines. Les 1ésions microvasculaires pulmonaires
des patients atteints d’'HTPPE grave avec des RPT élevées participeraient a la
persistance de ’hypertension pulmonaire malgré une TEP anatomiquement
satisfaisante (11). L'utilisation d’'un médicament accélérant la régression de cette
vasculopathie pourrait améliorer le résultat de la chirurgie dans certains cas particuliers
(76). Les antagonistes de I’endothéline-1 sont couramment utilisés dans le traitement de
I'HTP pour leur effet sur les résistances vasculaires pulmonaires (100). L’hypothese
testée dans ce travail est I'accélération de la régression de la vasculopathie pulmonaire
d’hyper-débit par la prescription d’'un antagoniste du récepteur A (ETA) de
I’endothéline-1. Nous avons choisi un antagoniste sélectif de I'ETA car les résultats de la
I'étude précédente montraient une surexpression d’ETB apres 5 semaines de fermeture

du shunt soulignant son possible role bénéfique sur la régression de la vasculopathie.

3 groupes de 5 cochons sont comparés apres 5 semaines de shunt aorto-
pulmonaire. Le premier groupe est étudié apres 5 semaines de shunt, le deuxieme
groupe est étudié apres une semaine d’arrét du shunt et le troisieme groupe est étudié
apres une semaine d’arrét du shunt entouré de 15 jours de traitement par un anti-ETA.

Ces groupes sont comparés a un groupe Sham.
1. Résultats

a. Hémodynamique

Le groupe étudié shunt ouvert a un débit cardiaque plus élevé que les autres. Il n’y a pas
de différence hémodynamique entre les groupes shunt fermé avec ou sans antagoniste

de 'ETA.

b. Remodelage vasculaire pulmonaire

Il existe un épaississement de la média des artérioles pulmonaires de moins de 200
microns apres 5 semaines de shunt aorto-pulmonaire. L’épaisseur de la média diminue

une semaine apres la fermeture du shunt mais reste bien supérieure aux valeurs du
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groupe sham. Chez les animaux recevant 'antagoniste de 'ETA, I'épaisseur de la média

des artérioles pulmonaires est identique a celle des animaux sham.

Avec ou sans traitement par antagoniste de 'ETA, la régression de I'épaisseur de la
média se fait par arrét de la prolifération des cellules musculaires lisses et augmentation

de leur apoptose (immunomarquage par PCNA et TUNEL).

c. Expression des génes des voies ET-1 et Angiopoiétine au sein du

parenchyme pulmonaire

Nous avons confirmé ce que nous avons montré au cours de 1‘étude précédente.
L’hyperdébit provoque une surexpression d’'ET-1, ETA, Ang-1 et Tie2. L’expression de
ces genes se normalise une semaine apres la fermeture du shunt. L’expression des genes
ETA, Ang-1 et Tie2 suit la méme évolution dans le groupe traité par antagoniste de
I'ETA, seule I'expression d’ET-1 reste plus élevée que la normale. Notre hypothese est

qu’il s’agit d’'un feed-back négatif dii au traitement anti-endothéline.

2. Conclusion

Nous avons de nouveau montré que 'ET-1 et son récepteur ETA jouaient un réle dans le
développement d’une vasculopathie pulmonaire distale d’hyperdébit telle qu’on peut la
voir dans les territoires non obstrués de 'HTPPE. Nous avons mis en évidence une
normalisation de 'expression génique d’ET-1, ETA, Ang-1 et Tie2 associée a une
régression incomplete du remodelage vasculaire pulmonaire une semaine apres l'arrét
de ’hyperdébit. En ajoutant, a I'arrét de I'hyperdébit, un traitement par un antagoniste
de 'ETA, nous avons observé une accélération de la régression des lésions histologiques
avec une normalisation de I'épaisseur de la média des artérioles pulmonaires de moins
de 200 microns de diameétre. Un tel traitement pourrait avoir une utilité chez des
patients atteints d’"HTPPE avec des RPT élevées et une atteinte micro-vasculaire
prédominante en préparation a la TEP. Cependant, nous n’explorons avec notre modeéle
qu’'uniquement les territoires non obstrués sans inclure les modifications micro-

vasculaires des territoires obstrués et I’éventuelle interaction entre ces deux territoires.
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Endothelin A receptor blockade improves regression of flow-induced
pulmonary vasculopathy in piglets

Olaf Mercier, MD,* Edouard Sage, MD,” Mohammed Izziki, PhD,” Marc Humbert, MD, PhD,"
Philippe Dartevelle, MD," Saadia Eddahibi, PhD," and Elie Fadel, MD, PhD"

Objectives: In patients with chronic thromboembolic pulmonary hypertension, high flow in unobstructed lung
regions may induce small-vessel damage responsible for persistent pulmonary hypertension after pulmonary
thromboendarterectomy. In piglets, closure of an experimental aortopulmonary shunt reverses the flow-
induced vascular lesions and diminishes the elevated levels of messenger RNA (mRNA) expression for
endothelin-1 and endothelin receptor A (ETA). We wanted to study the effect of the ETA antagonist TBC
3711 on reversal of flow-induced pulmonary vascular lesions.

Methods: Twenty piglets were studied. In 15 piglets, pulmonary vasculopathy was induced by creating an aor-
topulmonary shunt. After 5 weeks of shunting, some animals were studied (n = 5); others underwent shunt clo-
sure for 1 week with (n = 5) or without (n = 5) TBC3711 treatment. Anti-ETA treatment started 1 week before
and ended 1 week after the shunt closure. The controls were sham-operated animals (n = 5).

