N

N

Physiopathologie de I’hypertension artérielle
pulmonaire: role des facteurs vaso-actifs et de
P’inflammation

Olivier Sanchez

» To cite this version:

Olivier Sanchez. Physiopathologie de I'hypertension artérielle pulmonaire : réle des facteurs vaso-actifs
et de I'inflammation. Médecine humaine et pathologie. Université Paris-Est, 2010. Francais. NNT':
2010PEST0027 . tel-00663325

HAL Id: tel-00663325
https://theses.hal.science/tel-00663325

Submitted on 26 Jan 2012

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00663325
https://hal.archives-ouvertes.fr

Université Paris-Est

Année 2010

Theése
Pour obtenir le grade de
Docteur de I’Université Paris-Est

Spécialité : Ecole Doctorale Sciences de la Vie et de la Santé
Présentée et soutenue publiquement

Par

Olivier SANCHEZ

Le 1% Décembre 2010

Physiopathologie de I’hypertension artérielle pulmonaire :

role des facteurs vaso-actifs et de I'inflammation

Directrice de Theése : Mme le Dr Saadia EDDAHIBI

JURY

M. le Pr Marc HUMBERT Président
Mme le Pr Dominique ISRAEL-BIET Rapporteur
M. le Pr Anh-Tuan DINH-XUAN Rapporteur
M. le Pr Bernard MAITRE Examinateur
M. le Pr Olivier SITBON Examinateur

Mme le Dr Saadia EDDAHIBI Directrice de These



Remerciements

Au Professeur Marc Humbert

Tu as guidé mes premiers pas dans la connaissance des maladies vasculaires pulmonaires et
mes premiers travaux scientifiques. Ton enthousiasme et ta rigueur font de toi un exemple a
suivre. Tu me fais I’honneur de présider le jury de cette Theése. Regois mon amitié et ma

gratitude

Au Docteur Saadia Eddahibi
Tu m’as initié a la recherche biologique. Tu as toujours su partager tes connaissances avec
entrain. Ta patience, ton indulgence et ta disponibilité ont permis la réalisation de ce travail.

Je t’en suis trés sincérement reconnaissant.

Au Professeur Dominique Israél-Biet
Tu m’accompagnes depuis mes premiers pas en pneumologie et tu m’as toujours soutenu
tout au long de mon parcours professionnel. Tu me fais ’lhonneur de juger ce travail et d’en

étre le rapporteur. Recois mon amitié et ma reconnaissance.

Au Professeur Anh-Tuan Dinh-Xuan
Vous me faites I’honneur de juger cette these et d’en étre le rapporteur. Je vous en remercie

trés sincérement.

Au Professeur Olivier Sitbon
Tu m’as transmis tes connaissances de la circulation pulmonaire et des maladies vasculaires
pulmonaires avec enthousiasme. Tu me fais I’"honneur et I'amitié de juger ce travail. Regois

mon amitié et ma gratitude.

Au Professeur Bernard Maitre
Tu me fais I'honneur et I'amitié de juger cette thése. Recois mon amitié et ma

reconnaissance



Je tiens a remercier:

Le Professeur Serge Adnot pour m’avoir accueilli avec bienveillance dans son unité a
la faculté de médecine de Créteil et aidé dans la réalisation de ce travail

Les Professeurs Philippe Dartevelle et Elie Fadel pour nous avoir fourni le matériel
nécessaire a la réalisation de ce travail

Christophe Guignabert, Laurence Dewachter, Ly Tu, Elisabeth Marcos, Patricia
Zadigue, Anne-Marie Barlier-Mur pour leur aide précieuse et leur gentillesse

Mes collégues du service de pneumologie de I'hopital européen Georges Pompidou
pour m’avoir permis de m’extraire de mes occupations cliniques pour me consacrer a

la réalisation de ce travail



A Stéphanie,
A Antoine, Guillaume et Emma,
A mes parents et ma famille,

Pour leur amour et leur soutien, et sans lesquels je ne pourrai consacrer tant de temps a

mon activité de recherche.



Table des matiéeres

1

L1V 11200 11U Log 1 [ ] 7
1.1 Définition et classification des hypertensions pulmonaires........ccccceeeerrevnnnnnneen. 7
1.1.1 Hypertension artérielle pulmonaire (HTAP).....ccccveeiieeeiieeeeeeeeeeeee e 7
1.1.2 Maladie veino-occlusive pulmonaire et hémangiomatose capillaire............... 14
1.1.3 Hypertension pulmonaire associée a une cardiopathie gauche...................... 14
1.1.4 Hypertension pulmonaire associée aux affections respiratoires et/ou a
0 0177 0T D (TR 15
1.1.5 Hypertension pulmonaire secondaire a une maladie thromboembolique
(ol Yo o1 1o U TSR 15
1.1.6 Hypertension due a un ou plusieurs ME&canisSMes ........ccccceevevveeeeriieeeeesiveeens 16
1.2 Anatomie pathologIQUE ...t rene s ssasesennnenes 18
1.2.1 Fibrose intimale conCentriqUEe .......ccooccuiiiiiiiiiie e 18
1.2.2 Fibrose intimale excentrique et lésion thrombotique ........ccccuveeieciieeeecineneen. 18
1.2.3 Hypertrophie de 1a MEdia .........ccueeeeeiiiieeceee e 19
1.2.4 (=T o] o 1ol 4 o] o] =N = PSR 19
1.2.5 Maladie veino-occlusive pulmonaire (MVOP).........ccceeeciieeeeciieee e 20
1.2.6 Hémangiomatose capillaire pulmonaire (HCP) .......cooovvvcirieeieeieiiecrreeeeeeeenn 20
13 Aspects cellulaires..... .o e s e e s e na e nes 21
1.3.1 Cellule endothéliale..........c.ooiirie e 22
1.3.2 Cellule MUSCUIQITE lISSE ...cuveiiiiiieiiiiee e 23
133 FIDrODIASTE ... e 24
134 [ P Yo [N = =PRSS 25
1.4 Aspects moléculaires impliqués dans le remodelage vasculaire pulmonaire...... 26
1.4.1 Prostaglandines et récepteurs aux prostaglandings........ccccceeeeeeeieciirneeeeneeeenn. 26
1.4.2 Monoxyde d’azote (NO) ......ueee ettt e 27
1.4.3 ENOTNEIINE-1 ... 32
144 La superfamille du Transforming Growth Factor beta (TGFB) .......cccceeeeeunnennnn. 38
1.4.5 L@ SEIOTONINE ..ottt e 47
1.4.6 Chimiokines et mécanismes inflammatoires ..........cccccveervieiiiieinieeniieenieees 56
MATERIEL ET METHODES.......cciiiiiiiiiiiiiiiiniiininnnnnsnsnssss s s s ssssasas 70



2.1 Prélevements HUM@INS.....civireveieeiieirereiteirnreeseesreressescsessassssssessassssssssenssanse 70

2.11 PatientS. .o 70
2.1.2 Traitement du tisSU hUMAIN c...oooiiiiie e 71
2.1.3 Prélevements SANGUINS. ........ueeiiciiiiie et e et e e e eetae e e e e anae e e e e nneeeean 71
2.14 Culture des cellules musculaires lisses d’artéres pulmonaires.........ccccceeeueeee. 72
2.1.5 Culture des cellules endothéliales............ccoceeiieeiiiiiiniieeeee e 72
TRAVAUX DE RECHERCHE ........cuuuuiiuiiiinnnennninnnnnsnennnesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 74
3.1 Premiere Etude........cccciviiiiiiiiiic s 75
3.11 PrinCIPAUX rESUITALS ....vveieieiiiie et aaeee s 77
3.1.2 CONCIUSIONS. ..t e e 78
3.2 DeuXi€me EtUE .......cccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeerererrrer e eeee 79
3.21 o [U R = U] - | SRR 81
3.2.2 CONCIUSIONS ...ttt e e 84
3.3 TroiSi€me €tUde.......ccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieererrrrrrrrrrr e 85
3.3.1 INEFOAUCTION ... e 86
3.3.2 Matériel et MEthOES ........cooiiiiiii e 87
3.33 RESUITATS ...t sbe e s e nees 94
334 DY o U1 [ 99
DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES ........ccoiiiiisnananes 105
L0001 Lo LU 1 [ 113
REFERENCES .......ouutiiiiii s s s sssssssssssssssssnes 114



1 INTRODUCTION

1.1 Définition et classification des hypertensions pulmonaires

L’hypertension pulmonaire (HTP) est un ensemble de maladies se traduisant par une
élévation permanente des pressions dans la circulation pulmonaire. Elle se définit par une
pression artérielle pulmonaire moyenne (PAPm) supérieure a 25 mmHg au repos sur le
cathétérisme cardiaque droit (1). Autrefois considérée comme primitive, c’est-a-dire sans
cause retrouvée ou secondaire a une affection identifiée, la classification des HTP a
profondément évolué ces derniéres années. Cette classification, récemment modifiée lors du
guatrieme Symposium de I'Organisation Mondiale de la Santé en 2008 (1), maintient la
philosophie et 'organisation de la précédente classification et distingue cing catégories
d’hypertension pulmonaire (Tableau 1). Elle a pour objectif d’individualiser des catégories de
pathologies présentant des similitudes dans leur physiopathologie, leur présentation

clinique et surtout leur prise en charge thérapeutique.

1.1.1 Hypertension artérielle pulmonaire (HTAP)

Sous le terme d’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) sont regroupées différentes
maladies touchant la microcirculation pulmonaire. Ces formes sont caractérisées par un
intense remodelage vasculaire pulmonaire affectant principalement les artérioles
pulmonaires musculaires de moins de 500 um de diametre. Ces lésions associent une
hypertrophie concentrique de I'intima dite « en bulbe d’oignon », une hypertrophie de la
média, des lésions dites plexiformes et des microthromboses. Récemment, un registre
national francgais a permis d’estimer la prévalence de 'HTAP a 15 cas par million d’habitants

et I'incidence a 2,4 cas par million d’habitants par an (2). Le diagnostic est souvent fait de



facon retardée puisque 75% des patients ont une dyspnée d’effort classée stade Ill ou IV de

la New York Heart Association (NYHA) au moment du diagnostic (2).

1.1.1.1 HTAP idiopathique

Lorsqu’elle survient en I'absence de condition associée, 'HTAP est considérée comme
idiopathique (anciennement « primitive »). Elle représentait 39,2% des cas dans le registre
francais (2). L'age moyen au moment du diagnostic était de 52+15 ans avec une nette
prédominance féminine (62%) (2). L'HTAP est généralement sévéere sur le plan clinique et

hémodynamique (2). En I'absence de traitement, la médiane de survie est de 2,8 ans (3).

1.1.1.2 HTAP héritable

Des formes familiales (> 1 cas dans la famille) d’"HTAP ont été identifiées depuis longtemps
(4), soulignant une prédisposition génétique potentielle sous-jacente. Des mutations
germinales de génes codant pour des membres de la famille des récepteurs du TGFp tels que
BMPR-Il (Bone Morphogenic Protein Receptor type ) ont été mises en évidence chez
certains de ces patients (5, 6). D’autres mutations ont été identifiées sur les génes codant
pour d’autres récepteurs de la superfamille du TGFf tels activin-like kinase-type 1 (ALK1) (7)
et endoglin (8). Elles sont transmises par mode autosomique dominant. La pénétrance est
toutefois faible (10-20 %) si bien que la majorité des sujets porteurs de la mutation ne
développera jamais la maladie (9). Des mutations de BMPR-Il sont retrouvées dans prés de
70% des cas d’"HTAP familiale mais également chez 10 a 30 % des cas d’"HTAP idiopathiques
apparemment non familiales. C’'est la raison pour laquelle le terme d’"HTAP « familiale » a
été remplacé dans la derniére version de la classification des HTP par le terme « héritable »
(1). Sur le plan clinique, les patients souffrant d’HTAPi et d’HTAP héritable ont une

présentation clinique similaire. Toutefois, les HTAP héritables ont des parametres



hémodynamiques un peu plus sévéres au moment du diagnostic et répondent plus rarement
aux vasodilatateurs en aigu (10-12). lls ont toutefois une survie globale similaire (12). Enfin le
phénomeéne d’anticipation génétique mis en évidence, c’est-a-dire un age de plus en plus
jeune au moment du diagnostic d’"HTAP au fil des générations des patients, est actuellement

débattu car il pourrait résulter de biais (9).

1.1.1.3 HTAP associée a la prise d’anorexigénes

Un lien possible entre I'exposition aux anorexigénes et le développement d’HTAP a été
soulevé dans les années 1960, lorsqu’une augmentation dramatique des cas d’HTAP a été
rapportée en Suisse apres la mise sur le marché d’un anorexigéne : le fumarate d’aminorex
(13). Les études épidémiologiques ont démontré qu’environ 2-3 % des sujets exposés a cette
substance développaient une HTAP mais que surtout 61% des 582 patients, chez qui une
HTAP avait été diagnostiquée, avaient été exposés au fumarate d’aminorex (13). Deux larges
études épidémiologiques ont démontré une association entre I'exposition aux dérivés de la
fenfluramine et la survenue de I'HTAP (14, 15). Le risque de développer une HTAP semble
relié a la durée d’exposition (risque relatif estimé a 23,1 (IC95% 6,9-77,7) pour une durée > 3
mois) (14) et décroit aprés I'arrét mais peut survenir plusieurs années apres la fin de
I’exposition. La présentation clinique de ces patients est en tout point comparable a I'HTAP
idiopathique (mutations BMPR-Il identifiées, sévérité clinique et hémodynamique, pronostic)
(2). Sa physiopathologie, bien que mal comprise, pourrait impliquer des anomalies du
métabolisme de la sérotonine. D’autres toxiques, notamment les amphétamines,

augmentent également le risque de développer une HTAP.



1.1.1.4 HTAP associée aux connectivites
Les connectivites représentaient la 2°™ condition associée dans le registre francais (15,3%)
(2). Elle peut étre la conséquence d’une atteinte fibrosante pulmonaire spécifique mais peut
également survenir en I'absence de pathologie interstitielle pulmonaire significative. C'est
alors I'atteinte isolée des vaisseaux pulmonaires qui est a l'origine de I'élévation des
pressions pulmonaires. Plus rarement, une atteinte myocardique spécifique est en cause. La
sclérodermie systémique, et principalement sa forme cutanée limitée, est la connectivite qui
se complique le plus fréquemment d’"HTAP. Deux études de registre récentes retrouvent une
prévalence de I'HTAP associée a la sclérodermie variant entre 7,8 et 12% justifiant un
dépistage échographique annuel dans cette population (16, 17). Cliniquement, cette forme
est en général sévére et de pronostic sombre (18). La réponse aux traitements spécifiques
(prostacycline...) semble moins bonne (19). De rares cas d’amélioration sous

immunosuppresseurs ont été rapportés dans I"HTAP associée au lupus et aux connectivites

mixtes (20, 21).

1.1.1.5 HTAP associée aux cardiopathies congénitales avec shunt droit-gauche

Le terme de syndrome d’Eisenmenger désigne communément tous les cas d’HTAP induite
par des shunts qui font communiquer les circulations pulmonaire et systémique (1). La
classification actuelle des cardiopathies congénitales prend en compte le type, la taille, ainsi
qgue la correction (spontanée ou chirurgicale) des anomalies congénitales documentées (1).
Ces caractéristiques sont importantes puisqu’elles influencent directement le risque de
développer une HTAP. Ce risque est effectivement plus élevé en présence d'une
communication interventriculaire (= 10 %) comparativement a une communication

interauriculaire (= 4-6 %) (22). De méme, certains types de communications interauriculaires
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seront plus fréquemment compliqués d’HTAP (23). Enfin, le développement de I'HTAP est
fonction de la taille de I'anomalie, survenant chez = 3 % et = 50 % des patients avec
communications interventriculaires de petite taille ou de taille > 1,5 cm, respectivement
(24). A la phase initiale de la maladie, le flux sanguin systémique a haute pression (shunt
gauche-droit) entraine des Iésions de remodelage dans le lit vasculaire pulmonaire a I'origine
d’'une augmentation progressive mais continue des résistances vasculaires pulmonaires
jusgu’a obtenir un shunt bidirectionnel ou inversé (droit-gauche) lorsque leur valeur excede
les résistances systémiques (25). Comparativement a I’'HTAP idiopathique, les complications
hémorragiques (hémoptysies, hémorragie intracranienne) et thrombotiques (thrombus
d’alluvionnement, embolie paradoxale) sont plus fréquentes en présence d’une cardiopathie

congénitale mais le pronostic a long terme est plus favorable.

1.1.1.6 HTAP associée a I’hypertension portale

Décrite pour la premiere fois en 1951 par Mantz et Craige, |’association HTAP et
hypertension portale est reconnue sous le nom d’hypertension porto-pulmonaire (26). Le
développement de cette HTAP est en relation avec I'"hypertension portale et peut survenir
en I'absence de maladie hépatique (thrombose du tronc porte) (27). Il n’y a aucun lien entre
la sévérité de I'atteinte hépatique ou le niveau d’hypertension portale et le risque de
développer une HTAP (27). La prévalence de I’hypertension porto-pulmonaire est de 2% (28)
mais semble plus élevée chez les malades en attente de transplantation hépatique (de 3,5 a
8,5%) (29, 30). Comparativement a I'HTAP idiopathique, I'hypertension porto-pulmonaire se
caractérise par un sex ratio inversé (60% d’hommes) et une sévérité hémodynamique un peu

moindre (index cardiaque plus élevé) (2) (31). Enfin, la présence d’'une HTAP sévére (PAP
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moyenne > 35 mmHg et résistances vasculaires pulmonaires > 250 dynes.s.cm™) est une

contre-indication formelle a la transplantation hépatique (32).

1.1.1.7 HTAP associée a l'infection par le VIH

Depuis 1987, date a laquelle le premier cas d’"HTAP diagnostiquée chez un patient séropositif
pour le VIH a été publié (33), plus de 200 nouveaux cas ont été rapportés (34). La prévalence
de I'HTAP associée a l'infection par le VIH est de I'ordre de 0,5% (35). De fagon intéressante,
les résultats d’une étude récente de registre multicentrique francaise ayant inclus prés de
8000 patients VIH+ démontre que cette prévalence reste stable (0,46% IC95% 0,32-0,64)
malgré la généralisation des associations antirétrovirales (36). La physiopathologie de cette
atteinte reste mal comprise. Une action directe du virus n’a pu étre démontrée et on
suppose qu’il agirait indirectement via des cytokines et des facteurs de croissance. La
survenue de cette complication est indépendante du niveau d'immunodépression et du
mode de contamination mais aggrave significativement le pronostic de ces patients qui
décedent le plus souvent de défaillance cardiaque droite et non de complications
infectieuses opportunistes (37). L'amélioration de la survie de ces patients coincide avec les
progres dans la prise en charge thérapeutique (prostacycline, bosentan, antirétroviraux) (37-

39).

1.1.1.8 HTAP associée a la bilharziose

L'HTAP associée a la bilharziose a été ajoutée au groupe de cette nouvelle classification en
raison d’une présentation clinique et de données histopathologiques similaires a celles
retrouvées au cours de I'HTAPi. La bilharziose est la 3éme cause d’infection parasitaire dans
le monde avec plus de 300 millions d’individus infectés. La maladie est liée a la pénétration

cutanée de larves de Schistosoma qui vont migrer par voie sanguine aux poumons puis vers
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le foie, I'intestin ou la vessie. Les vers adultes vont se reproduire sous forme d’oceufs
majoritairement excrétés mais dont certains vont persister dans I'organisme notamment au
niveau hépatique. L'infection chronique a Schistosoma entraine une fibrose périportale, une
hypertension portale a |'origine de I'ouverture de shunts porto-systémiques a travers
lesquels les ceufs vont migrer et étre bloqués au niveau du filtre pulmonaire. Les ceufs de
bilharzie créent une intense réaction inflammatoire granulomateuse vasculaire pulmonaire
qui pourrait finalement aboutir a la constitution d’'une HTAP. Les mécanismes
physiopathologiques précis a I'origine de cette HTAP ne sont pas bien connus et pourraient
inclure I'hypertension portale, une complication fréquente de cette infection parasitaire, et
une inflammation vasculaire locale causée par les ceufs de schistosoma. La prévalence de
I'HTAP était de 4.6% chez les patients ayant une forme hépato-splénique dans une étude

récente avec cathétérisme cardiaque (40).