Results: High blood flow led to medial hypertrophy of the distal pulmonary arteries (54.9% 4 1.3% vs 35.3% +
0.9%; P < .0001) by stimulating smooth muscle cell proliferation (proliferating cell nuclear antigen) and in-
creased the expression of endothelin-1, ETA or endothelin receptor type A or endothelin receptor A, angiopoietin
1, and Tie2 (real-time polymerase chain reaction). One week after shunt closure, gene expression levels were nor-
mal and smooth muscle cells showed increased apoptosis (terminal deoxynucleotidyl transferase—mediated dUTP
nick end labeling) without proliferation. However, pulmonary artery wall thickness returned to control values
only in the group given TBC3711 (33.2% =+ 8% with and 50.3% =+ 1.3% without; P < .05).

Conclusions: Anti-ETA therapy accelerated the reversal of flow-induced pulmonary arterial disease after flow
correction. In patients with chronic thromboembolic pulmonary hypertension and severe distal pulmonary vas-
culopathy, anti-ETA agents may prove useful for preventing persistent pulmonary hypertension after pulmonary

thromboendarterectomy. (J Thorac Cardiovasc Surg 2010;140:677-83)

Chronic thromboembolic pulmonary hypertension (CTEPH)
is due to partial obstruction of the pulmonary arterial tree by
organized clots, which increase the pulmonary vascular resis-
tance (PVR), leading to progressive pulmonary hypertension
(PH) and right heart failure.' The main treatment is pulmo-
nary thromboendarterectomy (PTE), which provides long-
term hemodynamic and functional benefits and increases
life expectancy.” However, PTE is associated with a 10%
mortality rate related chiefly to persistent PH despite
removal of the thrombotic material.>* Persistent PH may
reflect the existence of lesions in small precapillary vessels
that are not accessible to surgery.® Histopathologic studies
show microvascular changes similar to those seen in idio-
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pathic PH and Eisenmenger syndrome.”” These distal
lesions in the unobstructed territories may contribute to the
progression of the hemodynamic abnormalities and
symptoms in the absence of further pulmonary embolism.' "'

Compared with acute pulmonary embolism, CTEPH with
a similar degree of vascular obstruction is associated with far
higher PVR values as assessed by lung perfusion scanning.”
In patients with CTEPH, the unobstructed territories are
chronically exposed to high blood flow owing to cardiac out-
put redistribution.'®'? This high blood flow may contribute
to increase the PVR,'? inasmuch as chronic high flow causes
distal arteriopathy with vascular remodeling”"'* similar to
that found in primary PH.">' As a result, alterations
develop in the distal pulmonary arteries, adding to the
PVR increase induced by the proximal occlusion. Greater
severity of the microvascular disease is associated with
higher PVR values, which in turn predict higher mortality
after PTE.® We have developed a piglet model of pulmonary
vasculopathy induced by high blood flow to the lungs
through an aortopulmonary shunt left open for 5 weeks.
There was no chronic pulmonary artery obstruction in our
model, which therefore does not provide any information
about potential effects of chronically occluded territories
on nonoccluded territories. However, our model replicates
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Abbreviations and Acronyms

Ang-1 = angiopoietin-1

CTEPH = chronic thromboembolic pulmonary
hypertension

ET-1 = endothelin-1

ETA = endothelin receptor type A

ETB = endothelin receptor type B

mRNA = messenger RNA
PA-SMC = pulmonary artery smooth muscle cell

PCNA = proliferating cell nuclear antigen
PH = pulmonary hypertension

PTE = pulmonary thromboendarterectomie
PVR = pulmonary vascular resistance

RT-PCR = real-time polymerase chain reaction
TUNEL = terminal deoxynucleotidyl transferase—
mediated dUTP nick
end labeling

the functional vascular changes seen in the nonoccluded ter-
ritories of patients with CTEPH.?® We?! previously reported
that the shunt induced thickening of the media of small pul-
monary arteries (<200 um in diameter) and overexpression
of endothelin-1 (ET-1), endothelin receptor type A (ETA),
angiopoietin-1 (Ang-1), and Tie2. One week after shunt clo-
sure, we found normal expression of mRNAs for ET-1,
ETA, Ang-1, and Tie2 and partial reversal of the medial hy-
pertrophy.?! These data suggest that ET-1 and ETA may
hold promise as therapeutic targets in patients with severe
distal microvascular disease in unobstructed territories.
Treatments targeting ET-1 have been used in other forms
of PH. However, there is no evidence that ET-1 antagonist
treatment given before PTE improves postoperative out-
comes in patients with severe distal vascular changes.

The objective of this study was to evaluate the effects of
the selective ETA antagonist TBC3711 on reversal of
flow-induced pulmonary vasculopathy after shunt closure
in our piglet model.

MATERIALS AND METHODS

We studied 20 Large White piglets weighing 21 + 3 kg. The study com-
plied with the National Institutes of Health ‘‘Guidelines for the Care and
Use of Laboratory Animals’’ and was approved by the institutional commit-
tee on animal welfare.

Experimental Design

Twenty piglets were randomly allocated to 4 groups of 5. An aortopul-
monary shunt was created in 3 groups to increase the blood flow to the
pulmonary arteries. After 5 weeks of shunting, the animals in 1 of these
groups were humanely killed (high-flow group) and those in the other 2
groups underwent shunt closure and then were humanely killed 1 week later.
Of these 2 shunt-closure groups, 1 was untreated and killed 1 week after
shunt closure (flow-correction group) and the other was treated with the se-
lective ETA antagonist TBC3711 (flow-correction plus anti-ETA group),

which was started 1 week before shunt closure and continued until 1
week after shunt closure, when the animals were killed. The animals in
the fourth group were killed 5 weeks after a sham operation consisting in
dissection of the pulmonary artery (sham group).

Previous in vitro studies in humans and piglets have established that
TBC3711 is a selective ETA amtagonist.zz’23 We used TBC3711 capsules
in 2 daily oral doses of 11 mg - kg™ for 2 weeks.”>

Surgical Procedures

An aortopulmonary shunt was created and closed as previously
described.?!

Hemodynamic measurements and lung harvesting. Pul-
monary hemodynamic variables, aortic blood flow, pressures, and blood
gases were measured as previously described.?!

Biopsy specimens weighing 300 to 500 mg were taken from the left up-
per lobe, snap-frozen in liquid nitrogen, and stored at —70°C or fixed in 4%
paraformaldehyde solution.

Light microscopy and morphometry. Fixed lung sections
were processed by standard histologic techniques and embedded in paraffin.
‘We sought to identify 30 to 40 arteries measuring less than 200 um in diam-
eter in the lung specimens from each piglet. Media thickness (MT) was
calculated as follows: %MT = (ED—ID/ED) - 100, where ED is the exter-
nal diameter and ID the internal diameter.

In situ evaluation of smooth muscle cell death and
proliferation and of collagen accumulation. We evaluated
the proliferation of pulmonary artery smooth muscle cells (PA-SMCs) by
labeling the proliferating cell nuclear antigen (PCNA).>' Cells undergoing
apoptosis were detected with the ApopTag Red In Situ Apoptosis Detection
Kit (Qbiogene, Illkirch, France). To assess collagen accumulation, we
deparaffinized paraffin-embedded sections and stained them with Masson
trichrome stain.

Real-time quantification by polymerase chain reaction
assay (RT-PCR). RT-PCR assays were conducted as previously
described.'® The primers for ET-1, ETA, and endothelin receptor type B
(ETB) were the specific porcine primers previously described by Rondelet
and associates.'® For Ang-1, Tie2, and 18S RNA, we used primers designed
on Primer Express software (Applied Biosystems, Foster City, Calif).

Statistical Analysis

All results are reported as means + standard error of the mean. The
Kolmogorov—Smirnov test was used on each variable to determine whether
the values were normally distributed. One-way analysis of covariance was
performed using the weight of the piglets as the covariate, followed by
Fisher’s test for between-group comparisons. All statistical analyses were
performed with Statview IV software (Abacus Concept, Berkeley, Calif).

RESULTS

The animals in the 2 flow-correction groups were kept 1
week longer than the animals in the high-flow and sham
groups and, accordingly, exhibited higher mean weights
when humanely killed (34 + 5 kg and 40 £ 8 kg in the
flow-correction groups with and without anti-ETA treatment,
respectively, and 25 &+ 3 kg and 27 £ 4 kg in the high-flow
and sham groups, respectively).

Effect of the Aortopulmonary Shunt on
Hemodynamic Variables

Compared with the sham-operated animals, animals in the
high-flow group had higher values for cardiac output (3.4 &
0.4 L/min vs 2.1 £ 0.16 L/min) and mean pulmonary artery
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TABLE 1. Changes in hemodynamic variables

Sham High flow Flow correction Flow correction+ anti-ETA
Weight (kg) 25+3 27 £ 4 41+7 34+5
HR (beats/min) 95+5 90 +2 90 + 8 90 £ 16
Q (L/min) 2.1 £0.16 3.4 £ 04* 2.2 £+ 0.6} 1.67 + 0.2}
Indexed Q (mL - min~' - kg ™) 90 + 26 118 + 36* 45 £+ 107 49 + 141
mSAP (mm Hg) 56 £2 52+4 50+4 474+6
mPAP (mm Hg) 102 £0.5 159 £ 1.2%* 10.1 + 2 9 + 3t

ETA, endothelin receptor type A; HR, heart rate; Q, cardiac output; mSAP, mean systemic arterial pressure; mPAP, mean pulmonary arterial pressure. *P < .05 vs sham group.

1P < .05 vs high-flow group. {P < .05 vs sham and high-flow groups.

pressure (15.9 + 1.2 mm Hg vs 10.2 £ 0.5 mm Hg; P < .05)
(Table 1). In both flow-corrected groups, cardiac output and
mean pulmonary artery pressure were similar and returned to
sham values. Heart rate and mean systemic arterial pressure
were similar in all groups.

Pulmonary Vascular Remodeling

Five weeks after shunt creation (high-flow group), media
thickness of pulmonary arteries less than 200 um in diameter
was significantly greater than in the sham group (54.9% =+
1.3% vs 35.3% = 0.9%; P < .001). One week after shunt
closure alone (flow-correction group), media thickness was
nonsignificantly decreased compared with the high-flow
group (50.3% =+ 1.3% vs 54.9% £ 1.3%; P = .062).
When anti-ETA treatment was given, media thickness 1
week after shunt closure was not significantly different
from the value in the sham group (33.2% =+ 8% vs 35.3%
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FIGURE 1. Box plot of the percentage of media thickness of small pulmo-
nary arteries (<200 um) assessed by morphometry (X400) in the sham group
(35.5% = 0.9%), high-flow group (54.9% =+ 1.3%), flow-correction group
(50.3% =+ 1.3%), and flow-correction plus anti-ETA group (33.2% =+
8%). Media thickness returned to sham values 1 week after shunt closure in
the group given anti-ETA therapy. MT, Media thickness; ED, external diam-
eter; ID, internal diameter.

+ 0.9%; P = not significant) (Figure 1). One week after
shunt closure, media thickness had decreased significantly
more in animals that received anti-ETA treatment (P = .001).

PCNA labeling showed PA-SMC proliferation in the dis-
tal arteries in the high-flow group (22.6% =+ 14% vs 6.4%
4 9% in the sham group; P < .05), with a return to sham
values 1 week after shunt closure. Conversely, the number
of apoptotic cells detected by terminal deoxynucleotidyl
transferase—mediated dUTP nick end labeling (TUNEL) in
pulmonary arterial walls was not significantly different
between the high-flow group and the sham group (6.9% =+
5% vs 9.4% =+ 10%; P = not significant) but was signifi-
cantly higher in the flow-correction group than in the sham
group (23.2% =+ 16% vs 9.4% =+ 10%; P < .05). Flow-
correction plus anti-ETA treatment was associated with
decreased PA-SMC proliferation (5.9% + 6% vs 22.6%
+ 14% PCNA-positive cells; P < .05) and with an increase
in apoptotic PA-SMCs (17.7% =+ 9% vs 9.4% =+ 10%;
P < .05). PCNA and TUNEL labeling were similar in both
flow-correction groups. Collagen accumulation around the
pulmonary arteries was not different across groups
(Figures 2 and 3).