1.1.1.9 HTAP associée aux anémies hémolytiques chroniques

Plusieurs études ont rapporté qu’'une HTAP pouvait compliquer I'évolution des anémies
hémolytiques chroniques acquises ou héréditaires telles la drépanocytose (41), les
thalassémies (26), la sphérocytose et la stomatocytose héréditaires (1). Au cours des
anémies hémolytiques chroniques, c’est la consommation élevée en NO conduisant a une
inactivation de la voie du GMPc dans les cellules musculaires lisses vasculaires qui semble
impliquée dans la survenue d’une HTAP. Néanmoins, il existe des causes variées d’élévation
de la PAPm au cours de la drépanocytose et des études sont actuellement en cours pour

définir les mécanismes des HTAP observées.
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1.1.2 Maladie veino-occlusive pulmonaire et hémangiomatose capillaire

Malgré certaines similitudes partagées avec I'HTAPi, la maladie veino-occlusive pulmonaire
et ’'hémangiomatose capillaire ont été individualisées dans un sous-groupe (1). En effet, ces
deux entités se caractérisent par un remodelage affectant les veinules ou les capillaires
pulmonaires et se distinguent de I'HTAPi par un plus mauvais pronostic et certaines
spécificités thérapeutiques (42, 43). Toute la sévérité de cette atteinte réside dans le risque
d’aggravation, parfois mortelle, de cet oedéme pulmonaire sous traitement vasodilatateur
(44). Le diagnostic formel repose sur la biopsie pulmonaire qui n’est pas dénuée de risque
chez ces patients. Une approche diagnostique non invasive est donc indispensable et fait
appel au scanner thoracique. La présence et spécialement I'association d’épaississement des
septas interlobulaires, de nodules centro-lobulaires, d’adénopathies médiastinales et
d’épanchement pleural sont des anomalies scannographiques trés suggestives de MVOP ou
HCP (45). L'existence de ces anomalies chez un patient présentant une HTAP doit faire
compléter le bilan par la réalisation d’un lavage bronchoalvéolaire qui mettra en évidence

une hémorragie alvéolaire occulte avec présence de sidérophages (46).

1.1.3 Hypertension pulmonaire associée a une cardiopathie gauche

L’élévation de la pression veineuse pulmonaire au dela de 15 mmHg liée a une
myocardiopathie ou une valvulopathie gauche entraine une élévation passive des pressions
dans I'ensemble de la circulation pulmonaire. Les résistances vasculaires pulmonaires sont,
dans cette situation, normales (<3.0 Unités Wood) et il n’existe pas de gradient entre la
PAPm et la PAPO (gradient transpulmonaire < 12 mmHg). Toutefois, certains patients avec
une insuffisance cardiaque gauche présentent une élévation de la PAP disproportionnée par
rapport a I'élévation des pressions dans les cavités cardiagues gauches (gradient

transpulmonaire > 12 mmHg) et une augmentation des résistances vasculaires pulmonaires
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(> 3 Unités Wood). Cette proportion atteindrait 19% a 35% des patients adressés pour bilan
pré-greffe cardiaque (47, 48). L'échocardiographie est I'examen complémentaire de choix et
permet d’analyser les performances contractiles du ventricule gauche et l'intégrité de
I'appareil valvulaire. Le cathétérisme cardiaque droit met en évidence une HTAP post-
capillaire (pression artérielle pulmonaire d’occlusion > 15 mmHg). La prise en charge
thérapeutique consiste en l'administration de traitements améliorant la contractilité

ventriculaire gauche et/ou a la correction d’anomalie valvulaire.

1.1.4 Hypertension pulmonaire associée aux affections respiratoires et/ou a I’hypoxie

Dans cette catégorie, c’est I'hypoxémie chronique due a une maladie du parenchyme
pulmonaire (fibrose ou emphyseme), une hypoventilation alvéolaire d’origine centrale ou un
séjour prolongé en haute altitude qui est responsable de I’hypertension pulmonaire. Il s’agit
d’une hypertension en regle générale modérée. Le niveau de PAP moyenne n’excéde en
général pas 35 mmHg avec un débit cardiaque normal. Toutefois, une minorité de patients
peut développer une hypertension pulmonaire beaucoup plus sévére ou disproportionnée
par rapport au degré d’insuffisance respiratoire (49). L'oxygénothérapie de longue durée (>
16h/jour) est le traitement de référence et améliore la survie des patients atteints de

bronchopathie chronique obstructive.

1.1.5 Hypertension pulmonaire secondaire @ une maladie thromboemboligue chronique

L’hypertension pulmonaire post-embolique est liée a la persistance et 'organisation fibreuse
de caillots fibrino-cruoriques aprés une ou plusieurs embolies pulmonaires (50). Un
remodelage de la microcirculation pulmonaire, en tout point similaire a celui observé dans
I'HTAP idiopathique, se développe dans les territoires non occlus et s’associe a I'obstruction

liée aux caillots fibreux pour entrainer une augmentation des résistances vasculaires
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pulmonaires a l'origine d’une défaillance progressive du ventricule droit (51). Des séries
anciennes rapportent une incidence entre 0,1 et 0,5% parmi les patients survivants a une
embolie pulmonaire aigué (52). Cependant une étude récente ayant suivi prospectivement
des patients aprés un épisode d’embolie pulmonaire aigué rapporte des incidences
nettement plus élevées a 3,1% a 1 an et 3,8% a 2 ans (53). Le pronostic de cette affection
s’est considérablement transformé grace au développement de I'endartérectomie
pulmonaire (54). Elle représente actuellement la seule forme curable d’hypertension
pulmonaire. La scintigraphie pulmonaire de ventilation et perfusion est 'examen décisif qui
permet d’affirmer la nature post-embolique de I’'HTAP. Elle met en évidence des défects
perfusionnels systématisés habituellement bilatéraux sans anomalie ventilatoire associée.
L'angiographie pulmonaire associée a I'angioscanner thoracique confirme le diagnostic et
détermine en fonction du siege proximal ou distal des lésions les possibilités
d’endartérectomie pulmonaire. Dans les formes distales inopérables, un traitement
spécifiqgue de I'HTAP (bosentan) associé a l’anticoagulation a donné des résultats

intéressants (55).

1.1.6 Hypertension due a un ou plusieurs mécanismes

Des pathologies variées constituant des causes rares d’HTP sont maintenant individualisées

et sont regroupées dans ce 5°™ groupe qui inclut également les HTP dues a une
compression extrinseque des vaisseaux pulmonaires par des adénopathies, des tumeurs ou

une fibrose médiastinale.
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Tableau 1 : classification des hypertensions pulmonaires (Dana Point, 2008) (1)

1. Hypertension artérielle pulmonaire
HTAP idiopathique
HTAP Héritable
HTAP associée a la prise de toxiques et de drogues (anorexigenes...)
HTAP associée a
Connectivites
Hypertension portale
Infection par le virus de 'immunodéficience humaine
Cardiopathies congénitales avec shunts gauche-droits
Bilharziose
Anémies hémolytiques chroniques (drépanocytose...)
HTAP persistante du nouveau-né

2. Maladie veino-occlusive et/ou hémangiomatose capillaire

3. Hypertension pulmonaire due a une maladie du coeur gauche
Dysfonction systolique
Dysfonction diastolique
Valvulopathies gauches

4. Hypertension pulmonaire due a une pathologie respiratoire chronique et/ou une
hypoxémie

Broncho-pneumopathie chronique obstructive

Pneumopathies interstitielles

Syndrome d’apnée du sommeil

Hypoventilations alvéolaires

Exposition prolongée a la haute altitude

Anomalies du développement

5. Hypertension pulmonaire post-embolique chronique

6. Hypertension pulmonaire due a un ou plusieurs mécanismes
Maladies hématologiques : syndromes myéloprolifératifs, splénectomie
Maladies systémiques: sarcoidose, Histicytose X, lymphangioléiomyomatose,
neurofibromatose, vascularite
Affections métaboliques : glycogénose, maladie de Gaucher, dysthyroidies
Autres : médiastinites fibreuses, insuffisance rénale chronique, obstruction tumorale
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1.2 Anatomie pathologique

L’hypertension artérielle pulmonaire « proliférante » est une maladie de la microcirculation
pulmonaire caractérisée par un remodelage de la partie distale résistive du lit vasculaire
pulmonaire. Les Iésions caractérisant ’'HTAP sont en effet localisées au niveau des artérioles
musculaires mesurant moins de 500um de diametre. Ces lésions associent une hypertrophie
concentrique de l'intima dite « en bulbe d’oignon », une hypertrophie de la média, des
|ésions dites plexiformes et des microthromboses. Elles entrainent un épaississement de la
paroi vasculaire conduisant a une oblitération progressive des artérioles a l'origine de
I'augmentation des résistances a I’écoulement qui aboutit a une défaillance cardiaque
droite. Parfois, ce remodelage affecte principalement soit les veinules pulmonaires, soit les
capillaires. On parle, dans ce cas, de maladie veino-occlusive ou d’hémangiomatose capillaire

pulmonaires.

1.2.1 Fibrose intimale concentrique

L'analyse immunohistochimique révéle une organisation radiaire de fibroblastes,
myofibroblastes et myocytes qui prennent un aspect dit en bulbe d’oignons. Ce remodelage
fibrosant est souvent associé a des lésions plexiformes et a des cas d’"HTAP associées a des

connectivites (56).

1.2.2 Fibrose intimale excentrique et lésion thrombotique

Contrairement a la lésion précédemment décrite, cette Iésion n’est pas stratifiée. Elle est
constituée principalement de fibroblastes et de matrice collagéne. Les formes excentriques
de ce remodelage sont souvent attribuées a des évenements thrombotiques qui peuvent
étre régulierement observés dans I’'HTAP. De telles lésions sont souvent constatées chez des

patients présentant des antécédents d’embolie pulmonaire. Cependant, une maladie
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thromboembolique n’est pas une condition préalable au développement de telles lésions.
Une prolifération intimale de fibroblastes peut également étre provoquée par une
expression accrue de facteurs de croissance dont I'expression peut étre induite par les forces
de cisaillement (shear-stress). Enfin, des processus thrombotiques in situ sont souvent
rencontrés au cours de I'HTAP. L’oblitération de la lumiere de I'artériole par un thrombus
présentant de multiples lumiéres de recanalisation donne un aspect particulier de Iésion en

passoire.

1.2.3 Hypertrophie de la média

Cette lésion est fréquemment rencontrée dans divers sous-groupes d’HTAP et est liée a la
prolifération de cellules musculaires lisses de la média dans le cadre d’une réponse non
spécifique a un stimulus pathologique comme par exemple I'hypoxie. L’hypertrophie de la
média est le plus souvent associée a d’autres modifications de la paroi artérielle pulmonaire.
Elle représenterait une modification précoce de la structure de la paroi vasculaire. Son

caractere réversible en I'absence d’altérations fibrosantes étaye cette hypotheése.

1.2.4 Lésions complexes

On distingue trois types de lésions :

e La [ésion plexiforme a longtemps été considérée comme une caractéristique
spécifique des HTAP idiopathiques (57) mais elle a été depuis décrite dans d’autres
formes d’HTAP (associée a la prise d’anorexigénes, aux connectivites ou a l'infection
par le VIH) (56). Cette lésion est formée par la prolifération exubérante de cellules
endothéliales et de myofibroblastes, formant des canaux microvasculaires
endoluminaux dans une matrice oblitérante riche en collagéne (58). La lésion

principale est le plus souvent suivie d’une dilatation sinusoidale surnommée lésion
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de dilatation. Ces modifications vasculaires pathologiques touchent typiguement les
petites artéres lobulaires ou encore les bifurcations des artéres dites supra-
numéraires.

e Les lésions de dilatation décrites précédemment peuvent également apparaitre de
facon prédominante. Toutefois, elles sont le plus souvent étroitement liées a la
présence de lésions plexiformes (59).

e Les lésions d’artérite caractérisées par la présence d’une nécrose fibrinoide de la
paroi artérielle, sont plutot rares au cours de I’HTAP. En revanche, il n’est pas rare de
retrouver des infiltrats inflammatoires périvasculaires constitués de lymphocytes T et
de macrophages. Leur implication dans la physiopathologie de 'HTAP demeure mal

précisée.

1.2.5 Maladie veino-occlusive pulmonaire (MVOP)

Il s’agit d’'un remodelage intimal fibreux, souvent lache, parfois plus dense en présence de
cellules a-actine positives qui siege au niveau du systeme veineux pulmonaire. Ces lésions
sont souvent accompagnées d’un remodelage artériel pulmonaire intimal et médial mais ne
sont jamais associées a des lésions plexiformes (59). Il existe trés souvent une hémorragie
intraalvéolaire secondaire au blocage du lit pulmonaire veineux qui représente un indice

diagnostique important de la MVOP (46).

1.2.6 Hémangiomatose capillaire pulmonaire (HCP)

Cette forme tres rare d’"HTAP est difficile a distinguer cliniquement de la MVOP. Il existe une
prolifération capillaire massive, souvent « en taches ». La présence d’'un doublement des
couches endothéliales capillaires des deux cOtés de la cloison alvéolaire est un critére

histologique important parfois exigé pour différentier la MVOP de la prolifération capillaire
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« réactive » parfois rencontrée au cours des hypertensions pulmonaires post-capillaires.
Comme dans le cas d’'une MVOP, ces lésions peuvent entrainer un blocage veineux

pulmonaire a I'origine d’'une hémorragie intra-alvéolaire.

1.3 Aspects cellulaires

L'HTAP représente une pan-vasculopathie au cours de laquelle chaque type cellulaire
(cellules endothéliale, musculaire lisse, fibroblaste) constituant la paroi vasculaire joue un

réle spécifique dans la réponse a I'agression (Figure 1).

Figure 1: Mécanismes physiopathologiques impliqués dans I'élévation des résistances

vasculaires pulmonaires (PVR) et la pression artérielle pulmonaire au cours de I'HTAP.

(d’apres (60))
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1.3.1 Cellule endothéliale

La cellule endothéliale occupe une place stratégique entre la lumiere vasculaire et le reste de
la paroi vasculaire. Elle forme une barriére semi-perméable impliquée dans la régulation du
tonus vasculaire, de la coagulation, des passages cellulaires et des transferts de fluides entre
les compartiments intra et extra-vasculaires. Elle produit différents facteurs de croissance
agissant par effet autocrine et paracrine. Enfin, elle dégrade et inactive certains facteurs
vasoconstricteurs circulants. A I'état activé par différents états pathologiques, elle peut
exprimer différents marqueurs spécifiques tels E-selectine, I'intercellular adhesion molecule
(ICAM)-1, le facteur tissulaire, et le récepteur au vascular endothelial growth factor (VEGF).
Ces modifications contribuent a une augmentation de la coagulabilité, la prolifération et la
vasoconstriction.

Au cours de I'HTAP, les cellules endothéliales présentent un phénotype anormal conduisant
a une prolifération anormale a I'origine de la constitution des lésions plexiformes (56). Cool
et coll ont ainsi démontré, a I'aide de techniques immunohistochimique et de reconstruction
en 3 dimensions, que les cellules endothéliales issues des lésions plexiformes exprimaient
intensément le récepteur KDR pour le VEGF et présentaient une diminution de |'expression
de p27/kipl, une protéine inhibitrice du cycle cellulaire (56). D’autres marqueurs de
I’angiogeneése tels que le VEGF et les sous-unités a et B de I"hypoxia inducible factor (HIF-1)
sont également exprimés par les cellules endothéliales isolées a partir de Iésions plexiformes
(61). De plus, les cellules qui composent les lésions plexiformes des HTAP idiopathiques
auraient une origine monoclonale (62). Bien que la genése de ces lésions comporte
probablement une composante hémodynamique, celles-ci pourraient représenter bien plus
gue la simple conséquence d’une élévation de la pression intravasculaire et pourrait étre un

marqueur d’une anomalie endothéliale fondamentale au cours de I’'HTAP idiopathique. Des
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défauts de genes suppresseurs de croissance ont été découverts dans les lésions plexiformes
de patients atteints d’"HTAP idiopathique, incluant le récepteur de type 2 du TGFp et dans le
géne proapoptotique Bax (63). Ces mutations somatiques pourraient ainsi permettre
I’expansion clonale des cellules endothéliales contribuant a la formation des lésions
plexiformes et a I'oblitération vasculaire. Le stimulus initiateur ou le facteur déclenchant
restent inconnus mais pourraient étre I'hypoxie alvéolaire, les contraintes de cisaillement
(shear stress), 'inflammation ou la réponse a des drogues (dexfenfluramine...) ou des agents
pathogenes (virus herpés humain de type 8 (HHVS8)...) dans un contexte de susceptibilité
génétique. Cette agression peut altérer non seulement la prolifération cellulaire et
I'apoptose mais également les fonctions homéostasiques de la cellule endothéliale incluant
la régulation de I'hémostase et une dérégulation de la balance facteurs
vasoconstricteurs/pro-proliférants et vasodilatateurs/anti-proliférants en faveur d’un exces

des premiers et d’une diminution des seconds (64).

1.3.2 Cellule musculaire lisse

La prolifération exagérée des cellules musculaires lisses aboutissant a I'obstruction des
vaisseaux pulmonaires de petit calibre justifie I'intérét porté a ce type cellulaire. De
nombreux travaux ont cherché a mieux caractériser la cellule musculaire lisse des vaisseaux
pulmonaires et a reproduire, sur des cellules en culture ou des fragments de vaisseaux
isolés, les altérations observées in situ. Ces études ont porté non seulement sur les facteurs
paracrines et autocrines qui contrélent la prolifération et la contraction de la cellule
musculaire lisse mais aussi sur les propriétés intrinseques de cette cellule. Frid et coll ont
décrit dans la paroi des arteres pulmonaires bovines au moins 4 couches correspondant a 4

phénotypes de cellules musculaires lisses (L1, L2, L3i et L3C). Ces cellules sont différemment
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orientées dans la média et se distinguent, d’une part, par des différences d’expression de
protéines du cytosquelette (o-actine, myosine, calponine, desmine et meta-vinculine) et,
d’autre part, par leur capacité a proliférer en réponse a divers facteurs de croissance et
I"hypoxie (65). Dans I'espece humaine, cette hétérogénéité s’observe dans les cellules
musculaires lisses isolées a partir de différents sites anatomiques (artéres pulmonaires
proximales ou distales). Ainsi, les cellules musculaires lisses d’artéres pulmonaires distales
(<1 mm de diamétre) proliferent plus que les cellules proximales (> 8 mm de diameétre) et
sont plus sensibles a l'effet antiproliférant d’analogues de la prostacycline (66). De
nombreux facteurs sont impliqués dans la prolifération des cellules musculaires lisses
artérielles pulmonaires incluant les mutations ou régulation négative de |'expression de
BMPR-II (67, 68), des anomalies du métabolisme des mitochondries, I'expression de novo de
protéines anti-apoptotique telle la survivine (69) (70), I'augmentation de I'expression et de
I'activité du transporteur de la sérotonine (5HTT) (71), 'augmentation de I'expression et de
I'activité du récepteur au platelet derived growth factor (PDGF) (72), et une diminution de
I’expression des canaux potassiques voltages dépendants, Kv 1.5 (73, 74). La perte sélective
de ces canaux Kv entraine une dépolarisation des cellules musculaires lisses artérielles
pulmonaires, augmente la concentration de calcium intracellulaire et conduit a la fois a une

vasoconstriction et a une prolifération cellulaire.