Expression of Genes Involved in the ET-1 and Ang-1
Pathways (Figures 4 and 5)

Compared with the sham group, the high-flow group had
higher mRNA levels for ET-1, ETA, Ang-1, and Tie2; there
was no difference for steady-state ETB mRNA.

ETA, Ang-1, and Tie 2 mRNA levels were not signifi-
cantly different from the sham values in either of the flow-
correction groups. ET-1 expression in the flow-correction
group was also similar to the sham value. In the flow-
correction plus anti-ETA group, ET-1 expression was lower
than in the high-flow group but higher than in the sham group.

DISCUSSION

In a model of flow-induced pulmonary vasculopathy in-
duced by 5 weeks of aortopulmonary shunting, the distal arte-
rial medial hypertrophy resulting from smooth muscle cell
proliferation and the overexpression of ET-1, ETA, Ang-1,
and Tie2 in the lung parenchyma showed greater improve-
ments 1 week after shunt closure in the animals given a selec-
tive ETA antagonist for 2 weeks than in the untreated animals.
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FIGURE 2. Evaluation of in situ proliferation of pulmonary artery smooth muscle cells (PA-SMCs) by PCNA labeling (A, B, C, D) of PA-SMC death by
TUNEL (E, F, G, H) and of collagen accumulation by Masson trichrome staining (I, J, K, L) in the high-flow, flow-correction, flow-correction plus anti-ETA,
and sham groups (X400). Positive cells by TUNEL and PCNA labeling are brown. Collagen is stained blue by Masson’s trichrome. Pulmonary artery medial

hypertrophy in the high-flow group is related to PA-SMC proliferation (B, arrow) without intravascular collagen accumulation (J). The decrease in media
thickness 1 week after shunt closure alone or with anti-ETA was associated with a decrease in PCNA-positive cells (C, D) and with an increase in
TUNEL-positive cells (G, H, asterisk). Anti-ETA therapy was started 1 week before shunt closure and the smaller media thickness value in the group given

anti-ETA indicates that the treatment was effective in diminishing the medial hypertrophy. TUNEL, Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP
nick end labeling; ETA, endothelin receptor type A; PCNA, proliferating cell nuclear antigen.

This finding supports a key role for ET-1 and ETA in the de-
velopment of flow-induced pulmonary vasculopathy.

After pulmonary embolism, the unobstructed lung territory
is exposed to chronic high blood flow owing to redistribution
of the cardiac output.'®'? In patients with severe CTEPH
(defined as very high PVR), extensive distal pulmonary
lesions induced by high blood flow may result in failure of
PTE to lower the PVR and, therefore, in increased

postoperative morbidity and mortality rates.'®'*'* In our
animal model,”! 5 weeks of aortopulmonary shunting led
to hypertrophy of the distal arterial media related to smooth
muscle cell proliferation, as shown by PCNA labeling. We
found that the flow-induced distal vasculopathy was associ-
ated with overexpression of mRNAs for ET-1, ETA, Ang-
1, and Tie2. When we used shunt closure to replicate the
effects of PTE on nonoccluded territories, we found that
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FIGURE 3. Percentage of PCNA and TUNEL-positive cells in the distal pulmonary artery wall in all groups of piglets. PA-SMC proliferation was noted in

the high-flow group but was no longer present 1 week after shunt closure. PA-SMC apoptosis was increased 1 week after shunt closure with or without anti-
ETA therapy. TUNEL, Terminal deoxynucleotidyl transferase—mediated dUTP nick end labeling; ETA, endothelin receptor type A; PCNA, proliferating cell

nuclear antigen. P < .05 vs sham.

the distal vasculopathy improved and the mRNAs for ET-1,
ETA, Ang-1, and Tie 2 returned to sham values within 1
week. Reversal of the vasculopathy was associated with a de-
crease in PA-SMC proliferation and with an increase in PA-
SMC apoptosis. In an earlier study, we’' examined piglets 5
weeks after shunt closure and found a marked improvement
in the distal vascular alterations with no change in the ET-1
pathway but with overexpression of ETB mRNA. We sug-
gested that, in our model, ETB might be involved in control-
ling ET-1 clearance and, consequently, might contribute to
reversal of the flow-induced vasculopathy. This study”'
showed that increased expression of ET-1 mRNA was asso-
ciated with the development of distal pulmonary vasculop-
athy. Indeed, among endogenous vasoconstrictors, ET-1
has one of the strongest and longest lasting effects. Further-
more, ET-1 has been shown to play a pathogenic role in
idiopathic PH, which is characterized by distal vascular
lesions similar to those induced by high blood flow. We
therefore investigated the effect of an ET-1 receptor antago-
nist on reversal of flow-induced vasculopathy after flow
correction. We?! studied a selective ETA antagonist because
of the possible beneficial role of the ETB receptor on reversal
of flow-induced distal vasculopathy.

Administration of an ETA antagonist exerted a substantial
effect on reversal of the flow-induced distal vasculopathy af-
ter flow correction. One week after shunt closure, reversal of
the medial hypertrophy of distal arteries was complete in the
group given the ETA antagonist and incomplete in the un-
treated group. In both groups, reversal of the medial hyper-
trophy after flow correction was due to decreased PA-SMC
proliferation and increased PA-SMC apoptosis. Thus,
medial hypertrophy reversal after flow correction was accel-
erated by treatment with a selective ETA antagonist.

One week after the shunt closure, normalization of ET-1,
ETA, Ang-1, and Tie2 mRNA expressions preceded the nor-
malization of media thickness. This result is consistent with

the key role of ET-1 and Ang-1 in distal pulmonary remod-
eling. ET-1 expression analysis in the group given anti-ETA
therapy could be not strictly accurate inasmuch as ET-1 is
the therapeutic target. Therefore, we hypothesized that the
higher level of ET-1 expression in the group given anti-
ETA therapy could be related to a negative feedback effect.

Over the past decade, several targeted treatments have been
used in patients with PH, including prostacyclin analogs,
endothelin-receptor antagonists, and phosphodiesterase-5 in-
hibitors. Marked structural changes in nonoccluded pulmo-
nary arteries have been reported in CTEPH,” and these
targeted treatments have been used in patients with inoperable
CTEPH. As mortality after pulmonary endarterectomy is
increased in patients with high preoperative and postoperative
PVR, such treatments are also strongly recommended preop-
eratively in patients with severe CTEPH. Data on the efficacy
of endothelin-receptor antagonist therapy in CTEPH are
limited and come mainly from nonrandomized trials. Many
studies®*?” found encouraging results with the ETA/ETB
antagonist bosentan in patients with inoperable CTEPH or
persistent PH after PTE. Right heart catheterization values,
functional status and tests, and pro—brain natriuretic peptide
levels improved significantly with bosentan treatment. In
a multicenter randomized trial comprising a 4-month
parallel-group comparison of bosentan with a placebo, bosen-
tan therapy significantly improved PVR and cardiac index
values.”® A study of patients with inoperable CTEPH diag-
nosed in 2003 or later, that is, after the introduction of targeted
therapies, showed an 82% survival after 1 year and a 70% sur-
vival after 3 years.5 Nevertheless, long-term survival is best
with PTE, which therefore remains the treatment of choice’
These findings are consistent with a key role for distal pulmo-
nary vasculopathy in patients with CTEPH and therefore with
amajor place for treatments targeting the endothelin receptors.

Conceivably, endothelin-receptor antagonist therapy
might prove useful as a bridge to PTE in patients who
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FIGURE 4. Quantification by RT-PCR of the mRNAs for endothelin-1
(ET-1) and its receptors (ETA and ETB) in lung parenchyma. High blood
flow in the lungs increased the expression of ET-1 and ETA mRNAs but
did not change the steady-state level of ETB mRNA expression. One
week after shunt closure, ET-1 and ETA mRNA levels had returned to nor-
mal. Except for ET-1, mRNA levels decreased similarly after flow correc-
tion with and without anti-ETA therapy. The ET-1 level remained
elevated in the anti-ETA group. *P < .05 vs sham. **P< .05 vs 1 week
shunt-closed.

have a high operative risk with very high PVR values (>900
dyn - s - cm ) and moderate proximal artery occlusion as
assessed by pulmonary angiography and thoracic computed
tomography. A discrepancy between high PVR values and
limited proximal occlusion is indirect evidence of major
damage to the distal nonoccluded arterial bed. Our findings
suggest that endothelin receptor antagonist therapy started
before PTE in patients with high-risk CTEPH may acceler-
ate the postoperative reversal of the flow-induced vasculop-
athy, thereby decreasing postoperative mortality.

CONCLUSION

ET-1 and its receptor ETA play a key role in the develop-
ment of flow-induced pulmonary vasculopathy in the nonoc-
cluded pulmonary arterial bed of patients with CTEPH.
Flow correction by aortopulmonary shunt closure to repli-
cate the effects of PTE in patients with CTEPH was followed
by rapid normalization of ET-1 expression and incomplete
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FIGURE 5. Quantification of angiopoietin-1 (Ang-/) and Tie 2 mRNA
levels in lung parenchyma from the sham, high-flow, flow-correction, and
flow-correction plus anti-ETA groups. High blood flow in the lungs in-
creased the expression of angiopoietin-1 and Tie2 mRNAs. Shunt closure
with or without anti-ETA reversed the overexpression of these genes.
ETA, Endothelin receptor type A.

reversal of distal artery medial hypertrophy. When the selec-
tive ETA antagonist TBC3711 was used in addition to flow
correction, reversal of the flow-induced alterations was
accelerated. This ETA antagonist may hold promise for
improving post-PTE outcomes in patients with CTEPH
who have high PVR values, most notably those with moder-
ate proximal occlusion.

We are grateful to Encysive Pharmaceuticals for donating the
TBC3711 used in this study.
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QUATRIEME ETUDE

Role de I'ischémie chronique pulmonaire dans le développement de la
vasculopathie dans les territoires vasculaires pulmonaires non

obstrués.

Papier soumis.
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Une des raisons du manque de connaissances physiopathologiques de 'HTPPE est
'absence a ce jour de modeéle animal validé de la maladie. Il s’agit d’'une maladie
chronique s’installant progressivement dans le temps associant une maladie pulmonaire
complexe a double composantes : la maladie obstructive et le remodelage vasculaire. Le
territoire pulmonaire obstrué et sa reperfusion ont été modélisés et étudiés dans notre

laboratoire [39-41].

Dans les deuxiéme et troisiéme études, nous avons modélisé et étudié le territoire
pulmonaire non obstrué de 'HTPPE. L’hyper-débit chronique induit des lésions micro-
vasculaires a type d’épaississement de la media artérielle. L’ET-1 et son récepteur ETA
sont des cibles thérapeutiques efficaces puisqu’'un antagoniste de I'ETA permet une
accélération de la régression de la vasculopathie pulmonaire d’hyperdébit apres l'arrét

du shunt.