1.3.3 Fibroblaste

L'une des caractéristiques de |'hypertension pulmonaire sévere est la formation d’une
couche de myofibroblastes et de matrice extracellulaire entre I'endothélium et la limitante
élastique externe appelée néo-intima. Au cours du modeéle hypoxique, les fibroblastes
adventitiels semblent étre les premiéres cellules activées et impliquées dans un mécanisme

de prolifération et de synthese de matrice extracellullaire en réponse au stimulus
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hypertensif (75). Les mécanismes impliqués dans la migration des fibroblastes dans la media
et I'intima sont inconnus. Une surexpression de métalloprotéases (MMP2 et 9) pourrait en

partie expliquer ce phénoméne (76).

1.3.4 Plaguettes

Des lésions thrombotiques sont fréquemment mises en évidence chez les patients souffrant
d’HTAP (77, 78). Il s’agit de lésions de fibrose intimale excentrique suggérant une
organisation d’anciens thrombi. Ces Iésions peuvent aboutir a une occlusion compléte de la
lumiére vasculaire et participent a 'augmentation des résistances vasculaires pulmonaires.
La présence de ces lésions d’artériopathie thrombotique est associée a I'dge et a la durée de
la maladie mais n’est pas spécifique du type d’hypertension pulmonaire (79). Ces lésions de
thrombose in situ peuvent étre déclenchées par des anomalies de la cascade de la
coagulation et du systeme fibrinolytique, la dysfonction endothéliale et/ou I’activation des
plaquettes. Une élévation des taux plasmatiques de fibrinopeptide A, un marqueur de la
génération de thrombine, a été mise en évidence chez 31 patients souffrant d’HTAP
idiopathique (80). Le systeme fibrinolytique est également affecté : une élévation du taux
plasmatique de plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1), un inhibiteur de I'activateur
tissulaire du plasminogene (tPA), et une baisse de la thrombomoduline soluble plasmatique
ont été rapportées au cours de I'"HTAP idiopathique (80, 81). Le facteur von Willebrand,
synthétisé par les cellules endothéliales, les mégacaryocytes et les plaquettes, est une
protéine essentielle dans les interactions entre la cellule endothéliale et les plaquettes. Des
taux circulants et une activité in vitro élevés de facteur von Willebrand ont été mis en

évidence au cours de I'HTAP (82).
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1.4 Aspects moléculaires impliqués dans le remodelage vasculaire
pulmonaire

De nombreux facteurs sont impliqués dans le remodelage vasculaire pulmonaire. Les progrés
réalisés ces derniéres années dans la compréhension de la physiopathologie de I'HTAP ont
focalisé I'attention sur I'implication de différentes voies de signalisation dans I'initiation ou la
progression de la maladie. La plupart d’entre-elles ont conduit a des possibilités

thérapeutiques ayant contribué a améliorer le pronostic des patients souffrant d’HTAP (83).

1.4.1 Prostaglandines et récepteurs aux prostaglandines

Sous I'action de la cyclo-oxygénase, I'acide arachidonique est converti en prostaglandine (Pg)
H, qui constitue un substrat pour la Pgl, synthase et la thromboxane synthase. La Pgl,
synthase est exprimée au niveau de I'endothélium vasculaire pulmonaire et synthétise de la
prostacycline (Pgl,) qui entraine, apres liaison a son récepteur et via I’AMPc, une relaxation
des cellules musculaires lisses artérielles pulmonaires et inhibe leur prolifération et
I'agrégation plaquettaire. La thromboxane synthase produit au niveau endothélial et
plaguettaire du thromboxane A, qui stimule la vasoconstriction et I'activation plaquettaire.
La dysfonction endothéliale et I'activation plaquettaire mises en évidence au cours de I’'HTAP
réduit la production de Pgl, et augmente celle de thromboxane A, (84, 85).

Les traitements fondés sur I'administration continue de Pgl, exogéne ou de ses dérivés chez
des patients souffrant d’"HTAP améliorent les symptomes, les paramétres hémodynamiques
et le pronostic (survie notamment) (86, 87). En revanche, I'administration d’un inhibiteur du

thromboxane A, (terbogrel) n’a pas démontré son efficacité (88).
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1.4.2 Monoxyde d’azote (NO)

Le NO est synthétisé par 3 isoformes de la NO synthase (NOS) a partir de L-arginine.
Schématiquement, ces trois isoformes, codées par 3 genes distincts localisés sur les
chromosomes 7,12 et 17, different entre elles par leur localisation cellulaire, leur fonction et
leurs caractéristiques biochimiques. Les isoformes présentent dans les cellules endothéliales
et nerveuses appartiennent a la famille des NOS constitutives, c’est-a-dire celles dont
I’expression est normalement présente a I'état physiologique et permet la synthése du NO
respectivement en tant que médiateur paracrine de la relaxation de la cellule musculaire
lisse vasculaire et en tant que neurotransmetteur. A l'inverse, I'isoforme macrophagique
appartient a la famille des NOS inductibles c’est-a-dire celles dont I'expression, normalement
absente a I'état physiologique, ne se manifeste que dans des états pathologiques tels le choc
septique. Du fait de sa nature radicalaire, le NO est une molécule trés instable car pouvant
étre facilement captée par les protéines a groupement prosthétique héminique, telle
I’'hémoglobine, et par 'O, et ses dérivés tel I'anion superoxide (0,.) (89). Ceci explique la tres
bréve durée de vie du NO et son action purement locale confinée au voisinage immédiat de
son lieu de synthése et de sécrétion.

Le NO est produit au niveau vasculaire pulmonaire par la NOS endothéliale (NOSe) et diffuse
dans les cellules musculaires lisses. L'effet relaxant musculaire lisse du NO se fait grace a
I'augmentation de la concentration intracellulaire d’un second messager nucléotidique le
guanosine monophosphate cyclique (GMPc) liée a la stimulation de la guanylate cyclase
soluble par le NO (90). On distingue 2 groupes de guanylate cyclase : les guanylates cyclases
membranaires et les guanylates cyclases cytosoliques. Les premiéeres sont es récepteurs
membranaires des peptides natriurétiques (ANP, BNP), alors que les secondes sont des

enzymes cytosoliques, représentées par les guanylates cyclases solubles, qui agissent
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comme de véritables récepteurs intracellulaires du NO (91). La guanylate cyclase soluble est
un hétérodimere composé de deux sous-unités (a et B) et I'expression des 2 sous-unités est
indispensable pour I'activation de cette enzyme. Durant la période fcetale, cette enzyme est
exprimée en grande majorité par la cellule musculaire lisse vasculaire pulmonaire alors que
son expression est quasiment inexistante dans la cellule endothéliale vasculaire pulmonaire.
En revanche, la tendance inverse (augmentation de I’expression endothéliale et diminution
dans les cellules musculaires lisses) s’opére dés a naissance et se maintient a I’age adulte. Le
NO se fixe directement sur I’"heme (contenu dans la région amino-terminale) et permet une
modification de conformation de I’'enzyme et son activation. Cette stimulation est dite «
dépendante du NO », mais la guanylate cyclase soluble peut étre stimulée par d’autres
molécules que le NO par liaison au niveau de la sous-unité a (92). Une fois activée, la
guanylate cyclase soluble catalyse la synthése du GMPc a partir du GTP. Les effets
cardiovasculaires du GMPc sont médiés par l'interaction avec au moins 3 groupes de
protéines : les protéines kinases dépendantes du GMPc, les phosphodiestérases (PDE)
impliquées, pour certaines d’entre-elles, dans la dégradation du GMPc, et les canaux
ioniques couplés aux nucléotides cycliques (Figure 2) (90). La voie finale de I'activation de
ces protéines kinases dépendant du GMPc est I'ouverture des canaux potassiques avec
I'efflux du potassium hors de la cellule entrainant ainsi une hyperpolarisation de la
membrane cellulaire, et la diminution de la concentration intracytosolique de calcium (91).
La concentration intracellulaire de GMPc dépend d’une autre famille d’enzymes: les
phosphodiestérases (PDE) dont I'une des isoformes (PDE5) est spécifique du GMPc en le
transformant en GMP dépourvu d’effets sur les protéines activées par le GMPc.

De nombreux arguments expérimentaux suggerent qu’il existe un tonus vasodilatateur

physiologique basal sous la dépendance du NO reflétant 'activité de la NOSe aussi bien dans
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la circulation pulmonaire que systémique (93). En effet, l'injection intraveineuse des
inhibiteurs spécifiques de la NOS provoque l'augmentation immédiate de la pression
artérielle pulmonaire. Ces molécules n’ayant aucune action sur le muscle lisse, cette
augmentation de la pression artérielle est donc liée a une suppression de la synthése du NO.
La voie du NO est altérée de différentes facons au cours de I'HTAP. Ainsi, il a été mis en
évidence une diminution de I'expression de la NOSe (94) et de la biodisponibilité du NO (95)
au cours de I'HTAP. De plus, I'expression de la PDE5, enzyme impliquée dans I'hydrolyse du
GMPc, est augmentée dans les cellules musculaires lisses vasculaires pulmonaires (96) et
dans le ventricule droit (97) des patients souffrant d’"HTAP. Enfin, la production d’inhibiteurs
endogenes de la NOS, les dimethylarginines asymétrique et symétrique (ADMA et SDMA) est

augmentée au cours de 'HTAP (98).
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Figure 2: Régulation de la relaxation de la cellule musculaire lisse vasculaire par le NO et voie
de signalisation du NO (d’aprés (90))
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Cette voie physiopathologique est donc trés logiquement la cible de différentes
thérapeutiques ayant démontré leur efficacité ou en cours d’évaluation dans I'HTAP.
Plusieurs inhibiteurs de PDE ont été testés. Dans la circulation pulmonaire, les PDE1 et PDE5
sont les cibles les plus intéressantes. Il existe 3 isoformes de la PDE1 qui sont régulées le
complexe calcium-calmoduline et peut hydrolyser 'AMPc et le GMPc. L'expression des
PDE1A et PDE1C est augmentée dans les artéres pulmonaires des patients atteints d’"HTAPi
(99). La perfusion d’inhibiteur de la PDE1 réduit les résistances vasculaires pulmonaires et
I’"hypertrophie ventriculaire droite dans des modeles animaux d’"HTAP (99). L’expression de la
PDE5 est augmentée dans les cellules musculaires lisses vasculaires pulmonaires mais
également dans les cardiomyocytes ventriculaire droit, dont ils sont physiologiquement
absents, (97). Le sildenafil inhibe la PDE5 et améliore la contractilité du ventricule droit (97).
L’efficacité du sildenafil et du tadalafil, autre inhibiteur de la PDES5, a été démontrée dans
deux larges essais randomisés contre placebo et sont actuellement admis comme traitement
de 'HTAP (100, 101).

La guanylate cyclase soluble, enzyme impliquée dans la production du GMPc, représente
également une cible intéressante. Son expression est augmentée au cours de I'HTAP
humaine et expérimentale (102). Il existe plusieurs activateurs de la guanylate cyclase
soluble (92). Parmi ces différentes molécules, le BAY 63-2521 ou riociguat, disponible par
voie orale, entraine ainsi une augmentation de la synthése de GMPc par la stimulation
directe de la guanylate cyclase soluble. L’'effet vasodilatateur du riociguat est indépendant
du taux basal de NO, qui est abaissé au cours de I'HTAP, a la différence des inhibiteurs des
PDE5. Cette molécule semble présenter un profile de tolérance favorable (103) et est

actuellement en cours d’évaluation dans une étude de phase lll.
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1.4.3 Endothéline-1

1.4.3.1 Biosyntheése et dégradation des endothélines

En 1988, Yanagisawa et coll ont décrit la structure en acides aminés d’un puissant
vasoconstricteur produit par les cellules endothéliales qu’ils ont nommé endothéline.
L'analyse du systeme endothéline a permis de caractériser deux autres genes codant pour
des peptides de structure comparable a celle de I'endothéline initialement décrite (104). Ces
peptides ont été appelés ET-2 et ET-3 alors que I'’endothéline initialement décrite a été
baptisée ET-1 (104). Les trois isoformes ont une forte similitude en séquence d’acides
aminés ne variant entre elles que de quelques résidus. ET-1, ET-2 et ET-3 différent
néanmoins par leur profil d’expression tissulaire et par leur affinité pour les récepteurs de
I’endothéline. Les 3 isoformes de I’endothéline sont synthétisées sous forme de trois
précurseurs différents, les pre-proendothélines (200 acides aminés) a partir de 3 génes
différents (Figure 3) (105). Ces précurseurs sont ensuite clivés par des endopeptidases de
type furine en peptides de 38 acides aminés inactifs nommés proendothélines (ou big-
endothélines) (105). Ces proendothélines seront a leur tour clivées par les enzymes de
conversion de I'endothéline (ECE-1 et ECE-2), spécifiques a chaque isoforme, en peptides de
21 acides aminés biologiguement actifs (105). Cette étape est physiologiguement
importante puisque I'effet vasoconstricteur de I'ET-1 est 140 fois supérieur a celui de son
précurseur. |l a été identifié 4 isoformes de I'’enzyme de conversion résultant d’'un épissage
différentiel d’'un geéne unique. L'ET-1 est principalement produite par les cellules
endothéliales alors que les ET-2 et ET-3 sont également produites par d’autres types
cellulaires (cellules épithéliales...).

L'ET-1 n’est pas stockée dans des vésicules de sécrétion a lintérieur des cellules

endothéliales. Cependant, la cascade de réactions aboutissant a I'excrétion d’ET-1 a partir du
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geéne pré-proET-1 s’effectue en quelques minutes permettant un ajustement trés rapide de
la production d’ET-1. L'ET-1 est principalement excrétée au poOle basal des cellules
endothéliales en regard des cellules musculaires lisses suggérant un mécanisme d’action
autocrine/paracrine.

La clairance de I'ET-1 de la circulation est trés rapide. Aprés une injection intraveineuse d’ET-
1 radioactive a un rat, la demi-vie biologique est d’'une minute, toutefois les effets
vasoconstricteurs sont maintenus pendant 1 heure (106, 107). Une grande partie de I'ET-1
circulante est retenue par le poumon. La circulation pulmonaire a la capacité de dégrader
I'ET-1 par une action mettant en jeu le récepteur ET-B. Apreés un seul passage dans la
circulation pulmonaire, la concentration d’ET-1 circulante diminue de 50% (108). La
dégradation de I'endothéline se fait en deux étapes par une endopeptidase neutre, sensible
au phosphoramidon ; I'ET-1 est clivée au site Ser5-Leu6, produisant un peptide encore actif,

puis est inactivée par un clivage entre Asp18-lle19.
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Figure 3: Biosynthése et récepteurs de I'endothéline (d’apres (105))

Smooth-muscle cells.. - » —

Endothelial cell

LDL (oxidized), HDL
Shear stress
Thrombin

ET-B

Endothelin-1

LS

Big endothelin-1

t

\7»\\—_—/')/ —

Preproendothelin-1

Endothelin-1
gene

Endothelin-converting enzyme

Nitric oxide

~ Atrial

Catecholamines natriuretic
Growth factors hormone
Hypoxia Endothelin-3
LI Prostaglandin E,

Prostacyclin

tInositol

Endothelin-1

1

5 protein

Fhospholipase C

H+

1.4,5- Diacyl-
triphos- glycerol
phate
tintra- tProtein
cellular kinase
CEHZJ’ C activity
/ /
Vasoconstriction

Cell proliferation

-34 -



1.4.3.2 Lieux et régulation de la synthése de I'endothéline

L'ET-1 a été initialement mise en évidence au niveau des cellules endothéliales d’aorte de
porc, puis a ensuite été retrouvée dans le rein et les poumons de porc, de rat et enfin chez
I'Homme (105). Ce peptide est également présent dans le placenta humain et en quantité
moindre dans d’autres tissus (aorte, cceur, cortex cérébral, hypothalamus, foie et rate) (105).
Les ET-1 et ET-2 ont une distribution plus large que I'ET-3 qui est principalement retrouvée
dans le systeme nerveux central et le tube digestif. Les cellules endothéliales sont le lieu
principal de synthése de I'ET-1 (105). Le peptide se comporte plus comme un facteur
autocrine et paracrine gu’endocrine. Seule une petite portion d’ET-1 est détectée dans le
plasma.

Dans les cellules endothéliales, la régulation de I'expression des génes se situe a un niveau
transcriptionnel. Elle peut étre induite par I'ET-1 elle-méme, I'angiotensine IlI, les
cathécholamines, la thrombine, les facteurs de croissance, des cytokines, les radicaux libres,
I'insuline, I’'hypoxie et les forces d’étirement (105). La synthése d’ET-1 est inhibée par le NO,

les peptides natriurétiques, I’"héparine et les prostaglandines. (105).

1.4.3.3 Récepteurs a I'endothéline

Les trois isoformes de I'endothéline agissent en se liant a des récepteurs membranaires dont
il existe deux types distincts : ET-A et ET-B (figure 3). lls appartiennent a la famille des
récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G. L’affinité de I'ET-1
pour le récepteur ET-A est 100 fois supérieure a celle de I'ET-3 alors que les 3 isoformes ont
la méme affinité pour le récepteur ET-B. La liaison de I'endothéline a son récepteur active
une protéine G couplée a la phospholipase C. Cette derniére hydrolyse des phospholipides

membranaires, donnant ainsi naissance a l'inositol triphosphate d’une part, et au 1-2 diacyl-
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glycérol d’autre part. Par des voies de transduction intracellulaires différentes, ces deux
messagers intracellulaires entrainent une augmentation de la concentration intracellulaire
de calcium responsable de la contraction de la cellule musculaire lisse (109).

Dans les artéres pulmonaires, les récepteurs ET-A sont exprimés au niveau des cellules
musculaires lisses vasculaires alors que les récepteurs ET-B sont présents sur les cellules
endothéliales et sur les cellules musculaires lisses vasculaires périphériques (110).
L’activation des récepteurs ET-A et ET-B sur les cellules musculaires lisses vasculaires
pulmonaires entraine une vasoconstriction et une prolifération des cellules musculaires
lisses (110-113). L’activation des récepteurs ET-B situés sur les cellules endothéliales
provoque la libération de NO et de Pgl, possédant des propriétés vasodilatatrices (114) et
prévient I'apoptose des cellules endothéliales (115). Le récepteur ET-B présent a la surface
des cellules endothéliales joue également un réle dans la clairance de I'ET-1 plasmatique
(116). L'administration par voie intraveineuse d’ET-1 induit au niveau de la circulation
pulmonaire une réponse biphasique avec une vasodilatation modérée initiale suivie d’une
vasoconstriction soutenue (117). La vasodilatation initiale correspond a la libération de NO
et de Pgl, médiée par les récepteurs ET-B endothéliaux suivie d’une vasoconstriction médiée
par la liaison de I'ET-1 sur les récepteurs ET-A et ET-B présents sur les cellules musculaires
lisses (117). De plus, 'ET-1 par son effet pro-proliférant sur les cellules musculaires lisses

participe au remodelage de microcirculation pulmonaire présent dans I’'HTAP (110).

1.4.3.4 Voies de la transduction intracellulaire de I’endothéline 1

L'ET-1 entraine une augmentation biphasique de calcium intracellulaire ([Ca];) consistant en
une premiere phase d’augmentation trés rapide de [Ca]; (1 a 5 secondes) suivie d’une

augmentation moindre mais plus soutenue (20 minutes) (104). Cette voie de transduction
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rapide intervient dans les actions biologiques de contraction et de sécrétion mettant en jeu
'ET-1.

Cette augmentation de [Ca]; est la conséquence de I'activation de la phospholipase C apres
fixation de I'ET-1 sur le récepteur ET-A qui hydrolyse le phosphatidyl inositol 4.5
biphosphates pour former I'inositol triphosphate (IP3) et le diacylglycerol (DAG). IP3 induit
une mobilisation de calcium du réticulum sarcoplasmique permettant une augmentation du
[Ca]i qui active les canaux calcigues membranaires stimulés par la vidange des stocks
intracellulaires de calcium. Le DAG permet I'ouverture des canaux calciques de type ROC. La
dépolarisation membranaire sous I'action de I’élévation de [Ca]; est permise par I'inhibition
de canaux potassiques voltages dépendants (VDCC) ; cette dépolarisation est aussi induite
par une action directe d’ET-1 sur les canaux cationiques non sélectifs (NSCC). Enfin
I’augmentation de [Ca]; active les échanges Na/H entrainant une alcalinisation intracellulaire
qui active I’échange Na/Ca participant ainsi a une élévation soutenue du [Ca];. De pus ET-1
entraine un signal nucléaire qui active la transcription de génes. Cette voie est responsable
de I'action proliférative de I'ET-1. ET-1 stimule I'activité des protéines kinases C (PKC) qui est
aussi favorisée par I'élévation du [Ca];. La PKC promeut la progression du cycle cellulaire via
le complexe calcium/calmoduline et I'induction de proto-oncogénes c-fos, c-myc, et c-jun
(118, 119).

L’activation du récepteur ET-B par ET-1 entraine des effets similaires sur I'activation de la
phospholipase C, la synthése d’IP3 et de DAG et I'élévation de [Ca];. Toutefois, I'activation de
ce récepteur permet d’activer la phospholipase A, qui entraine une augmentation de la

synthése de prostaglandines vasodilatatrices (Pgl, et PgE,) et de thromboxane A, (120, 121).
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1.4.3.5 Implication de I'’endothéline dans la physiopathologie de ’'HTAP

Chez I'adulte sain les concentrations plasmatiques d’ET-1 sont tres faibles (de I'ordre de 1 a 2
pg/mL). Chez les sujets atteints d’"HTAP, des concentrations élevées (de I'ordre de 3.5 pg/mL)
ont été mises en évidence (122). Au niveau pulmonaire, Giaid et coll ont montré que
I’expression de I'ET-1 et de son ARNm était augmenté dans les poumons de sujets atteints
d’HTAP (123). Rubens et coll ont montré que les concentrations plasmatiques d’ET-1 étaient
corrélées a plusieurs parametres de gravité de I'HTAP (124) suggérant que le taux
plasmatique d’ET-1 pourrait étre un paramétre pronostique au cours de I’'HTAP (124). Enfin,
plusieurs essais randomisés contre placebo ont démontré que ['utilisation d’antagonistes
non sélectif (bosentan) ou sélectif d’ET-A (sitaxentan, ambrisentan) chez des patients
atteints d’HTAP du groupe améliore significativement les performances a I'effort (test de
marche de 6 minutes) et les symptémes (scores de dyspnée) (125-127). Toutefois, I'avantage
théorique de bloquer sélectivement ET-A pour laisser libre ET-B impliqué dans la clairance
d’ET-1 et dans la production de NO et de Pgl,, ne se traduit pas par une efficacité clinique

plus importante dans les différents essais thérapeutiques (125-127).

1.4.4 La superfamille du Transforming Growth Factor beta (TGF8)

Les protéines morphogéniques osseuses (bone morphogenic proteins (BMP)), les isoformes
du TGFB (TGFB1-3), et les facteurs de croissance et différentiation (growth diferentiation
factor (GDF)) appartiennent a la superfamille du TGFB (128). Ces protéines, initialement
identifiées comme des molécules régulant la croissance et la différentiation des os et du
cartilage, jouent en fait divers roéles dans une grande variété de processus physiologiques
impliqués notamment dans I’homéostasie vasculaire parmi lesquels la prolifération, la

migration, la différentiation, et |'apoptose (128). Physiologiquement, ces protéines
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interagissent avec un récepteur de type | (activin receptor like kinase (ALK3)/BMPR-IA,
ALK6/BMPR-IB, ALK2...) et un récepteur de type Il (BMPR-Il, TGFBR-II...) pour former un
hétérodimére (128) (Figure 4). Des mutations germinales dans le géne codant pour un
récepteur de type Il, le BMPR-Il, ont été identifiées chez prés de 70% des cas d’'HTAP
familiales et 10 a 30% des cas d’HTAP idiopathiques ou associées a la prise d’anorexigenes
(9, 129). Environ 144 mutations différentes ont été identifiées chez 210 patients atteints
d’HTAP héritable (130). Environ 30% de ces mutations sont des mutations faux-sens
survenant dans des séquences hautement conservées d’acides aminés et modifiant ainsi de
facon prédictible la fonction du récepteur. Par exemple, la plupart de ces mutations affecte
le domaine sérine-thréonine kinase ou le site de liaison extracellulaire du récepteur.
Cependant, la majorité (environ 70%) des mutations sont des mutations non sens conduisant
dans la majorité des cas a la production d’un transcript non sens. Ainsi, I'insuffisance
haploide représente le mécanisme moléculaire prédominant pour la survenue de I'HTAP
héritable (130). L’absence de mutation de BMPR-II dans certaines familles et dans la plupart
des cas sporadiques et associés indique qu’il pourrait y avoir d’autres génes a identifier,
possiblement liés a la voie BMP/TGFB. Ainsi des mutations d’autres récepteurs de la
superfamille du TGFB, ALK1 (ou ACVRL1) ou endogline, ont été décrites dans des cas d’'HTAP

associées a une histoire personnelle ou familiale de maladie de Rendu-Osler (7, 8, 131, 132).
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Figure 4: Superfamille du TGF-B : récepteurs, ligands et voies de signalisation (d’apres (128)
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1.4.4.1 Voies de signalisation physiologiques

BMPR-II est un récepteur a activité sérine-thréonine-kinase qui fixe BMP2, BMP4, BMP6,
BMP7, BMP9, GDF5 et GDF6. L’interaction ligand-récepteur est facilitée par la présence du
récepteur de type | (ALK3/BMPR-IA, ALK6/BMPR-IB, ALK2). Ce récepteur comprend 4
domaines fonctionnels distincts : une partie N-terminale de liaison, un domaine trans-
membranaire, une sérine-thréonine kinase et un domaine cytosolique.
e Transduction des signaux dépendante des Smad.

Apres la fixation du ligand au récepteur BMP-RII, le récepteur de type Il forme un complexe
avec le récepteur de type | et entraine la phosphorylation de ce dernier (Figure 5). Cette
phosphorylation d’'un domaine riche en glycine et sérine a la partie proximale du segment
intracellulaire du récepteur de type | active le domaine kinase de ce récepteur, déclenchant
la phosphorylation de protéines cytoplasmiques, les Smad, qui sont responsables de la
transduction des signaux déclenchés par les molécules de la superfamille du TGF-f3 (128). Les
BMP générent des signaux en activant un ensemble spécifique de protéines Smad (Smad1, 5
et 8, appelés receptor activated Smads (R-Smad)), qui doivent former un complexe avec une
molécule common partner Smad (co-Smad ou Smad4) pour fonctionner de facon optimale.
Le complexe R-Smad et co-Smad pénétre dans le noyau, ol il régule directement la
transcription de différents génes (128). La spécificité tissulaire des signaux BMP serait
déterminée par de multiples niveaux de régulation, notamment la présence d’inhibiteurs
endogenes des BMP (chordine, noggine et BAMBI), les interactions entre récepteurs type
I/type Il, I'activation des Smad inhibiteurs (I-Smad: Smad 6 et 7) et la présence de co-

répresseurs et co-activateurs nucléaires.
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Figure 5: voies de signalisation physiologique BMP/TGFf (d’apres (9))
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Chez I'Homme, les cellules musculaires lisses artérielles pulmonaires et les cellules
endothéliales expriment un large éventail de récepteurs de la super-famille du TGF-B, y
compris BMP-RIl et BMP-RIB, et fixent ***"TGF-B1 et **"BMP-4. De plus, I'activation de ces
récepteurs par les BMP conduit a la phosphorylation de Smad1 et a I'induction d’ARNm pour
Smad6 et Smad7.
e Transduction des signaux indépendante des Smad.

Bien que la transduction par I'intermédiaire des Smad soit bien caractérisée, un ensemble
croissant de données indique que les kinases MAP, notamment ERK, JNK, et p38MAPK, sont
activées par les BMP et les TGF-B dans certains types cellulaires (133, 134). La voie
spécifique activée par BMP-RII pourrait dépendre de ce qui survient en amont: soit le ligand
stimule les hétérodimeres type I/type Il préformés (phénoméne Smad-dépendant), soit il
provoque le recrutement a la membrane de récepteurs type | et type Il liés au complexe de

transduction (135).

1.4.4.2 Conséquences des mutations de BMPR-II

Les mécanismes impliqués dans la perturbation de la voie de signalisation BMP/Smad sont
complexes, hétérogenes et spécifiques a chaque type de mutation (136). La majorité des
mutations siégeant sur le gene codant pour BMPR-II aboutit a la production d’une protéine
tronquée (130). La plupart de ces mutations est a I'origine d’une altération de la signalisation
impliquant les Smad alors que la voie de signalisation impliquant les MAP kinases semble
conservée (137). Ainsi, la perte d’une signalisation physiologigue BMPR-1I/Smad pourrait
exagérer la susceptibilité des cellules vasculaires a proliférer et supprimer I'apoptose. La voie
de signalisation BMP/Smad peut présenter une hétérogénéité tissulaire car elle peut étre

régulée par des Smads inhibiteurs endogenes (chordin, noggin) et par des Smads inhibiteurs
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(Smads 6 et 7), et aussi en raison d’une composition variable de I’hétérodimére qui compose
le récepteur (138). Ceci pourrait expliquer la restriction de cette maladie vasculaire a la
circulation pulmonaire.
e Etudes sur cellules et tissus provenant de patients souffrant d’HTAP

Dans le poumon, BMPR-II est physiologiquement exprimé au niveau de I'endothélium des
arteres pulmonaires (139) et a un moindre niveau dans les cellules musculaires lisses et les
fibroblastes. L'expression vasculaire pulmonaire de BMPR-II est nettement diminuée chez les
patients présentant une mutation sur le géne codant pour BMPR-II qui devrait conduire a la
production d’une protéine tronquée (2 délétions partielles, mutation a trame décalée 1 exon
3 — 355delA) (139). Cette expression est également diminuée chez les patients souffrant
d’HTAP idiopathique et ne présentant pas de mutation du géne codant pour BMPR-II. Une
réduction peu marquée mais significative a aussi été observée dans plusieurs cas
d’hypertension pulmonaire secondaire. La diminution de I'expression de BMP-RIl était
spécifique de ce récepteur puisqu’il n’y avait aucune différence entre les groupes dans le
niveau d’expression du marqueur endothélial CD31 ou du récepteur TGF-B3 type Il (TGF-BRII).
Etant donné que la sévérité hémodynamique de I'hypertension pulmonaire était similaire
dans les formes idiopathiques et secondaires, et qu’une vasculopathie plexiforme sévere
était présente dans les deux groupes, |'effondrement de I'expression de la protéine BMP-RII
dans I'HTAP idiopathique n’est probablement pas simplement une conséquence de
I’élévation de la pression artérielle pulmonaire. Ces observations incitent plutét a penser
gu’une réduction marquée de I'expression de BMP-RII est une caractéristique spécifique de
I'HTAP, mais que des diminutions moins marquées pourraient contribuer a d’autres formes
d’hypertension pulmonaire. Ainsi, une diminution de I'expression de BMPR-Il semble étre

importante dans la physiopathologie de I'HTAP. De plus, puisque le niveau d’expression de
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BMPR-Il est considérablement diminuée dans les familles de patients atteints d’HTAP
héritable, ceci suggére que d’autres facteurs environnementaux ou génétiques sont
nécessaires pour réduire encore |'expression de BMPR-Il en dec¢a d’un niveau qui induit le
remodelage vasculaire pulmonaire. La phosphorylation des Smad 1/5 est également réduite
au sein de la paroi artérielle pulmonaire chez les patients souffrant d’'HTAP avec ou sans
mutation du géne codant pour BMPR-II (140). La réponse des cellules musculaires lisses a
une stimulation par les BMP dépend en partie de la localisation anatomique des cellules.
Lorsque les CML sont isolées a partir d’artéres pulmonaires proximales (principale ou
lobaire), la prolifération de ces cellules induite par le sérum de veau feetal tend a étre
inhibée par le TGF-B1 et les BMP2, 4 et 7 (140). Les BMP pourraient induire I'apoptose de
ces cellules (137) et cet effet antiproliférant des BMP est Smadl dépendant (140). En
revanche, lorsque les CML sont isolées a partir d’arteres pulmonaires distales (1 a 2 mm de
diametre), les BMP2 et 4 stimulent leur prolifération (140). Cet effet pro-proliférant est
dépendant de I'activation des voies ERK1/2 et p38MAPK. Les voies Smad et p38MAPK sont
activées de la méme facon dans les CML proximales ou distales mais l'intégration des ces
signaux par les cellules differe selon leur localisation. Cette intégration pourrait se faire
d’une importante famille de facteurs de transcription : les inhibiteurs de liaison a I’ADN (Id
genes) (141).

Les cellules endothéliales isolées a partir d’artéres pulmonaires proliferent, migrent et
forment des structures tubulaires en réponse a BMP4 et 6 (142). De plus, les BMP ont un
effet anti-apoptotique (143). BMP9, qui agit en se liant a BMPR-II et ALK1, semble inhiber la
prolifération des cellules endothéliales. Les effets contraires des BMP sur les cellules
endothéliales et musculaires lisses artérielles pulmonaires fournit une hypothése pour la

genese des lésions vasculaires pulmonaires et son remodelage dans I'HTAP héritable (144).
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Une importante réduction de la fonction de BMPR-II au niveau endothélial pourrait favoriser
I'apoptose des cellules endothéliales et endommager la barriere endothéliale. Ceci pourrait
permettre I'action de facteurs sériques et stimuler I'activation d’élastases vasculaires. Ces
hauts niveaux d’apoptose au niveau endothélial pourraient favoriser I'apparition de clones
de cellules endothéliales résistants a I'apoptose conduisant a la formation des Iésions
plexiformes. Au niveau de la media, les cellules musculaires lisses sont également affectées
dans leurs capacités a répondre aux effets anti-proliférants des BMP et sont exposées a des
facteurs de croissance stimulant leur prolifération a I'origine de I’hypertrophie de la media
(144).
e Etudes sur les modeles animaux d’"HTAP

Une réduction de 'ARNm et de la protéine BMPR-Il a été mise en évidence dans les
poumons de modeles animaux d’HTAP (145, 146). L’activation de microARN, régulant
I’expression de géne en inhibant la translation, serait un de mécanismes de régulation post-
transcriptionnelle impliqué dans la diminution de I'expression de la protéine BMPR-II au
cours de I'HTAP (147). Des souris présentant une délétion conditionnelle de BMPR-Il au
niveau de I'endothélium pulmonaire sont suceptibles de développer une HTAP bien qu’elle
ne se développe que dans un sous-groupe (148). Des souris surexprimant, au niveau des
cellules musculaires lisses vasculaires pulmonaires, un dominant négatif BMPR-II
développent une forme vasospastique d’"HTAP sans remodelage microvasculaire pulmonaire
mais associée a une diminution de I'expression des canaux potassiques Kv1.5 (149). Cette
hypertension pulmonaire est réversible sous vasodilatateur (nifédipine). Dans un modele
d’HTAP induite par la monocrotaline chez le rat, I'administration par voie inhalée de BMPR-II
via un adénovirus ne prévient pas la survenue d’'une HTAP (67). En revanche, la délivrance

ciblée a l'aide d’un vecteur de BMPR-Il au niveau de I’endothélium pulmonaire réduit
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significativement |’hypertension pulmonaire dans un modeéle de rats hypoxiques (150). Le
role crucial de la voie des BMP dans le développement vasculaire a été clairement démontré
dans des études de délétion génique chez la souris. L’homozygotie pour une mutation nulle
dans le géne BMPR-II est létale pendant la phase précoce de I'embryogenese (151), et les
souris déficientes en Smad5, I'un des Smad qui agit en réponse aux BMP, meurent en raison
d’anomalies de I'angiogenése liées a une absence de recrutement du muscle lisse vasculaire
aux structures endothéliales. Cependant, les souris hétérozygotes BMPR-Il +/- survivent
jusqu’a I'age adulte sans phénotype particulier (152). Toutefois, lorsque ces animaux sont
exposés soit a une surexpression pulmonaire d’interleukine-1p (153), soit a une perfusion
chronique de sérotonine (152), ils développent une hypertension pulmonaire plus
importante que les animaux contrdles. Ces données suggerent donc qu’une dysfonction de
BMPR-II augmente la susceptibilité de développer une hypertension pulmonaire en présence
d’un autre facteur stimulant environnemental. Plusieurs lignées de souris transgéniques
surexprimant une forme mutée du gene BMPRIlI ont actuellement été développées.
Certaines de ces souris exprimant le géne muté de facon conditionnelle semblent
développer spontanément une hypertension artérielle pulmonaire. Ces animaux devraient
dans l'avenir constituer un modele unique permettant d’explorer les mécanismes par
lesquels une dysfonction de la voie BMPRII conduit au développement de I’hypertension

artérielle pulmonaire.

1.4.5 La sérotonine

La sérotonine (5-hydroxytryptamine, 5-HT) est une amine endogene vasoactive
principalement synthétisée par les cellules entérochromaffines de I'intestin puis libérée dans

la circulation portale ou elle est en partie dégradée par le foie (Gershon et al 1999). La
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sérotonine gagne ensuite la circulation systémique ou elle est captée et stockée
principalement dans les granules denses des plaquettes par lintermédiaire d’un
transporteur membranaire spécifique, le transporteur de la sérotonine (5-HTT). Ainsi, 98%
de la sérotonine circulante est contenue dans les plaquettes, le reste est dégradé lors de son
passage dans le poumon. La concentration de sérotonine libre est donc infime. La L-
tryptophane est l'acide aminé précurseur de la sérotonine. Elle subit d’abord une
hydroxylation au niveau de son cycle benzéne par la tryptophane hydroxylase (tph) pour
former la 5-hydroxytryptophane qui subit enfin une décarboxylation par une aromatic L-
amino acid decarboxylase pour former la sérotonine (Figure 6). L'activité de la tph est un
marqueur de la synthese de la sérotonine. Il existe 2 isoformes de la tph, tphl et tph2, codés
par 2 genes distincts. La tphl est principalement exprimée au niveau de l'intestin et de la
glande pinéale (154). La tph2 semble exclusivement exprimée dans les neurones (155). Ainsi,
la synthése de la sérotonine est principalement controlée par la tph2 dans le systéeme

nerveux central et par la tph1 dans les organes périphériques (154-156).
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Figure 6: synthése de la sérotonine
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Bien que la sérotonine soit principalement synthétisée par les cellules entérochromaffines
de l'intestin, de faibles taux de sérotonine peuvent étre formés dans d’autres organes. Ainsi,
les cellules endothéliales pulmonaires humaines peuvent produire de la sérotonine et
expriment la tphl. De plus, comparativement a des cellules normales, les cellules
endothéliales cultivées a partir de poumons de patients transplantés pour une HTAP
expriment plus la tph1 et synthétisent plus de sérotonine (157).