Conscient que le modele d’hyper-débit ne reflete qu’'une partie de la maladie, et ayant
constaté qu’'une pneumonectomie chez un patient n’ayant pas d’"HTP n’entraine pas
d’HTP nous avons comparé un modele d’hyper-débit, (pneumonectomie droite), a un
modele mixte d’hyper-débit et d’obstruction vasculaire pulmonaire (ligature de l'artere

pulmonaire droite) afin d’identifier des phénomeénes d’interaction entre les 2 territoires.
Fort de cette hypothése, nous avons comparé 3 groupes de 10 cochons :
- un groupe de cochons pneumonectomisés a droite (groupe hyper-débit).

- un groupe de cochons dont I'artére pulmonaire droite a été ligaturée (groupe

interaction des territoires).
- un groupe de cochons témoins.

Nous avons pu ainsi pour la premiere fois montrer que 'ischémie chronique du poumon
joue un réle majeur dans le développement des 1ésions de remodelage vasculaire dans

I'HTPPE.
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1. Matériel et méthode

a. Modéle animal

Pour cette étude 30 porcelets seront utilisés. Les porcelets utilisés sont de variété
« large white » et d’'un poids de 22 + 4 kg. Les porcelets ont été répartis de facon

aléatoire dans trois groupes de 10 animaux:
- Groupe pneumonectomie droite (PDte).

Cette pneumonectomie sera réalisée par sternotomie médiane et par section/agrafage

électifs des différents éléments du hile pulmonaire droit.
- Groupe ligature de I'artére pulmonaire droite (LApDte).

La ligature de I'artere pulmonaire droite est réalisée, au fil non résorbable, en intra-

péricardique par sternotomie médiane.
- Groupe témoin.

Ne sera réalisée dans ce groupe qu’une dissection du hile pulmonaire droit par

sternotomie médiane.

Tous les animaux seront sacrifiés apres une période de 5 semaines.

b. Hémodynamique

Au cours des différentes manipulations, I’électrocardiogramme, la fréquence cardiaque
et la saturation artérielle périphérique en oxygene étaient évalués en continu pendant

toute la durée des interventions chirurgicales.

Avant et apres les manipulations a sternum ouvert, les pressions dans l'aorte et dans
I'artere pulmonaire étaient mesurées par ponction directe. Le débit cardiaque (Qc) était
mesuré aux mémes moments par le biais d'un anneau doppler (T 106, Transonic
systems Inc) que 'on disposait autour de la racine aortique. Par ailleurs des gaz du sang
aortique et pulmonaire, par ponction directe, étaient réalisés systématiquement, juste

apres les mesures de pression, apres 15 minutes de ventilation avec une Fi02 100%.

Enfin, les RPT étaient évaluées en calculant le rapport débit-pression.
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c. Etude morphométrique de I'épaississement de la média des
artérioles pulmonaires
L’épaisseur de la média des artérioles pulmonaires était calculée sur les prélevements
pulmonaires inclus en paraffine, coupés et fixés sur lame. Une coloration Hémalun-
Eosine-Safran (HES) était réalisée. La morphométrie des artéres pulmonaires était
réalisée au microscope avec I'optique x400. L’épaisseur de la média (EM=DE-DI ou DI est
le diameétre interne et DE le diametre externe de I'artériole mesurée) était rapportée au

diametre total du vaisseau selon la formule suivante : %EM = (DE-DI)/DE x100.

d. Etude de la vaso-réactivité pulmonaire in vitro

Apres avoir évalué la relaxation et contraction maximales des anneaux d’artere
pulmonaire par le nitroprussiate de sodium et la phényléphrine, I'effet de 'endothéline-

1 et de I'acétylcholine ont été étudiés.

e. Etude de I’expression génique des facteurs de croissance : VEGF,
PDGF, Insuline growth factor (IGF) au sein du parenchyme
pulmonaire gauche.

Cette étude de I'expression de genes du VEGF, PDGF ainsi que de I'IGF est réalisée par
RTQ-PCR.

f. Etude de I'expression des génes des voies ET-1 et NOS : ET-1, ETA,

ETB et NOS-e au sein du parenchyme pulmonaire gauche.

L’étude de I'expression de genes de ET-1, ETA, ETB ainsi que de la NOS-e est faite
également par RTQ-PCR.

2. Résultats

a. Hémodynamique

Les résistances pulmonaires (en unité Wood) du groupe LApDte sont significativement
plus élevées comparé au groupe PDte (10,05+£0,47 vs 7,34+0,38 avec un p=0,0003) mais
aussi comparé au groupe témoin (10,05+0,47 vs 6,48+0,59 avec un p=0,0006). I n’y a
pas de différence entre le groupe PDte et le groupe témoin (7,34+0,38 vs 6,48+0,59 avec
un p=0,23).
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b. Etude morphométrique de I'épaississement de la média des

artérioles pulmonaires.

L’épaississement de la média des artérioles pulmonaires est significativement plus
importante apres ligature de I'artére pulmonaire droite par rapport au groupe PDte
(42,28+1,11 vs 21,83+0,68 avec un p<0,0001) mais aussi par rapport au groupe témoin
(42,28+1,11 vs 22,91+0,65 avec un p<0,0001). Il n’y a pas de différence entre le groupe
PDte et le groupe témoin (21,83+0,68 vs 22,91+0,65 avec un p=0,29).
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c. Etude de la vaso-réactivité pulmonaire in vitro

La relaxation maximale a I’Acétylcholine était significativement moins importante dans
le groupe LApDte par rapport au groupe PDte (60+4,58 vs 83+3,53 avec un p=0,0157).
La différence est aussi significative entre le groupe LApDte et le groupe témoin (60+4,58
vs 91,3345,92 avec un p=0,0139). Il n’y a pas de différence entre les groupes PDte et
Témoin (83+3,53 vs 91,33+5,92 avec un p=0,31)

Les contractions ou relaxations non endothélium dépendantes sont identiques entre les

différents groupes.
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d. Expression des génes des facteurs de croissance angiogéniques

VEGF, PDGF et IGF dans le parenchyme pulmonaire gauche.

L’expression du VEGF est significativement augmentée entre le groupe LApDte et le
groupe PDte (2,026+0,244 vs 1,298+0,151 avec un p=0,0348), entre le groupe LApDte et
le groupe témoin (2,026+0,244 vs 0,5+0,175 avec un p=0,0019) et entre le groupe PDte
et le groupe Témoin (1,298+0,151 vs 0,5+0,175 avec un p=0,0105).
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L’expression du PDGF est significativement augmentée entre le groupe LApDte et le
groupe PDte (2,924+0,28 vs 1,446+0,115 avec un p=0,0012), entre le groupe LApDte et
le groupe témoin (2,924+0,28 vs 0,418+0,147 avec un p<0,0001) et entre le groupe PDte
et le groupe Témoin (1,446+0,115 vs 0,418+0,147 avec un p=0,0006).
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L’expression de I'IGF est significativement augmentée entre le groupe LApDte et le
groupe PDte (2,29+0,387 vs 1,542+0,15 avec un p=0,0342), entre le groupe LApDte et le
groupe témoin (2,29+0,387 vs 0,857+0,225 avec un p=0,0205). Il n'y a pas de différence
entre le groupe PDte et le groupe Témoin (1,542+0,15 vs 0,857+0,225 avec un

p=0,1089).
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e. Expression des genes des voies ET-1 et NOS: ET-1, ETA, ETB et
NOS-e au sein du parenchyme pulmonaire gauche.

Il n’y a aucune différence d’expression de ET-1 entre les différents groupes.
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L’expression de ETA est significativement plus faible dans le groupe LApDte par rapport
au groupe Témoin (0,654+0,132 vs 1,260,208 avec un p=0,0391) et dans le groupe
PDte par rapport au groupe Témoin (0,6625+0,098 vs 1,260,208 avec un p=0,0486). Il

n'y pas de différence entre les groupes LApDte et PDte.
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L’expression de ETB est significativement plus faible dans le groupe LApDte par rapport
au groupe Témoin (0,740+0,1044 vs 1,224+0,1555 avec un p=0,0285) et dans le groupe
PDte par rapport au groupe Témoin (0,740+0,091 vs 1,224+0,1555 avec un p=0,0335).

Il n’y pas de différence entre les groupes LApDte et PDte.
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L’expression de NOS-e est significativement plus faible dans le groupe LApDte par
rapport au groupe Témoin (0,784+0,1026 vs 1,1+0,079 avec un p=0,0409). Il n’y a pas

d’autre différence significative entre les groupes.
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3. Conclusion

Nous avons pu grace a cette étude démontrer pour la premiere fois 'importance de
I'ischémie chronique pulmonaire dans la physiopathologie du remodelage vasculaire

dans 'HTPPE.

Les facteurs de prolifération des cellules musculaires lisses de I'artéere pulmonaire
(VEGF, PDGF et IGF) doivent probablement jouer un role important dans le
développement du remodelage. Par opposition les facteurs endothéliaux (ET-1, ETA,
ETB et NOS-e) semblent étre inhibés dans ce mécanisme d’interaction ischémique
témoignant de la dysfonction endothéliale dans le territoire non obstrué. Cette
dysfonction est également traduite par I'altération de la relaxation endothélium

dépendante.
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DISCUSSION

Notre derniére étude semble démontrer le caractere prépondérant de I'ischémie
chronique dans le développement des 1ésions de remodelage vasculaire rencontrées

dans 'HTPPE.

L’obstruction vasculaire est responsable du développement de la vasculopathie post-
obstructive. Cette vasculopathie obstructive désigne les modifications de la circulation
bronchique et le remodelage vasculaire pulmonaire qui apparaissent apres ischémie

chronique pulmonaire obtenue par obstruction de I'artere pulmonaire.

La formation d’un vaisseau sanguin est sous la dépendance de 3 mécanismes

distincts (103):

- La Vasculogénése ou Néoangiogénese qui est la formation de nouveaux

vaisseaux sous la dépendance des cellules souches circulantes.
- L’Angiogénese qui est le développement de vaisseaux déja existant.

-L’Arteriogénese qui est le remodelage vasculaire permettant une augmentation

du flux sanguin.

Dans ces 3 mécanismes, le HIF joue un role prépondérant. Des études sur des souris KO
pour le HIF-a ont en effet souligné le role du HIF-1 dans le développement du systeme

cardiovasculaire. Ces souris ont développé des anomalies vasculaires et cardiaques lors

de 'embryogéneése (104, 105).

L’angiogénese est un mécanisme complexe dont le médiateur principal est la cellule

endothéliale (106, 107), sous la dépendance du HIF dans des conditions d’hypoxie.

En effet le HIF contréle les principaux protagonistes de I'angiogénése en commengant

par la voie du NO synthase (eNOS et i-NOS) (108-110).

Le role de ’Angiopoietine-1 (Ang-1) est essentiel au développement vasculaire
pulmonaire par I'intermédiaire de son récepteur Tie-2. L'Ang-1 stabilise le
développement des vaisseaux sanguins en recrutant les cellules musculaires lisses, par

migration et par division de celles-ci, autour des tubes endothéliaux, créant des
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structures artérielles matures (111). Dans des conditions hypoxiques, I'angiopietine-2
(Ang-2) est secrétée. Cette derniere vient antagoniser 'effet de ’Ang-1 sur la cellule
endothéliale (112). Il a été montrée récemment une réponse angiogénique directe de la
voie de ’Ang-2 par des agonistes du récepteur Tie-2(113). La régulation hypoxique de
Ang-1 et Ang-2 n’est pas claire. Cependant, il semblerait que la régulation de Ang-2 en
condition hypoxique soit sous la dépendance de HIF (114, 115). En effet, il a été
démontré que I'induction de Tie-2 pouvait étre obtenue par une sur-expression de HIF-

20(106).