De nombreux arguments cliniques plaident en faveur de I'implication de la sérotonine dans
la physiopathologie de I'HTAP. Ainsi, des concentrations plasmatiques élevées de 5-HT ont
été mesurées chez de nombreux patients atteints d’HTAP sans normalisation aprés
transplantation cardio-pulmonaire indiquant que cette augmentation n’était pas la simple
conséquence de |'élévation des pressions pulmonaires (158). Dans les années 60, une
augmentation dramatique du nombre de cas d'HTAP est survenue apres la
commercialisation de I'aminorex, un anorexigene qui augmente la concentration de
sérotonine libre en interagissant avec le 5-HTT (13). Quelques années plus tard, deux larges
études épidémiologiques ont démontré une association entre I'exposition aux dérivés de la
fenfluramine, un autre anorexigéne interagissant avec le 5-HTT, et la survenue de I’"HTAP (14,
15).

En plus de ses effets vasoactifs, la sérotonine exerce des effets mitogénes et co-mitogenes
sur les cellules musculaires lisses des artéres pulmonaires et favorise les microthromboses
locales (159). L’'action vasoconstrictrice de la sérotonine s’exerce principalement par
I'activation des récepteurs 5-HTis, 5-HTip et 5-HT,a (160). En revanche, I'activité
mitogénique de la sérotonine nécessite son internalisation par le transporteur membranaire
5-HTT. En effet, les effets mitogenes de la sérotonine sur les cellules musculaires lisses

d’arteres pulmonaires sont bloqués par les inhibiteurs sélectifs du 5-HTT tels la fluoxetine ou
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le citalopram mais pas par des antagonistes des récepteurs de la sérotonine tels la
kétansérine (antagoniste du 5-HT,4) (161, 162). Par ailleurs, le role du 5-HTT en tant que
médiateur de I'activité mitogénique de la sérotonine semble spécifique des cellules
musculaires lisses d’artere pulmonaire puisqu’il n’est pas impliqué dans cette fonction dans
les cellules musculaires lisses vasculaires systémiques dans lequel il est d’ailleurs peu
exprimé (159). Le 5-HTT est codé par un gene unique exprimé dans divers types cellulaires
comme les neurones, les plaguettes et les cellules endothéliales et musculaires lisses des
vaisseaux pulmonaires. Chez I'homme, le niveau d’expression du 5 HTT semble
considérablement plus élevé dans le poumon que dans I'encéphale. Ainsi, toute altération
de l'expression du 5-HTT retentit directement sur I'activité proliférative des cellules
musculaires lisses vasculaires pulmonaires. Les anorexigenes fenfluramine, d-fenfluramine et
aminorex different des inhibiteurs sélectifs du 5-HTT dans la mesure olu ceux-ci interagissent
de facon complexe avec le 5-HTT et certains récepteurs de la sérotonine (5-HT,) mais
également la libération de sérotonine a partir des plaquettes (163, 164).

Plusieurs travaux ont démontré un lien étroit entre le niveau d’expression et/ou d’activité
pulmonaire du 5-HTT et le développement de 'HTAP expérimentale. Les souris déficientes
en 5-HTT sont protégées contre le développement de I'HTAP hypoxique (165). L’hypoxie
augmente l'expression et l'activité du 5-HTT dans les cellules musculaires lisses d’artere
pulmonaire selon un mécanisme faisant intervenir une activation transcriptionnelle (161). La
conséquence est que l'activité mitogénique de la sérotonine est potentialisée par la pré-
exposition des cellules musculaires lisses a I’hypoxie. Cette surexpression du 5-HTT induite in
vitro par I'"hypoxie est retrouvée in vivo chez les souris exposées a I’hypoxie au niveau de la
media des artéres pulmonaires distales et proximales (161). L'administration chronique

d’inhibiteurs sélectifs du 5-HTT atténue I’'HTAP hypoxique et induite par la monocrotaline
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(165, 166). Le antagonistes des récepteurs 5-HT,4 et 5-HT1g a la sérotonine sont sans effets
(165). Afin d’évaluer si la surexpression du 5-HTT dans les cellules musculaires lisses
vasculaires pulmonaires est suffisante pour le développement d’une HTAP, Guignabert et
coll ont développé une lignée de souris transgéniques surexprimant sélectivement le 5-HTT
dans les cellules musculaires lisses sous le contréle du promoteur SM22 (71). Ces souris
SM22-5-HTT+ développent une HTAP sans aucune altération de la biodisponibilité de
sérotonine (71). Chez ces souris qui développent spontanément un remaniement
hypertrophique de la paroi vasculaire, le niveau d’expression du 5-HTT est 3 a 4 fois celui
d’animaux témoins, ce qui correspond au niveau d’expression fréquemment retrouvé dans
I"'HTAP humaine. Une association entre HTAP hypoxique et surexpression du 5-HTT avait été
antérieurement démontrée chez des souris transgéniques surexprimant le 5-HTT sous le
contr6le du promoteur humain (167). L'ensemble de ces données démontre donc I'existence
d’un lien étroit entre le niveau d’expression et/ou d’activité du 5-HTT pulmonaire et le
développement d’'une HTAP expérimentale.

Chez 'Homme, plusieurs études ont également permis d’identifier le role du 5-HTT dans la
physiopathologie de I'HTAP humaine. Le 5-HTT est exprimé en grande quantité dans le
poumon, ou il est présent principalement sur les cellules musculaires lisses artérielles
pulmonaires et peu sur les cellules endothéliales (161, 162). Au cours de I'HTAP
idiopathique, des études immunohistochimiques ont montré une surexpression du 5-HTT
dans la media des artérioles remodelées et dans les lésions en bulbe d’oignon (168). De
facon intéressante, cette surexpression protéique et de I'activité du 5-HTT persiste dans des
cultures de cellules musculaires lisses artérielles pulmonaires provenant de patients avec
une HTAP idiopathique (168). De plus, ces cellules se caractérisent par une activité

proliférative anormalement élevée en réponse a des doses croissantes de sérotonine ou au
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sérum alors que leur réponse proliférative a d’autres facteurs croissances tels le PDGF, le
FGF, le TGFp, I'EGF ou I'|GF ne différe pas de celle de sujets témoins (168). Cette croissance
anormale est inhibée en présence d’inhibiteurs sélectifs du 5-HTT comme la fluoxétine ou le
citalopram (168). Il en résulte donc que la surexpression du 5-HTT est responsable de
I'augmentation de l'activité mitogene de la sérotonine et du sérum (qui contient des
concentrations micromolaires de sérotonine) au cours de I'HTAP idiopathique (168).

Le fait que la surexpression du 5-HTT persiste dans des cellules étudiées in vitro et donc
extraites de leur environnement pathologique apparait donc comme une anomalie
intrinseque des cellules musculaires lisses d’artere pulmonaire intimement liée au
phénotype pathologique de I'HTAP idiopathique. Il a été démontré que I'expression du 5-
HTT est soumise a une régulation génétique liée a un polymorphisme de la région
promotrice du gene 5-HTT humain (169). Ce polymorphisme consiste en deux alléles
fréquents, une insertion ou une délétion de 44 bp, appelés alléles long ou L et court ou S
(Short) respectivement. L’alléle L induit la transcription du géne 5-HTT deux a trois fois plus
vite qu’avec l'alléle S. Ainsi, I’expression du 5-HTT varie en fonction du génotype S/S, L/S ou
L/L dans les cellules musculaires lisses artérielles pulmonaires de sujets témoins et
détermine la réponse proliférative de ces cellules a la sérotonine ou au sérum (168). Les
cellules du génotype L/L expriment davantage le 5-HTT et proliféerent plus en réponse a la
sérotonine (168). Néanmoins, ce polymorphisme ne peut expliquer l'augmentation de
I’expression pulmonaire ou cellulaire du 5-HTT au cours de I'HTAP. En effet, les niveaux
d’ARNm ou d’activité du 5-HTT dans les cellules L/L de sujets témoins restent toujours
inférieurs au niveau mesuré dans les cellules de patients porteurs d’'une HTAP et ce quel que
soit leur génotype (170). D’autres facteurs, notamment environnementaux, peuvent

également participer a la surexpression du 5-HTT au cours de I'HTAP parmi lesquels,
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I’hypoxie, I'inflammation ou une dysfonction de BMPR2. Dans une population de 89 patients
souffrant d’HTAP idiopathique, 65% des patients avaient un génotype L/L alors que la
fréquence de ce génotype était de 27% dans la population témoin. Cette forte prévalence du
génotype L/L au cours de 'HTAP n’a cependant pas été retrouvée dans d’autres études
ayant inclus un plus grand nombre de patients (171, 172). Ces résultats discordants
pourraient étre dus a la forte proportion de patients transplantés dans I'étude d’Eddahibi et
coll (168). Ainsi, le génotype homozygote L/L ne représente pas un facteur de suceptibilité
ou de prédisposition a I'HTAP mais pourrait intervenir comme géne modificateur et
influencer la sévérité ou I'évolutivité de la maladie. Bien que I'alléle long du promoteur du
géne 5-HTT soit fortement lié a 'HTAP idiopathique, ce fait n’explique pas entiérement
I’'augmentation de I'expression de 5 HTT chez les malades qui ont une HTAP. Ainsi, la
présence concomitante d’autres facteurs est probablement nécessaire a I'apparition d’une
surexpression de 5-HTT. Il reste a déterminer si cette surexpression est due a une altération
du géne 5-HTT lui-méme ou a des altérations d’autres facteurs mis en jeu dans la régulation
de I'expression du géne 5-HTT. L’étude des voies moléculaires qui lient le génotype BMP-RII
mutant, I'expression de 5-HTT, et le phénotype HTAP idiopathique est donc nécessaire.

Afin d’évaluer si la sérotonine était impliquée dans le « dialogue » entre les cellules
endothéliales et musculaires lisses vasculaires pulmonaires dans ’'HTAP, du milieu de culture
sans sérum provenant de cellules endothéliales isolées a partir de prélevements pulmonaires
de patients avec une HTAP idiopathique a été utilisé pour cultiver des cellules musculaires
lisses artérielles pulmonaires provenant du méme individu. L'adjonction de fluoxetine, qui
bloque I'action mitogénique de la sérotonine sur les cellules musculaires lisses en inhibant le
5-HTT, diminuait la réponse proliférative du milieu de culture des cellules endothéliales de

pres de 50% alors que I'adjonction d’antagonistes des récepteurs de I'endothéline n’avait
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aucun effet (157). Ces résultats indiquent que la sérotonine représente le principal facteur
de croissance relargué par les cellules endothéliales pulmonaires et qui agit sur les cellules
musculaires lisses. Sullivan et coll avaient démontré que la sérotonine était le principal
facteur de croissance relargué par les cellules endothéliales aprés stimulation par
I’angiopoiétine 1. L’adjonction de PCPA, un inhibiteur sélectif de la tph 1, dans le milieu de
culture de cellules endothéliales rend indétectable le taux de sérotonine et de 5-HTT et
réduit la réponse proliférative des cellules musculaires lisses artérielles pulmonaires dans
des proportions comparables a ce qui était observé avec la fluoxetine (157). Enfin, la
combinaison des 2 drogues (PCPA et fluoxetine) ne produisait aucun effet prolifératif sur les
cellules musculaires lisses vasculaires pulmonaires (157). Ainsi, lorsqu’une déplétion de la
sérotonine intracellulaire est obtenue par I'inhibition de la synthese de la sérotonine (avec le
PCPA) dans les cellules endothéliales, le blocage du 5-HTT par la fluoxetine n’a pas d’action
antiproliférative complémentaire (157). Enfin, la tph 1 est fortement exprimée en
immunohistochimie au niveau de I'endothélium vasculaire pulmonaire normal (157). Ces
données démontrent donc que la sérotonine est synthétisée par les cellules endothéliales
dans le poumon normal et représente le principal facteur de croissance produit par les
cellules endothéliales qui agit sur les cellules musculaires lisses vasculaires pulmonaires
selon un mode paracrine. Ces données semblent spécifiques a la circulation pulmonaire
puisque la sérotonine ne posséde pas cette action mitogénique sur les cellules musculaires

lisses des vaisseaux systémiques (159).
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1.4.6 Chimiokines et mécanismes inflammatoires

Des mécanismes inflammatoires semblent jouer un réle important dans la physiopathologie
de I'HTAP (173). Cette hypothese inflammatoire est soutenue par diverses constations

cliniques et des résultats expérimentaux.

1.4.6.1 Constations cliniques

Une HTAP sévere peut compliquer I'évolution de nombreuses pathologies inflammatoires
telles les connectivites (18, 174), certaines vascularites (175), ou affectant le systéeme
immunitaire telles le POEMS (Polyneuropathy Organomegaly, Endocrinopathy, Monoclonal
immunoglobulin, Skin changes) syndrome (176), le syndrome de Castleman (177) ou
I'infection par le virus de l'immunodéficience humaine (VIH) (37). Une amélioration
hémodynamique et clinique parfois spectaculaire a pu étre observée aprés un traitement
immunosuppresseur au cours de ces différentes affections soulignant ainsi 'importance de
la composante inflammatoire chez ces patients (20, 21, 174, 176, 177). L'auto-immunité et
I'inflammation contribuent également a la physiopathologie de I'HTAP idiopathique. Ainsi,
des taux circulants élevés de cytokines pro-inflammatoires (interleukine (IL) 1 et IL-6),
d’auto-anticorps (facteurs anti-nucléaires, anti-cellules endothéliales et anti-fibroblastes) ont
été mis en évidence au cours de I'HTAP idiopathique (178, 179, 180-182). Au niveau
anatomo-pathologique, il existe de nombreuses similitudes entre les lésions vasculaires
pulmonaires observées au cours des connectivites et celles de 'HTAP idiopathique (183). De
plus, des infiltrats de cellules inflammatoires mononucléées correspondant a des
macrophages, des lymphocytes T et B et des cellules dendritiques sont fréquemment mis en
évidence autour des lésions vasculaires pulmonaires de patients présentant une HTAP

idiopathique (184, 185), ou associée a une connectivite (56, 183). De facon intéressante, ces
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infiltrats de cellules inflammatoires n’étaient pas présents au niveau des vaisseaux non
remodelés ou de l'interstitium pulmonaire (56). Enfin, ces infiltrats sont associés a une
expression locale accrue de plusieurs chimiokines dont CCL2 (MCP-1), CCL5 (RANTES),

CX3CL1 (fractalkine).

1.4.6.2 Résultats expérimentaux

Le role du recrutement de ces cellules inflammatoires, et notamment du lymphocyte T, et
des mécanismes impliqués a fait I'objet de plusieurs études. Le recrutement des cellules
inflammatoires circulant dans le flux sanguin intravasculaire vers le tissu atteint est une
phase critigue qui nécessite I'attachement des leucocytes a I'endothélium puis leur
transmigration vers I'espace extra-vasculaire en réponse a un gradient chémo-attractant
impliquant les chimiokines (Figure 7). Ce processus complexe comporte plusieurs étapes
d’interactions coordonnées entre leucocyte et cellule endothéliale. Dans une premiére
phase de capture et de roulement, le leucocyte est ralenti par les sélectines et glisse
lentement le long de I’'endothélium vasculaire. C'est alors que les chimiokines produites par
les cellules endothéliales ou les ayant traversées par transcytose agissent sur les leucocytes
exprimant les récepteurs correspondants. Il en résulte une activation des intégrines au
niveau de la membrane leucocytaire qui vont trouver leurs ligands a la surface des cellules
endothéliales. Cette interaction permet un arrét ferme des leucocytes. Ces phénomeénes
sont suivis de la diapédeése qui correspond au franchissement de la barriere endothéliale par
le leucocyte puis par la migration intra-tissulaire au cours de laquelle la cellule se déplace

vers la source de chimiokine (186).
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Figure 7: recrutement des leucocytes au sein des lésions inflammatoires (d’apres AD Luster

et coll N Engl J Med 1998).
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Figure 8: classification des chimiokines (d’apres (187))
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1.4.6.3 Les chimiokines

Les chimiokines sont des protéines de faible poids moléculaire (8 a 40 kDa, a I'exception de
CX3CL1 (fractalkine) : 95 kDa) qui possédent une activité chimiotactique puissante. Au cours
de l'inflammation, de nombreuses cellules telles les cellules souches tissulaires, les
leucocytes résidents et recrutés, les macrophages et les cellules endothéliales activées
participent a la transmission des signaux inflammatoires par le biais de I'expression de
chimiokines (187). Les chimiokines sont classées en 4 sous-familles structurales définies par
la position des 2 premieres cystéines sur leur extrémité NH2 terminale (Figure 8):
lorsqu’elles sont séparées par un acide aminé, on les appelle les CXC chimiokines ;
lorsqu’elles ne le sont pas, on les appelle les CC chimiokines ; enfin lorsqu’elles sont séparées
par 3 acides aminés, on les appelle les CX3C chimiokines (187). Ces résidus déterminent,
avec d’autres spécificités structurelles comme les acides aminés N-terminaux précédant les
cystéines, I'affinité envers un type de cellule inflammatoire. Ainsi, les CXC chimiokines
présentant une séquence acide glutamique-leucine-arginine proche du N-terminal ont des
propriétés chimiotactiques envers les polynucléaires neutrophiles ; celles dépourvues d’une
telle séquence attirent les lymphocytes. A I'opposé, les CC chimiokines en général n’agissent
pas sur les neutrophiles mais attirent les monocytes, les éosinophiles, les basophiles et les
lymphocytes avec une spécificité variable (187). Les chimiokines sont impliquées dans la
physiopathologie de diverses maladies inflammatoires. L'accumulation et I'activation des
leucocytes au cours de ces pathologies sont en grande partie dues a leur réle de médiateur.
Le type d’infiltrat inflammatoire caractérisant une maladie donnée dépend en partie du
sous-groupe de chimiokine exprimé dans le tissu atteint (187). Ainsi dans les maladies

atopiques comme I'asthme ou la rhinite allergique, les cellules caractéristiques infiltrant la
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mugueuse sont principalement des polynucléaires éosinophiles et des mastocytes. Les
chimiokines comme CCL11 (eotaxine) et CCL2 (MCP-1) agissent non seulement comme
attracteurs pour les éosinophiles mais favorisent également la libération de médiateurs
comme [’histamine et les leucotriénes. De plus, il a été démontré que les récepteurs des
chimiokines peuvent se comporter comme des co-récepteurs pour des agents infectieux
comme le VIH (CCR5) en facilitant I'infection des lymphocytes. L’expression de certains
récepteurs peut étre limitée a certains types leucocytaires alors que d’autres récepteurs sont
retrouvés a la surface de plusieurs types cellulaires parfois tres différents. Une fois liée a la
cellule cible, les chimiokines influencent la cytokinese par activation et amplification de la
motilité cellulaire. Elles possédent également la propriété d’induire la migration cellulaire en
direction de leur propre gradient de concentration, c’est le chimiotactisme (187). Par ce
mécanisme, le tissu présentant une réaction inflammatoire et exprimant des chimiokines va
attirer des cellules inflammatoires de différents types.

L'implication des chimiokines dans le recrutement des cellules inflammatoires au cours de
I'HTAP a été récemment étudiée. Fractalkine (CX3CL1) est une chimiokine particuliére qui
existe sous une forme membranaire ancrée a la surface des cellules endothéliales (molécule
d’adhésion cellulaire) et sous une forme soluble clivée par une protéase (protéine
chimiotactique) (188, 189). Les effets de fractalkine (CX3CL1) sont médiés par un seul
récepteur (CX3CR1) exprimé a la surface des monocytes, cellules dendritiques, lymphocytes
natural killer et les lymphocytes T activés (190, 191). CX3CL1 exerce de puissants effets
chimiotactiques sur les leucocytes exprimant CX3CR1. Contrairement aux autres
chimiokines, elle permet, sous sa forme membranaire, un attachement ferme et une
activation des leucocytes exprimant CX3CR1 (191). Des polymorphismes du géene codant

pour CX3CR1 sont associés a une diminution du risque de syndrome coronarien aigu,

-61 -



suggérant que fractalkine pourrait jouer un role dans le recrutement de cellules
inflammatoires (lymphocytes T et monocytes) dans la paroi vasculaire (192). Balabanian et
coll ont étudié I'implication de fractalkine dans la physiopathologie de 'HTAP humaine (193).
lIs ont notamment démontré que (i) CX3CR1 était surexprimé a la surface des lymphocytes T
CD4+ et CD8+ provenant de patients souffrant d’HTAP idiopathique comparativement a ceux
de sujets controles ; (ii) cette surexpression était en partie liée a une augmentation de la
sensibilité de ces cellules a la fractalkine (CX3CL1) soluble ; (iii) cette réponse anormale des
lymphocytes a CX3CL1 n’était pas la simple conséquence de I’hypertension pulmonaire car
elle n’était pas mise en évidence chez des patients souffrant d’hypertension pulmonaire
post-embolique ; (iv) le taux circulant de CX3CL1 était significativement plus élevé chez les
patients souffrant d’"HTAP idiopathique comparativement a des sujets controles ou des
patients avec une hypertension pulmonaire post-embolique; (v) TARNm de CX3CL1 était
surexprimé dans le tissu pulmonaire de patients avec une HTAP idiopathique
comparativement aux sujets contrdles; et enfin que (vi) 'ARNm et la protéine CX3CL1
étaient exprimés au niveau des cellules endothéliales vasculaires pulmonaires (193). Plus
récemment, Perros et coll ont étudié I'expression en RTPCR et immunohistochimie de
CX3CL1 et CX3CR1, au sein des lésions microvasculaires pulmonaires micro-disséquées, dans
un modeéle d’"HTAP induite par la monocrotaline chez le rat (194). lls ont montré que CX3CL1
était exprimée par les cellules inflammatoires localisées autour des vaisseaux pulmonaires
remodelés et que les cellules musculaires lisses vasculaires pulmonaires surexprimaient
CX3CR1 (194). De plus, ils ont montré que des cellules musculaires lisses vasculaires
pulmonaires de rats en culture exprimaient CX3CR1 et que CX3CL1 induisait la prolifération
de ces cellules mais pas leur migration (194). Ainsi, fractalkine (CX3CL1) pourrait agir comme

un facteur de croissance pour les cellules musculaires lisses vasculaires pulmonaires au cours
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de I'HTAP (194). RANTES (Regulated upon Activation Normal T cell Expressed and Secreted :
CCL5) possede une activité chimiotactique puissante, médiée par au moins trois récepteurs
(CCR1, CCR2, CCR3), pour les monocytes, les lymphocytes T, les éosinophiles, les basophiles
et les cellules natural killer (187, 195). CCL5 jouerait un rdle clé dans la physiopathologie de
plusieurs pathologies vasculaires inflammatoires telles le syndrome de Kawasaki (196),
I’artérite de Takayasu (197) et les glomérulonéphrites (198). CCL5 pourrait jouer un réle dans
la physiopathologie de I'HTAP en induisant I'enzyme de conversion de I'endothéline-1
impliquée dans la synthése de I’endothéline-1. Ainsi Dorfmuller et coll ont étudié le réle et
I'implication de CCL5 dans la physiopathologie de 'HTAP humaine. lls ont notamment
montré que : (i) ’ARNm de CCL5 peut étre détecté en RT-PCR dans les poumons des patients
transplantés pour une HTAP et de sujets contrdles sains, (ii) un nombre significativement
plus élevé de copies de CCL5 comparativement a celui de la B-actine dans les poumons de
patients avec une HTAP, (iii) les cellules endothéliales vasculaires pulmonaires sont la source
principale de CCL5 en hybridation in situ et en immunohistochimie (199)

Enfin récemment, il a été prouvé que les lymphocytes ont un rble protecteur contre le
remodelage vasculaire et contribuent au maintien de I’"homéostasie vasculaire pulmonaire
en situation de stress (200). Les auteurs de cette étude ont utilisé un modéle animal d’'HTAP
induite par le blocage du récepteur au VEGF par le SU5416. Cette drogue cause une
apoptose des cellules endothéliales et en association avec une exposition a I’hypoxie
chronique, elle induit le développement d’une HTAP associée a une prolifération
endothéliale (201) Dans cette étude, des rats athymiques soumis au SU5416 développent
une HTAP en normoxie alors que des rats euthymiques n’en développent pas (200). De plus
lorsque ces rats sont soumis a I’"hypoxie, I'HTAP et la mortalité sont plus élevées chez les rats

athymiques par rapport aux rats euthymiques (200). Enfin, I'injection de splénocytes,
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contenant des lymphocytes T, B et d’autres cellules mononucléées, protege contre le
développement de I'HTAP chez les rats athymiques (200). Des résultats similaires ont été

rapportés chez des rats athymiques exposés a la monocrotaline (202).

1.4.6.4 Facteurs de croissance

Un intérét particulier s’est dégagé, ces derniéres années, pour les facteurs de croissances
tels le vascular endothelial growth factor (VEGF), I'epidermal growth factor (EGF) et le
platelet-derived growth factor (PDGF). Ces molécules sont impliquées dans le remodelage
vasculaire pulmonaire et représentent des cibles thérapeutiques prometteuses en cours
d’exploration.

1.4.6.4.1 Le VEGF

Le VEGF est une famille de facteurs de croissance cruciaux impliqués dans la régulation du
développement vasculaire pendant I'embryogenése (vasculogenése) et la formation de
nouveaux vaisseaux sanguins a I’age adulte (angiogenese) (203). Cette famille regroupe cing
membres, VEGF-A, B, C, D et le placenta growth factor (PLGF) (203). 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) (Figure 9) (203). Bien que le réle
physiologique du VEGF, qui est abondamment exprimé dans le poumon, soit inconnu, il a été
proposé que ce facteur de croissance soit impliqué dans la survie cellulaire. Dans I'HTAP,
I’expression du VEGF est accrue dans les vaisseaux pulmonaires y compris au sein des Iésions
plexiformes (61, 204). Bien que I'isoforme VEGF-A ait été largement étudiée dans le contexte
de I'hypertension pulmonaire et qu’on lui ait prété un réle protecteur, une étude a attribué
au VEGF-B un réle pathologique. A l'inverse du VEGF-A, le VEGF-B semble accentuer le

remodelage puisque des souris invalidées pour VEGF-B (VEGF-B /) exposées a une hypoxie
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chronique, ont un remodelage vasculaire significativement moindre par comparaison aux
souris sauvages (205). Des études animales ont montré les effets positifs du VEGF-A dans des
modeles d’hypertension pulmonaire (206). En effet, une thérapie cellulaire fondée sur
I'utilisation de cellules musculaires lisses syngéniques surexprimant le VEGF-A a permis de
prévenir le développement et la progression de ’HTAP dans le modéle de rats exposés a la
monocrotaline (206). Le VEGF-A réduirait la progression de la maladie en prévenant la perte
des vaisseaux existants ou en induisant le développement de nouveaux vaisseaux
pulmonaires (206). Dans I’'HTAP idiopathique, I'expression du VEGFR-1 est augmentée, alors
gue c’est VEGFR-2 qui est exprimé dans les lésions plexiformes (207). Chez le rat, il a été
montré que l’association du blocage chronique du VEGFR-2 et de I'hypoxie chronique
pouvait causer une dysfonction cellulaire endothéliale et une mort cellulaire permettant de
sélectionner un phénotype endothélial prolifératif et résistant a I’'apoptose et conduisant au
développement d’une hypertension pulmonaire (201). Puisque la mort cellulaire
endothéliale, la prolifération cellulaire et le développement de I’hypertension pulmonaire
sont bloqués par un inhibiteur des caspases a large spectre, il ressort que la sélection parmi
les cellules endothéliales d’'un phénotype résistant a I’apoptose pourrait étre essentielle a la
prolifération des cellules endothéliales des artéres pulmonaires (201). Des phénomeénes
apoptotiques pourraient étre a I'origine d’une susceptibilité au développement des maladies

vasculaires (201).
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Figure 9 : VEGF et les récepteurs au VEGF (d’apres (203))
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1.4.6.4.2 Le PDGF

Le PDGF est formé a partir de 2 chaines polypeptidiques (les chaines A et B) qui forment un
homo ou un hétérodimere. Le PDGF est synthétisé par plusieurs types cellulaires incluant les
cellules musculaires lisses, les cellules endothéliales et les macrophages (208, 209). Le PDGF
a la capacité de stimuler la prolifération et la migration des cellules musculaires lisses et des
fibroblastes et représente un médiateur clé dans la progression de plusieurs maladies
fibroproliférantes telles I'athérosclérose, la fibrose pulmonaire et ’'HTAP (208, 209). Le PDGF
et ses récepteurs (PDGF-Ra et B), présents dans leur forme activée phosphorylée, sont
surexprimés au sein des artérioles pulmonaires de patients transplantés pour une HTAP
idiopathique sévére (72). Au sein des artérioles, le PDGF-B est principalement exprimé au
niveau des cellules endothéliales, des cellules musculaires lisses et au sein des cellules
inflammatoires périvasculaires ; le PDGF-RB est principalement exprimé dans les cellules

musculaires lisses (72). De plus, il a été montré que le PDGF joue un role important dans la
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prolifération et la migration des cellules musculaires lisses vasculaires pulmonaires (72).
Cette action est inhibée par les inhibiteurs de tyrosine kinase et en particulier I'imatinib (72,
209). Un certain nombre d’observations cliniques ont soulevé I'hypothése que les agents
capables de moduler I'effet du PDGF pourraient avoir un intérét thérapeutique dans la prise
en charge de I'HTAP (210, 211).

L'imatinib est un inhibiteur de tyrosine kinases qui a révolutionné le traitement de la
leucémie myéloide chronique pour sa capacité a bloquer le récepteur bcr-abl anormal.
L'imatinib est capable de reverser I’'HTAP induite dans des modéles expérimentaux (72, 209).
De plus, il a été rapporté chez quelques patients suivis pour une HTAP et ayant recu de
I'imatinib a titre compassionnel ou dans le cadre du traitement d’une leucémie myéloide
chronique, une amélioration fonctionnelle et hémodynamique (210, 211). L'effet de
I'imatinib pourrait étre dG en partie a une inhibition de I'activité de plusieurs tyrosine
kinases, dont le récepteur du PDGF, conduisant a une apoptose des cellules musculaires
lisses et un effet sur le remodelage vasculaire pulmonaire. Les inhibiteurs de tyrosine kinase
ayant des cibles multiples, il est possible que I'action de I'imatinib soit aussi liée a I'inhibition
d’autres récepteurs tyrosine kinase. Une étude clinique récente multicentrique de phase Il a
étudié I'effet de I'imatinib sur 59 patients atteints d’HTAP ayant présenté une réponse
insatisfaisante au traitement par analogues de la prostacycline, antagoniste des récepteurs
de I'endothéline ou inhibiteur de la PDE-5 (212). L'objectif primaire qui visait a étudier I'effet
fonctionnel du traitement sur le test de marche n’a pas été atteint (212). Une étude
randomisée de phase lll, contre placebo, visant a étudier I'effet de I'imatinib est en cours.
D’autres inhibiteurs de tyrosine kinases dont les cibles biologiques sont variables sont

également en cours d’évaluation.
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Figure 10: Voie du PDGF dans le remodelage vasculaire pulmonaire et son inhibition par le

STI571.
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1.4.6.4.3 Angiopoiétine et TIE2

L’angiopoiétine-1 (Ang-1) est une glycoprotéine qui forme avec I'angiopoiétine 2 et 3/4 une
famille de facteurs de croissance. Elle exerce ses effets physiologiques apres fixation a un
récepteur transmembranaire spécifique endothélial a tyrosine kinase TIE2. Au cours du
développement pulmonaire, Ang-1 et TIE2 sont exprimés dans les vaisseaux en croissance.
Ang-1 est synthétisé et sécrété par les cellules musculaires lisses vasculaires et les péricytes,
alors que TIE2 est exprimé sur les cellules endothéliales. Chez I'adulte, I'expression d’Ang-1
est minimale alors que celle de TIE2 demeure constitutive. Au cours de I’'HTAP, Ang-1 est
surexprimée (213) et Ang-1 cause l'activation du récepteur TIE2 par autophosphorylation
d’une tyrosine dans I'’endothélium vasculaire pulmonaire (214). Enfin, TIE2 et sa forme
phosphorylée sont surexprimés dans les poumons de sujets transplantés pour une HTAP
comparativement a des sujets contréles (215). La surexpression d’Ang-1 au niveau
pulmonaire est capable d’induire une HTAP chez le rat (214, 216). Les animaux
transgéniques pour Ang-1 présentent une augmentation de la phosphorylation de TIE2 au
niveau endothélial pulmonaire et une hyperplasie des cellules musculaires lisses au niveau
des artérioles pulmonaires. Une surexpression de |'ectodomaine soluble de TIE2 qui
séquestre I’Ang-1 est capable de supprimer le phénotype hypertensif pulmonaire dans des
modeles animaux d’HTAP induite par la monocrotaline ou Ang-1 (217). Enfin, la stimulation
des cellules endothéliales pulmonaires par Ang-1 induit un relargage de sérotonine qui peut
potentiellement stimuler les cellules musculaires lisses vasculaires (214, 215). Toutefois, ce
role d’Ang-1 est controversé ; Zhao et coll ont en effet montré qu’Ang-1 pouvait avoir un
role protecteur contre le développement d’une HTAP dans des modeéles animaux d’HTAP

induite par la monocrotaline ou I’hypoxie (218).
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2 MATERIEL ET METHODES

2.1 Prélevements humains

2.1.1 Patients

Les études ont été réalisées a partir de préléevements de parenchyme pulmonaire et
d’arteres pulmonaires obtenus au cours de transplantation pulmonaire ou cardio-
pulmonaire de patients souffrant d’"HTAP et suivis dans le Centre National de Référence de
I’'Hypertension Artérielle Pulmonaire a I’hopital Antoine Béclere et a I’hopital Européen
Georges Pompidou. Le diagnostic d’HTAP était confirmé chez tous les patients par
cathétérisme cardiaque droit, la condition associée (idiopathique, héritable...) était
confirmée selon les recommandations internationales en vigueur (1, 219). Lindication de
transplantation était posée apres discussion collégiale médico-chirurgicale chez des patients
atteints d’HTAP sévere et réfractaire au traitement médical optimal.

Le tissu contrdle provenait de biopsies pulmonaires effectuées lors de la cure chirurgicale de
pneumothorax ou au cours de lobectomies ou pneumonectomies réalisées pour I'exérese
d’un cancer bronchique. Une échocardiographie pré-opératoire éliminait une hypertension
pulmonaire chez chacun de ces sujets controle.

L'ensemble des prélévements (transplantations, lobectomies, pneumonectomies, biopsies
pulmonaires) a été effectué au Centre Chirurgical Marie Lannelongue (Pr Ph Dartevelle et Pr
E Fadel).

Un consentement libre et éclairé a été obtenu aupres des patients ou de leur famille avant

chaque prélévement afin qu’il soit utilisé a des fins de recherche médicale.
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2.1.2 Traitement du tissu humain

Afin de garantir l'intégrité nucléique, protéique et morphologique des tissus utilisés, le
parenchyme pulmonaire prélevé par le chirurgien était traité rapidement et stérilement au
moment méme de I'intervention chirurgicale au bloc opératoire.

Lors des transplantations, le poumon droit natif explanté est gonflé a 'aide d’un mélange
d’ornithyl carbamyl transferase (OCT, VWR) et de phosphate buffered saline (PBS) dans un
rapport 1:5, par application intrabronchique ; chaque lobe étant gonflé via sa bronche
principale. Quand le lobe est suffisament distendu, la bronche est ligaturée. Lorsqu’un lobe
pulmonaire entier ne peut-étre obtenu (préléevements controles), le mélange OCT-PBS est
directement injecté dans le parenchyme pulmonaire a I'aide d’une aiguille 18G. De multiples
prélevements tissulaires sont obtenus en sectionnant différentes zones du parenchyme
pulmonaire (tissu prélevé en zone saine a distance d’une tumeur pour les sujets controles) :
des échantillons périphériques et centraux des 3 lobes sont récupérés et numérotés de
facon systématique. Les échantillons sont inclus dans de I'OCT pur dans des cupules de
congélation puis rapidement congelés dans un bain d’isopentane refroidi par de la
carboglace. Les blocs de tissu pulmonaire ainsi obtenus sont stockés a -80°C jusqu’a leur
utilisation. Dans le méme temps une collerette d’artére pulmonaire est disséquée
séparément, placée dans du milieu de transport DMEM et stockée pendant un temps
maximum de 48 heures a +4°C. Les cellules musculaires lisses sont ensuite recueillies par la

technique d’explant décrite plus loin.

2.1.3 Prélevements sanquins

Les prélevements sanguins en vue de |'obtention des plaquettes et de monocytes ont été
effectués chez des patients adultes. Les prélevements étaient effectués le matin, aprés avoir

respecté 30 min de stabilisation en position assise ou couchée. Les plaquettes étaient isolées
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localement par le centre investigateur (service de pneumologie hopital Antoine Béclére, CIC
hopital Henri Mondor) puis congelées. Les monocytes étaient isolés a partir de sang frais non
congelé et ni réfrigéré sur un gradient de Ficoll.

Les prélevements sanguins en vue de |'extraction de ’ADN génomique ont été effectués par
le centre investigateur (service de pneumologie hopital Antoine Béclere, CIC hopital Henri
Mondor) pour étre ensuite congelés et stockés jusqu’a I'extraction et I'analyse de I’ADN

génomique.

2.1.4 Culture des cellules musculaires lisses d’artéres pulmonaires

Les cellules musculaires lisses (CML) d’artére pulmonaire sont cultivées a partir d’explants.
Les arteres pulmonaires prélevées (5 a 10 mm de diametre) sont placées dans du milieu de
transport DMEM et stockées au plus 48 heures a + 4°C. Au moment de la mise en culture, le
vaisseau est ouvert, rincé et nettoyé de tout tissu conjonctif, il est ensuite découpé en petits
lambeaux de 2 & 5 mm? qui sont placés dans une boite de culture et incubés en présence de
milieu de culture DMEM complémenté avec des antibiotiques (100 Ul/ml de pénicilline, 0,1
mg/ml de gentamycine), 1% de fungizone, 1% de L-glutamine et 10% sérum de veau foetal
(SVF). Aprés 2 semaines d’incubation, les CML sont transférées dans de nouvelles boites de
culture. Arrivées a confluence, les CML sont utilisées entre les passages 1 et 4.

Afin de déterminer les caractéristiques phénotypiques des CML en culture des patients HTAP
et contréles, un immunomarquage utilisant un anticorps monoclonal dirigé contre une

protéine spécifique du cyto-squelette des CML (alpha-actine) est réalisé.