Le controle du VEGF parait d’'une importance majeure dans la régulation endothéliale de
I'angiogéneése par l'intermédiaire du HIF. Il a clairement été démontré que le HIF-1a est
spécifique de la cellule endothéliale(116). Dans cette étude sur un modele tumoral
murin de souris HIF-1a KO, alors que I'’ensemble de 'embryologie vasculaire était
normal, I'angiogénese tumorale était diminuée. Cette diminution de I'angiogénese
tumorale était associée dans le groupe HIF-1a KO a une diminution de I’expression du
VEGF et de son récepteur 2 (VEGF-R2). L’étude de HIF-2a a permis de montrer son role
dans le controle de HIF-2 mais aussi de HIF-1 (117). Dans ce modéle les lésions
vasculaires embryologiques étaient majeures. Il est donc clair que HIF-1 interfére dans
la régulation des facteurs initiaux du développement angiogénique mais aussi dans la

maturation et la stabilisation des vaisseaux.

L’'implication de HIF dans la genese du remodelage-hypoxique de I'hypertension
artérielle pulmonaire a été suggérée apres I'observation de I'augmentation de certains

facteurs sous la dépendance de HIF : 'ET-1 (68), le PDGF (91, 92) et le VEGF (88).

Ceréle de HIF-1a et de HIF-2a dans le développement de L'HTAP hypoxique a bien été
démontré grace a des modeles de souris HIF-1a KO et de HIF-2a KO (118, 119). Les
souris HIF-1a+/- développent moins de polyglobulie, moins d’hypertrophie du
ventricule droit, et moins d’hypertension pulmonaire. Ces données sont corrélées a une
diminution du remodelage vasculaire (119). Chez les souris HIF-2a+/-, il n’a été observé
aucune lésion histologique de remodelage vasculaire d’hypertension pulmonaire.
L’hypothese de cette protection du génotype HIF-2a est une inhibition de la voie de
I’endothéline 1. Alors que la fixation de I'ET-1 sur les récepteurs ETA des cellules

musculaires lisses des artéres pulmonaires engendre une puissante vasoconstriction par
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une augmentation rapide de la concentration calcique intracellulaire et une activation
prolongée de la protéine kinase C (120), il semblerait que sa fixation sur son récepteur

ETB ait un role protecteur du remodelage vasculaire(121).

L’inhibition d’un ou plusieurs canaux potassiques voltage-dépendants (Kv) des cellules
musculaires lisses des artéres pulmonaires résistives par I'hypoxie engendre une
vasconstriction pulmonaire par une augmentation de la concentration cytosolique du
calcium (78, 80, 81). Le role du HIF dans la régulation des Kv, dans la dépolarisation

membranaire et du taux de calcium intracellulaire a été suggéré (113, 122).

Beaucoup d’autres facteurs, dépendant du HIF, sont impliqués dans la genése du
remodelage vasculaire comme I'Insulin-Growth-Factor (IGF)(123) et le PDGF (95, 124,
125).

En conclusion, le HIF semble impliqué dans la régulation de tous les protagonistes
concernés dans la genése du remodelage vasculaire rencontré dans I'hypertension
pulmonaire post-embolique. Il peut étre impliqué dans des mécanismes paracrine,
autocrine ou endocrine. Il est induit par I'ischémie chronique (hypoxie). Le HIF ne
pourrait-il pas étre a la base de la signalisation de I'interaction entre les territoires
ischémiques et les territoires libres rencontrés dans I’hypertension pulmonaire post-

embolique ?
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PERSPECTIVES

La poursuite de nos travaux va tenter de démontrer le réle du VEGF et du PDGF dans la
formation de la vasculopathie pulmonaire post-obstructive associant un remodelage
vasculaire pulmonaire et une hyper-vascularisation bronchique. En effet, il est établi que
I’hypoxie induit la production de facteurs dont le VEGF, facteur angiogénique, et le PDGF,
stimulant la prolifération des cellules musculaires lisses pulmonaires, font partie. Nous
pensons qu'un méme signal (I'ischémie) induit, via la production de molécules (VEGF,
PDGF), I'hypervascularisation bronchique et le remodelage vasculaire pulmonaire et que

ce signal peut étre HIF.

1. Etude sur le role du HIF dans le remodelage vasculaire.

Nous allons utiliser le modeéle d’ischémie chronique pulmonaire chez le cochon par
ligature de I'artére pulmonaire droite pendant 5 semaines. Nous nous proposons
rechercher les modifications d’expression du HIF dans le poumon droit ischémique (du
coté de la ligature de I'artére pulmonaire), dans le poumon gauche (poumon
controlatérale a la ligature) et dans un groupe controle. Nous réaliserons des dosages
réguliers du HIF dans le sang périphérique afin de prouver le mécanisme endocrine de

son action.

2. Etude de I'inhibition du remodelage vasculaire par le

SORAFENIB et par 'IMATINIB

En utilisant le modeéle d’ischémie chronique pulmonaire chez le cochon par ligature de
'artere pulmonaire droite, le SORAFENIB (un inhibiteur du VEGFR, PDGFR) et
I'IMATINIB (un inhibiteur du PDGFR) seront délivrés de facon quotidienne apres
ligature de I'artére pulmonaire droite. Ainsi 4 groupes de 5 cochons seront comparés : le
groupe ligature étudié 5 semaines apres la ligature de I'artére pulmonaire droite, le
groupe Sorafenib étudié 5 semaines apres la ligature de 'artére pulmonaire droite et un
traitement concomitant par Sorafenib, le groupe Imatinib étudié 5 semaines apres la
ligature de I'artere pulmonaire droite et un traitement concomitant par Imatinib et le

groupe Sham étudié apres dissection sans ligature de I'artére pulmonaire droite.
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