2.1.5 Culture des cellules endothéliales

Les cellules endothéliales sont obtenues par digestion enzymatique (Dispase 1) d’un

fragment de tissu pulmonaire de 5 cm® placé & 37°C pendant une nuit. La suspension
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obtenue est alors filtrée, et placée sur des puits enduits de gélatine (0.1%) et placé dans un
milieu spécifique (MCDB131 (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) supplémenté avec 10% de
sérum de veau feetal, 50 U/mL de penicilline/streptomycine, 4 mmol/L de L-glutamine, 25
mmol/L d’HEPES, 10 U/mL d’héparine, et des facteurs de croissances endothéliaux (VEGF).
Une purification immunomagnétique est ensuite réalisée a I'aide de microbilles (DynaBeads
(Dynal, Compiegne, France)) marquées a l'aide d’un anticorps monoclonal anti-PECAM
(CD31). Le phénotype endothélial était controlé par un double marquage avec LDL acétylé
couplé a un marqueur fluorescent (carbocyanine) (Dil-Ac-LDL, Tebu, Le Perray en Yvelines,
France) et un anticorps endothélial spécifique (Ulex europaeus agglutinin 1 (UEA-1, Sigma,
Lyon, France). Les expériences sont répétées en utilisant des anticorps monoclonaux anti-
desmine et anti-vimentine (Dako, Trappes, France). Les cellules positives pour Dil-Ac-LDL et
UEA-1 et négatives pour la desmine et la vimentine correspondent aux cellules endothéliales

et étaient utilisées entre les passages 3 et 6.
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3 TRAVAUX DE RECHERCHE
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3.1 Premiere étude

Serotonin-Induced Smooth Muscle Hyperplasia in Various Forms of
Human Pulmonary Hypertension

Elisabeth Marcos, Elie Fadel, Olivier Sanchez, Marc Humbert, Philippe Dartevelle, Gérald
Simonneau, Michel Hamon, Serge Adnot, Saadia Eddahibi

Circ Res 2004;94:1263-1270
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L’hypertension pulmonaire est caractérisée par un intense remodelage de la microcirculation
pulmonaire responsable de [I'élévation permanente des résistances vasculaires. Ces
anomalies anatomopathologiques sont rencontrées aussi bien dans I’'HTAP idiopathique,
dans I'HTAP associée a diverses conditions (connectivites, infection par le VIH...), mais
également dans I'HTP compliquant I'évolution des insuffisances respiratoires chroniques
hypoxémiantes (groupe 3 de la classification de 'OMS) ou encore I’hypertension pulmonaire
post-embolique chronique (groupe 4 de I'OMS). Des mécanismes physiopathologiques
communs pourraient étre impliqués dans la genése de ce remodelage microvasculaire
pulmonaire. Des études antérieures ont souligné le réle majeur de la sérotonine au cours de
I'HTAP idiopathique. Toutefois, le role respectif du transporteur de la sérotonine (5-HTT) ou
de ses récepteurs (5-HTis, 5-HT,a et 5-HT,g) demeure incertain ainsi que le réle de la
sérotonine dans le remodelage vasculaire pulmonaire mis en évidence dans I’"HTP associée a
diverses conditions.

Les buts de cette étude étaient donc : (1) évaluer I'expression du 5-HTT et des récepteurs 5-
HT1s, 5-HT,a et 5-HT,z dans le parenchyme pulmonaire et des cellules musculaires lisses
(CML) d’arteres pulmonaires de patients atteints d’HTAP idiopathique (anciennement
primary pulmonary hypertension (PPH) dans l'article), d’HTP compliquant I’évolution de
sclérodermie, histiocytose X, sarcoidose, drépanocytose, d’une insuffisance respiratoire
chronique sévere (dilatation des bronches, emphyséme) (secondary pulmonary hypertension
(SPH) dans I'article), de maladie veino-occlusive, et de sujets contrbles indemnes d’HTP ; (2)
d’évaluer les roles respectifs du 5-HTT et des récepteurs 5-HTig, 5-HT,a et 5-HT,z a I'aide

d’inhibiteurs et d’antagonistes sélectifs spécifiques sur la prolifération des CML.
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3.1.1 Principaux résultats

3.1.1.1 Expression pulmonaire du 5-HTT et des récepteurs de la sérotonine en

immunohistochimie

Dans les poumons de sujets controles, le 5-HTT et les récepteurs 5-HT;p et 5-HT,s sont
principalement exprimés dans la média des artérioles pulmonaires et de fagcon beaucoup
plus faible au niveau de I'endothélium. Le récepteur 5-HT,z est exprimé au niveau de
I’endothélium et de la média. Comparativement aux contréles, une surexpression du 5-HTT
était mise en évidence dans la média des artérioles pulmonaires remodelées des patients
avec une HTAP idiopathique et associée. L'expression du 5-HTT était significativement
augmentée dans le groupe HTAP idiopathique comparativement aux HTAP associée. En
revanche, I'expression pulmonaire des récepteurs 5-HTqs, 5-HT,a et 5-HT,g était similaire

dans la média des artérioles pulmonaires de ces 3 groupes.

3.1.1.2 Expression de 'ARNm du 5-HTT et des récepteurs de la sérotonine dans les CML

Les CML d’artére pulmonaire de patients avec une HTAP idiopathique, associée a une
pathologie ou une maladie veino-occlusive exprimaient un niveau similaire d’ARNm des
récepteurs 5-HTg, 5-HT,4 et 5-HT,5 que les sujets contrbles. En revanche, les CML d’"HTAP
idiopathique ou de maladie veino-occlusive exprimaient un niveau significativement

supérieur d’ARNm du 5-HTT que les sujets controles ou les HTAP associées a une pathologie.

3.1.1.3 Prolifération des CML

La sérotonine stimulait de fagon significativement supérieure la prolifération des CML
d’HTAP idiopathique, de maladie veino-occlusive et d’HTAP associée que les CML contréles.

La réponse mitogénique a la sérotonine était significativement plus importante dans les
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groupes HTAP idiopathique et maladie veino-occlusive que dans les HTAP associée. Les effets
mitogenes de la sérotonine sur les CML étaient bloqués par les inhibiteurs sélectifs du 5-HTT
tels la fluoxetine ou le citalopram mais pas par des antagonistes des récepteurs de la
sérotonine tels la kétansérine (antagoniste du 5-HT5a), R$127445 (5-HT,g/2c) et GR127935 (5-
HT1g/10). En revanche, la réponse proliférative au PDGF était similaire dans les 3 groupes et

les controles.

3.1.1.4 Expression du 5-HTT dans les CML en fonction du génotype

L'allele long « L » de la région promotrice du gene codant pour le 5-HTT, qui est associé a
une surexpression du 5-HTT, était présent a I'état homozygote chez 14/25 (56%) des
patients atteints d’HTAP associée mais seulement 23/84 (27%) des sujets contrdles. Le
niveau d’expression de I'ARNm du 5-HTT et son activité dans les CML étaient
significativement augmentés dans les CML de génotype L/L comparativement aux autres
génotypes (L/S et S/S). Cette différence était observée pour les CML de contrdles et de
patients avec HTAP idiopathique. Toutefois, pour un méme génotype, I'expression de
'ARNm du 5-HTT demeurait significativement plus élevée dans les CML d’"HTAP idiopathique
sans que cela soit expliqué par la présence d’autres mutations dans les régions régulatrices

du géne codant pour le 5-HTT.

3.1.2 Conclusions

Les résultats de cette premiere étude montrent qu’une surexpression du 5-HTT dans les CML
d’artere pulmonaire est une voie physiopathologique impliguée dans le remodelage
vasculaire pulmonaire dans I'HTAP idiopathique, la maladie veino-occlusive et I'HTAP

associée a différentes pathologies.
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3.2 Deuxiéeme étude

Role of Endothelium-derived CC Chemokine Ligand 2 in
Idiopathic Pulmonary Arterial Hypertension
Olivier Sanchez, Elisabeth Marcos, Frédéric Perros, Elie Fadel, Ly Tu, Marc Humbert,
Philippe Dartevelle, Gérald Simonneau, Serge Adnot, Saadia Eddahibi

Am J Respir Crit Care Med 2007;176:1041-1047
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Des meécanismes inflammatoires jouent probablement un réle important dans la
physiopathologie du remodelage microvasculaire pulmonaire rencontré au cours de I’"HTAP.
Des infiltrats composés de cellules inflammatoires mononucléées correspondant a des
macrophages, des lymphocytes T et B et des cellules dendritiques sont fréquemment mis en
évidence autour des lésions vasculaires pulmonaires de patients présentant une HTAP
idiopathique. Les mécanismes impliqués dans le recrutement de ces cellules mononucléées
demeurent mal compris. Une étude précédente de notre équipe avait montré que des
cellules endothéliales pulmonaires en culture étaient capables de synthétiser et libérer des
facteurs de croissance (5-HT, ET-1..) qui agissaient sur les cellules musculaires lisses
artérielles pulmonaires de maniere paracrine (157). CC chemokine ligand 2 (CCL2,
anciennement dénommeée monocyte chemoattractant protein 1 [MCP1]) est une chimiokine
impliquée dans I'activation et la migration des monocytes/macrophages, et dans un grand
nombre de maladies inflammatoires dont I'athérosclérose. Notre intérét pour cette
chimiokine était également fondé sur les résultats d’une étude antérieure rapportant un
effet préventif de I'administration d’anticorps et d’oligonucléotides anti-sens dirigés contre
CCL2 sur le remodelage vasculaire pulmonaire chez des rats exposés a la monocrotaline
(220).

Les buts de cette étude étaient donc: (1) évaluer I'expression de CCL2 circulante dans le
plasma, le poumon et la synthese de CCL2 par les monocytes circulants, les cultures de
cellules endothéliales pulmonaires et de cellules musculaires lisses d’arteres pulmonaires ;
(2) évaluer les effets de CCL2 sur la migration de monocytes et la prolifération et la migration
de CML dans I'HTAP idiopathique en comparaison avec des sujets contrbéles indemnes

d’HTAP.
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3.2.1 Principaux résultats

3.2.1.1 Concentration de CCL2 plasmatique

Un groupe de 44 patients (30 femmes, age moyen 46115 ans) porteurs d’'une HTAP
idiopathique (PAPm 52+12 mmHg, RVPI 28.3+9 UWood/m?) et de 17 volontaires sains (10
femmes, age moyen 478 ans) ont été inclus. La concentration de CCL2 plasmatique était
significativement plus élevée chez les patients avec une HTAP idiopathique que chez les
contréles (504436 contre 317+22 pg/mL ; p=0.002). Le niveau de CCL2 circulant n’était pas
corrélé a la sévérité hémodynamique et n’était pas modifié significativement par
I’'administration chronique de prostacycline intraveineuse dans un sous-groupe de 9 patients
(446%50 (avant) contre 505160 pg/mL (aprés Pgl,) ; p=0.76). Enfin, cette augmentation de la
concentration plasmatique de CCL2 chez les patients avec une HTAP idiopathique n’était pas
due a une augmentation de production par les monocytes circulants de ces patients (295+30

pg/10° monocytes de patients HTAP contre 212+42 pg/10° monocytes contrdles ; p=0.17).

3.2.1.2 Expression pulmonaire de CCL2

Les concentrations pulmonaires de CCL2, mesurées en Western Blot et en ELISA, étaient
significativement augmentées dans les poumons de patients avec une HTAP idiopathique
comparativement aux contrdles. En immunohistochimie, 'immunomarquage pour CCL2 était
localisé au niveau des cellules endothéliales, des macrophages alvéolaires et des infiltrats
perivasculaires. Il n’était pas détecté d’'immunomarquage pour CCL2 dans la média des

artérioles pulmonaires.
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3.2.1.3 Expression de CCL2 dans les cultures de cellules endothéliales et musculaires lisses

artérielles pulmonaires

Les concentrations de CCL2 mesurées dans le milieu de culture de cellules endothéliales et
musculaires lisses quiescentes étaient significativement augmentées chez les patients avec
une HTAP idiopathique comparativement aux contréles (respectivement 1293+50 pg/lO5
contre 6231163 pg/lO5 cellules endothéliales, p=0.02 ; et 1278+163 pg/lO5 contre 3361129
pg/105 cellules musculaires lisses, p=0.01). Les niveaux de CCL2 étaient quatre fois plus
élevés dans les milieux de culture de cellules endothéliales que musculaires lisses dans les

deux groupes.

3.2.1.4 Effets de CCL2 synthétisé par les cellules endothéliales sur la migration des

monocytes

Nous avons utilisé des chambres de Boyden modifiées dans lesquelles des cellules
endothéliales de patients avec une HTAP idiopathique ou de sujets controles étaient
ensemencées dans la partie inférieure du puit (cf schéma ci-dessous). Des monocytes isolés
chez des contrbles étaient ensemencés dans la partie supérieure de la chambre qui était
ensuite plongée dans le puit au contact du milieu de culture qui recouvrait les cellules
endothéliales. La migration des monocytes était ensuite mesurée en quantifiant le nombre

de monocytes ayant traversé la membrane percée de pores.
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Partie supérieure

L Monocytes

Face inférieure de la

membrane poreuse
Fond du puit ensemencé

de cellules endothéliales
recouvertes de milieu de
culture

La présence de cellules endothéliales dans le fond du puit stimulait la migration des
monocytes a travers les pores de la membrane. Cet effet était significativement plus
important lorsque des cellules endothéliales de patients avec une HTAP idiopathique étaient
utilisées comparativement aux cellules contréles. La migration des monocytes était
également fortement stimulée lorsque les cellules endothéliales étaient remplacées par du
CCL2 (10 ng/mL). La migration des monocytes était fortement réduite (-60%) en présence

d’anticorps anti-CCL2 introduit dans le milieu de culture des cellules endothéliales ou le CCL2

exogene.

3.2.1.5 Effets de CCL2 sur la migration et la prolifération des cellules musculaires lisses

CCL2 stimulait la prolifération et la migration des cellules musculaires lisses de facon dose
dépendante. Ces effets étaient significativement plus importants avec des cellules de

patients ayant une HTAP idiopathique comparativement aux controles.
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3.2.1.6 Expression de '’ARNm du récepteur de CCL2 : CCR2

L’expression de ’ARNm de CCR2 était significativement plus importante dans les monocytes
gue les cellules endothéliales et musculaires lisses de patients avec une HTAP idiopathique
et de contréles. L'expression de I’ARNm de CCR2 était significativement augmentée dans les
cellules endothéliales et musculaires lisses de patients avec une HTAP idiopathique

comparativement aux contréles alors qu’elle était comparable pour les monocytes.

3.2.2 Conclusions

Les résultats de cette seconde étude montrent que CCL2 est surexprimée au cours de I’'HTAP
idiopathique. La source de cette surexpression semble provenir des cellules endothéliales
pulmonaires. CCL2 agit non seulement sur le recrutement des monocytes mais également
sur les cellules musculaires lisses vasculaires pulmonaires en stimulant leur prolifération et

leur migration.
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3.3 Troisieme étude

Altération de la Voie de 'Endothéline au Cours de I’Hypertension Artérielle Pulmonaire

Idiopathique et Héritable
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3.3.1 Introduction

L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) est une maladie vasculaire pulmonaire rare
caractérisée par une augmentation des résistances vasculaires pulmonaires liée a un
remodelage de la microcirculation pulmonaire. Une dysfonction et une prolifération
anormale des cellules endothéliales et musculaires lisses artérielles pulmonaires jouent un
réle important dans la physiopathologie de cette maladie. Les mécanismes a I'origine de ces
anomalies demeurent encore mal compris.

L’endothéline-1 (ET-1) est un peptide de 21 acides aminés synthétisé principalement par la
cellule endothéliale sous forme de précurseur qui subit des clivages successifs pour aboutir
au peptide biologiquement actif (105). Les effets de I'ET-1 sont médiés par deux récepteurs
différents couplés a des protéines G ET-A et ET-B (105). De nombreux arguments plaident en
faveur d’un réle de la voie de I'endothéline dans la physiopathologie de I'HTAP. Chez les
sujets atteints d’"HTAP, des concentrations élevées (de I'ordre de 3.5 pg/mL) ont été mises en
évidence alors qu’elles sont physiologiquement tres faibles chez I’adulte sain (de 'ordre de 1
a 2 pg/mL) (122). Les concentrations plasmatiques d’ET-1 sont corrélées a plusieurs
parametres de gravité de 'HTAP (124). L'expression pulmonaire de I'ET-1 et de son ARNm
est augmentée dans les poumons de sujets atteints d’HTAP (123). Dans [I'HTAP
expérimentale induite par I’"hypoxie ou la monocrotaline, des antagonistes des récepteurs de
'ET-1 permettent de diminuer ou faire régresser I'HTAP et le remodelage vasculaire
pulmonaire (111, 221, 222). Enfin, plusieurs essais randomisés contre placebo ont démontré
qgue l'utilisation d’antagonistes non sélectif (bosentan) ou sélectif d’ET-A (sitaxentan,
ambrisentan) chez des patients atteints d’'HTAP du groupe 1 améliore significativement les

performances a |'effort et les symptomes (125-127).
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Des mutations germinales dans le gene codant pour un récepteur de type Il, le BMPR-II, un
membre des récepteurs de la famille du TGF-3, ont été identifiées chez prés de 70% des cas
d’HTAP héritable et 10 a 30% des cas d’'HTAP idiopathique sporadique (9, 129). A ce jour,
environ 144 mutations différentes dispersées sur tout le géne ont été identifiées (130).
Environ 30% de ces mutations surviennent dans des séquences hautement conservées
d’acides aminés et modifiant ainsi de fagon prédictible la fonction du récepteur. Cependant,
la majorité (environ 70%) des mutations sont des mutations non sens conduisant dans la
majorité des cas a la production d’un transcript non sens. Ainsi, l'insuffisance haploide
représente le mécanisme moléculaire prédominant pour la survenue de I'HTAP héritable
(130).

Il n’est pas connu si la dysfonction des voies de signalisation secondaire aux mutations de
BMPR-II rencontrées au cours de I'HTAP héritable pourrait avoir des conséquences sur la
voie de I'ET-1. Le but de cette étude était d’évaluer la voie de I'endothéline chez des patients
souffrant d’HTAP idiopathique sporadique, d’HTAP héritable avec mutation du géne codant
pour BMPR-Il et des sujets contréles en mesurant (1) la synthése d’ET-1 dans le tissu
pulmonaire, dans le milieu de culture des cellules endothéliales (CE) et musculaires
artérielles pulmonaires (CML), (2) I'expression des récepteurs ET-A et ET-B dans les CML et

enfin, (3) I'effet d’ET-1 sur la prolifération des CML.

3.3.2 Matériel et méthodes

3.3.2.1 Patients

Les études ont été réalisées a partir de prélevements de parenchyme pulmonaire et
d’arteres pulmonaires obtenus au cours de transplantation pulmonaire ou cardio-

pulmonaire de 10 patients souffrant d’'HTAP idiopathique sans mutation BMPR-II (HTAPi) et
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7 patients souffrant d’"HTAP héritable (HTAPh) avec une mutation pour BMPR-II, et de piece
de lobectomie ou de pneumonectomie réalisée pour I'exérése d’un cancer pulmonaire chez
10 sujets contrbles. Le diagnostic d’HTAP était confirmé chez tous les patients par
cathétérisme cardiaque droit, selon les recommandations internationales en vigueur (1,
219). Une échocardiographie pré-opératoire éliminait la présence d’une HTAP chez les sujets
controles. L’age moyen (moyenne + écart type) était 32+13 ans pour les patients avec une
HTAPi, 3948 ans pour les patients avec une HTAPh et 458 ans pour les contréles. La
pression artérielle pulmonaire moyenne était de 67+16 mmHg dans le groupe HTAPi et
61+10 mmHg dans le groupe HTAPh. Tous les patients recevaient de la prostacycline, 5 et 4

patients avec une HTAPi et HTAPh recevaient du bosentan au moment de la transplantation.

3.3.2.2 Recherche de mutations sur le géne codant pour BMPRII

Les mutations dans le gene codant pour BMPR2 dans les prélevements pulmonaires de
patients avec une HTAPi et une HTAPh ont été recherchées comme précédemment décrit (5,
6). Brievement, les séquences correspondant aux exons 1-13 du géne étaient amplifiées a
partir d’échantillons d’ADN génomique par PCR avec des primers spécifiques (223). Les
produits de PCR étaient séparés par électrophorese sur un gel d’agarose (1%) et purifiés a
I'aide d’un kit spécifique (QlAquick PCR purification kit; QIAGEN). Les produits de PCR

étaient ensuite séquencés (ABI PRISM 377, Perkin-Elmer Applied Biosystem).

3.3.2.3 Extraction de I'ARN et préparation de ’ADNc

Les ARNs pulmonaires totaux étaient extraits d’apres la méthode décrite par Chomczynski et
coll (224), en utilisant du TRIzol Reagent (Life Technologies, Inc., Rockville, MD). Les ARNs
totaux étaient extraits des CE et des CML grace a un kit d’extraction commercial Qiagen

RNeasy Mini kit (QIAGEN S.A., Courtabeuf, France), en accord avec les instructions du
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fournisseur. Ce kit d’extraction comporte deux grandes étapes. Une premiére colonne
d’exclusion permet d’éliminer les débris cellulaires et 'ADN génomique. Une deuxieme
colonne en silice permet de retenir les ARNs totaux par affinité électrostatique. Ce kit
permet I'obtention d’ARN total pur et de grande qualité. Ces deux parameétres étaient
vérifiés apreés chaque extraction par spectrophotomeétrie et visualisation aprés migration dur
gel d’agarose contenant du bromure d’éthidium. L’ARN pur posséde un rapport absorption a
260 nm / absorption a 280 nm entre 1.8 et 2. Un ARN non dégradé présente deux bandes
intenses et uniques correspondant aux ARN 18S et 28S. La transformation des ARNs en ADNs
complémentaires (ADNc) par rétrotranscription a été réalisée grace a un kit commercial
(SuperScript 1l Reverse Transcriptase System (Life Technologies, Inc.)). Une premiére étape
de digestion de ’ADN génomique dont il peut subsister des traces, méme apres |'étape
précédente d’exclusion. Une deuxieme étape de rétrotranscription utilise un mélange
d’oligonucléotides dégénérés et de poly-dT. Un pug d’ARNs totaux, 2 pl de mélange de
deoxynucleotide triphosphate (10 mM), et 100 ng de primers dans un volume total de 12 pl
étaient incubés pendant 5 min a 65°C et refroidi sur de la glace. 4 ul de 1st Strand Buffer, 2
pl de DTT (0.1 M) et 40U d’inhibiteur de ribonucléase (RNase-Out, Invitrogen, Carlsbad, CA)
étaient ajoutés aux échantillons et chauffés a 42°C pendant 2 min. Enfin, apres adjonction
d’1l ul de SuperScript reverse transcriptase Il (200 unités/ul), la réaction était incubée
pendant 10 min a 25°C, 50 min a 42°C et 15 min a 70°C. L’ADNc était dilué au 1:20 pour

I'utilisation de PCR en temps réel.
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3.3.2.4 PCR quantitative en temps réel (RTQ-PCR) pour la mesure des ARNm d’ ET-1, ECE-1,

ET-Aet ET-B

Les primers de RTQ-PCR étaient construits (Primer Express Software, Applied Biosystems)
pour I'ET-1, ECE-1, ET-A, ET-B, Cerebrus, DAN, Gremlin, PRDC et ARNr 18S, comme gene
domestique. Les RTQ-PCR ont été réalisées sur un “ABI Prism 7000” (Applied Biosystems,
Foster City, Calif.) et répétées trois fois, dans un mélange de 12.5 ul de « Sybr Green PCR
Master Mix » (Applied Biosystems; Warrington, UK), 300 nM (de chaque) primer et 12.5 ng
d’ADN template dans un volume total de 25 pl. La RTQ-PCR était réalisée en utilisant les
parametres suivants : 40 cycles de dénaturation (15 s; 95°C) et élongation (1 min; 60°C).
L'expression des génes d’intérét était quantifiée selon la méthode relative du AACt. L’ARN
ribosomal 18S était utilisé comme contréle interne de la quantité réelle d’ADNc déposée
dans chaque réaction de PCR. Le géne cible normalisé par rapport a ’ARNr 18S correspond a
ACt (Ct du gene d’intérét — Ct de 'ARNr 18S). La différence d’expression de chaque
échantillon est donnée par la différence AACt (ACt de I’échantillon - ACt d’'un échantillon qui
sert de référence). Enfin, la quantité relative de chaque échantillon est donnée par

I'équation 2 4,

3.3.2.5 Extraction protéique du tissu pulmonaire

Les protéines étaient extraites du tissu pulmonaire aprés homogénéisation de 300 mg de
tissu pulmonaire dans un volume approprié de tampon (Complete Mini, Protease Inhibitor
Cocktail (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) dans du PBS). La solution était
centrifugée a 4°C pendant 20 minutes a 2500 rpm. Le surnageant était récupéré et

immédiatement congelé et stocké a -80°C jusqu’au dosage.
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3.3.2.6 Culture de cellules musculaires d’artere pulmonaire (CML) et de cellules

endothéliales pulmonaires (CE)

Les cellules musculaires lisses (CML) d’artére pulmonaire étaient cultivées a partir
d’explants. Les artéres pulmonaires prélevées (5 a 10 mm de diameétre) étaient placées dans
du milieu de transport DMEM et stockées au plus 48 heures a + 4°C. Au moment de la mise
en culture, le vaisseau était ouvert, rincé et nettoyé de tout tissu conjonctif, il était ensuite
découpé en petits lambeaux de 2 & 5 mm? qui étaient placés dans une boite de culture et
incubés en présence de milieu de culture DMEM complémenté avec des antibiotiques (100
Ul/ml de pénicilline, 0,1 mg/ml de gentamycine), 1% de fungizone, 1% de L-glutamine et 10%
sérum de veau foetal (SVF). Aprés 2 semaines d’incubation, les CML étaient transférées dans
de nouvelles boites de culture. Afin de déterminer les caractéristiques phénotypiques des
CML en culture des patients HTAP et contrdles, un immunomarquage utilisant un anticorps
monoclonal dirigé contre une protéine spécifique du cyto-squelette des CML (alpha-actine)
était réalisé. Arrivées a confluence, les CML étaient utilisées entre les passages 1 et 4.

Les cellules endothéliales étaient obtenues par digestion enzymatique (Dispase 1) d’un
fragment de tissu pulmonaire de 5 cm?® placé a 37°C pendant une nuit. La suspension
obtenue était alors filtrée, et placée sur des puits enduits de gélatine (0.1%) et placé dans un
milieu spécifique (MCDB131 (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) supplémenté avec 10% de
sérum de veau feetal, 50 U/mL de penicilline/streptomycine, 4 mmol/L de L-glutamine, 25
mmol/L d’HEPES, 10 U/mL d’héparine, et des facteurs de croissances endothéliaux (VEGF).
Une purification immunomagnétique était ensuite réalisée a I'aide de microbilles
(DynaBeads (Dynal, Compiegne, France)) marquées a l'aide d’un anticorps monoclonal anti-
PECAM (CD31). Le phénotype endothélial était contr6lé par un double marquage avec LDL

acétylé couplé a un marqueur fluorescent (carbocyanine) (Dil-Ac-LDL, Tebu, Le Perray en

-91 -



Yvelines, France) et un anticorps endothélial spécifique (Ulex europaeus agglutinin 1 (UEA-1,
Sigma, Lyon, France). Les expériences étaient répétées en utilisant des anticorps
monoclonaux anti-desmine et anti-vimentine (Dako, Trappes, France). Les cellules positives
pour Dil-Ac-LDL et UEA-1 et négatives pour la desmine et la vimentine correspondent aux

cellules endothéliales et étaient utilisées entre les passages 3 et 6.

3.3.2.7 Mesure de I'ET-1 dans le milieu de culture cellulaire

Les CML d’artére pulmonaire et les CE pulmonaires étaient ensemencées dans des boites de
culture 24 puits a la densité de 5 x 10” cellules/puit dans du milieu de culture supplémenté
avec du serum de veau foetal (SVF) a 10% pendant 24h puis privées de sérum pendant 48h
afin d’inhiber la croissance cellulaire. A la fin de cette période d’incubation, le surnageant

était récupéré et stocké a -80°C jusqu’au dosage.

3.3.2.8 Mesure de 'ET-1 immunoréactive

Le niveau d’ET-1 était mesuré dans le milieu de culture cellulaire et dans I’lhomogénat de
poumon a 'aide d’un kit de dosage ELISA quantitatif (R&D Systems, Minneapolis, Etats Unis)
en suivant les instructions du fabricant. La densité optique a chaque longueur d’onde
appropriée était mesurée a l'aide d’un lecteur de plaque approprié. Les valeurs étaient
exprimées en pg/mg de tissu ou pg/10° cellules et exprimées moyennez erreur standard de

la moyenne (SEM).

3.3.2.9 Effets de I’'ET-1 sur la prolifération des CML

Les CML d’artere pulmonaire étaient ensemencées dans des boites de culture 24 puits a la
densité de 5 x 10" cellules/puit dans du milieu de culture supplémenté avec 10% de SVF pour

leur permettre d’adhérer. Les CML étaient ensuite mises en quiescence (phase GO) par
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simple privation de SVF pendant 48 heures. Les cellules quiescentes étaient ensuite
stimulées par du DMEM supplémenté a 0,3% de SVF contenant 1 pCi/ml de [*H]thymidine et
des concentrations croissantes d’ET-1 (10° M) en I'absence et en présence d’antagonistes
spécifiques des récepteurs ET-A et ET-B (BQ123 10”7 M, BQ788 107 M). Aprés 24 heures
d’incubation, les cellules étaient lavées 2 fois avec du PBS a 4 °C, puis incubées en présence
d’acide trichloracétique a 10% pendant 30 minutes a 4 °C afin de précipiter les acides
nucléiques, et étaient enfin lysées dans du NaOH a 0,1 N (0.5 ml/puit). Le contenu de chaque
puit était ensuite récupéré pour compter la radioactivité a I'aide d’'un compteur B. Chaque
condition expérimentale était réalisée 4 3 6 fois. Lincorporation de [*H]thymidine dans

I’ADN est exprimée en coups par minute (cpm) / puits.

3.3.2.10 Analyses statistiques

L'analyse statistique a été effectuée a I'aide du logiciel Statview®. Les résultats étaient
rapportés en moyenne * erreur standard de la moyenne (SEM). Une ANOVA a été utilisée
pour la comparaison entre les groupes. Lorsque I’ANOVA indiquait une différence
significative, les groupes étaient comparés a l'aide d’un test non paramétrique de Mann-

Whitney. Une valeur de p < 0,05 était considérée significative.
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3.3.3 Résultats

3.3.3.1 Caractéristiques cliniques et hémodynamiques des patients

Les caractéristiques cliniques et hémodynamiques des patients avec une HTAP sans et avec
mutation de BMPR-Il sont résumées dans le tableau 1. Il n’existait pas de différence entre les
patients sans et avec mutation de BMPR-Il pour I'age (39£13 contre 3918 ans), le sexe ratio
(4 femmes/6 hommes contre 5/2 respectivement), la PAPm (67116 contre 61+10 mmHg), les
résistances pulmonaires totales indexées (339 contre 2949 Ul/m?) et I'index cardiaque
(2.1¢0.5 contre 2.3+0.9 L/mn/m?). Aucun de ces patients ne présentait de réponse
vasodilatatrice en aigu. Enfin, tous les patients recevaient de la prostacycline, 5 et 4 patients
sans et avec mutation de BMPR-Il recevaient en plus du bosentan.

Tableau 1 : caractéristiques cliniques et hémodynamiques des patients

HTAPi HTAPh
Controles sans mutation avec mutation
de BMPR-II de BMPR-II

Nombre 10 10 7
Age, ans 45+3 32+13 3918
Sexe, F/M 5/5 4/6 5/2
PAPm, mmHg - 67+ 16 61110
IC, L/mn/m? - 2,1+0,5 2,3t0,9
RPTI, Ul/m’ - 3319 2949
Pgl,/bosentan - 10/5 7/4
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HTAPi : HTAP idiopathique ; HTAPh : HTAP héritable ; PAPm : pression artérielle pulmonaire
moyenne ; IC: index cardiaque; RPTI: résistance pulmonaire totale; Pgl,: prostacycline

intraveineuse

3.3.3.2 Identification et description des mutations de BMPR-I/

Des mutations germinales ont été identifiées dans les 13 exons du gene codant pour BMPR-II
chez les 7 patients atteints d’"HTAP héritable (figure 1). Parmi les 3 exons codant pour le
domaine extracellulaire de BMPR-Il, une mutation hétérozygote non sens était identifiée
dans I'exon 2 (W70X). Deux mutations ont été identifiées dans I'exon 5 codant pour le
domaine transmembranaire de BMPR-II : une mutation hétérozygote non sens (E195X) et
une autre causant une délétion de 22 paires de bases (del 22 pb). Dans les exons codant
pour le domaine kinase de BMPR-II, une mutation hétérozygote faux-sens dans I'exon 10
(5107X) et I'exon 11 (R491W), une mutation non sens dans I'exon 11 (Q495X) ont été
identifiées. Enfin, une mutation hétérozygote faux-sens dans I'exon 12 (S775N) qui code
pour le domaine cytoplasmique de BMPR-Il. Aucune mutation pour ALK-1 n’a été identifiée
chez les patients avec ou sans mutation pour BMPR-II.

Figure 1 : localisation des différentes mutations sur le gene codant pour BMPR-II
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3.3.3.3 Expression pulmonaire de ’ARNm et de la protéine ET-1

Le niveau d’ARNm d’ET-1 dans le tissu pulmonaire était approximativement 6 fois plus élevé

dans les poumons des patients avec une HTAPi sans mutation ou avec une HTAPh que chez

-05 -



les contrbles (figure 2). La concentration de I'ET-1 dans I’homogénat de poumons était
significativement plus élevée chez les patients avec une HTAPi sans mutation ou avec une
HTAPh que chez les contréles (figure 2). Il n’existait pas de différence entre les patients avec
une HTAPi sans mutation ou avec une HTAPh.

Figure 2: expression pulmonaire de I'’ARNm et de la protéine ET-1 (* p<0.01 versus

contréles).
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3.3.3.4 Synthese in vitro d’ET-1 par les CE et CML

L’évaluation du niveau de production de la protéine ET-1 dans le milieu de culture et de
I’ARNm de pre-proET-1 montrait que les CE et les CML quiescentes en culture synthétisaient
in vitro ET-1. Le niveau de production de la protéine ET-1 était environ 20 fois plus élevé
dans le milieu de culture de CE que dans celui de CML de patients avec une HTAPi sans
mutation ou une HTAPh avec mutation ou de controles. Comparativement aux sujets
contrbles, le niveau d’expression de I'ARNm de pre-pro-ET-1 était significativement
augmenté dans les CE et CML de patients avec une HTAPi sans mutation ou avec une HTAPh
avec mutation BMPR-II (respectivement, CE: 8.0+1.5 unités arbitraires (UA) (controles)
contre 19.4+5.8 UA (HTAPi) et 20.5+5 UA (HTAPh), p<0.05; CML: 0.12+0.03 UA (contrdles)
contre 0.41+0.11 UA (HTAPi) et 0.46+0.11 UA (HTAPh), p<0.05) (figure). Comparativement

aux controles, le niveau de production de la protéine ET-1 était significativement augmenté
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dans le milieu de culture de CE et de CML de patients avec une HTAPi sans mutation et avec
une HTAPh (respectivement, CE: 138+20 pg/10° CE (contrdles) contre 337+52 pg/10°
(HTAPi) et 273450 pg/10° (HTAPh), p<0.05 ; CML : 7.840.9 pg/10’ (contrdles) contre 16.6+1.7
pg/10°> (HTAPi) et 17.0+1.7 pg/10°, p<0.001) (figure 3). Il n’existait pas de différence
d’expression de 'ARNm et de la protéine ET-1 dans les CE et les CML de patients avec une
HTAPi et une HTAPh.

Figure 3 : Expression de 'ARNm de pre-proET-1 dans les CE et CML et production de la
protéine ET-1 dans le milieu de culture de CE et CML (* p<0.05 ; § p<0.01 ; # p<0.001 versus

controles)
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3.3.3.5 Expression de ’ARNm des récepteurs ET-A et ET-B dans les CML

L'expression de I’ARNm du récepteur ET-A était significativement augmentée dans les CML

de patients avec une HTAPi sans mutation et HTAPh comparativement aux cellules de sujets
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controdles. Cette augmentation d’expression était significativement plus importante dans les
CML de sujets avec une HTAPh comparativement aux sujets avec une HTAPi sans mutation
de BMPR-II (figure 4). En revanche, aucune modification d’expression de I’ARNm du
récepteur ET-B dans les CML de ces deux groupes de patients comparativement aux
contréles était mise en évidence (figure 4).

Figure 4 : expression de ’ARNm des récepteurs ET-A et ET-B dans les CML
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3.3.3.6 Prolifération des CML en réponse a I’ET-1

Comparativement aux valeurs obtenues dans les conditions de base (SVF 0.3%), I'effet pro-
proliférant de I'ET-1 (10°M) était modeste sur les CML de sujets controles, plus marqué sur
les CML de sujets avec une HTAPi sans mutation et encore plus élevé sur les CML de sujets
avec une HTAPh. La pré-incubation des CML avec du BQ123 (10°M), un antagoniste du
récepteur ET-A, abolissait |'effet proliférant de I'ET-1. En revanche, le pré-traitement des
CML par le BQ788 (10°M), un antagoniste du récepteur ET-B, ne modifiait pas la réponse

pro-proliférante de I'ET-1 (figure 5).
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Figure 5 : Effet proliférant de 'ET-1 (10°M) sur les CML sans (Vehicle) et avec antagoniste
spécifique des récepteurs ET-A (BQ123 10°M) et ET-B (BQ788 10°M). (* p<0.05, ** p<0.01

et *** p<0.001 versus 0.3% SVF ; § versus HTAPi)
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3.3.4 Discussion

Le but de cette étude était d’évaluer la voie de I'endothéline chez des patients souffrant
d’HTAP idiopathique sporadique sans mutation, d’"HTAP héritable avec mutation du géne
codant pour BMPR-II et des sujets controles.

Nous rapportons, dans la premiére partie de cette étude, que la synthése d’ET-1 mesurée
par lI'expression de I'ARNm de pre-proET-1 et le dosage de la protéine ET-1 est
significativement augmentée dans le tissu pulmonaire, les CE et les CML d’artére pulmonaire
et dans leur milieu de culture de sujets avec une HTAP sans et avec mutation de BMPR-II

comparativement aux controbles. Ces résultats confirment des données déja anciennes qui
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rapportaient une augmentation du taux circulant d’ET-1 chez les patients souffrant d’'HTAP
(122) liée tres vraisemblablement a une synthéese pulmonaire d’ET-1 accrue au cours de
I"'HTAP (123). Giaid et coll ont, en effet, montré que I'expression de I'ET-1 et de son ARNm
était augmentée dans les poumons de sujets atteints d’HTAP (123). L'immunomarquage le
plus intense était retrouvé au niveau de I'endothélium vasculaire pulmonaire des artérioles
remodelées, et de facon plus limitée, au niveau des cellules musculaires lisses de ces
vaisseaux et des cellules inflammatoires (123). Plusieurs études suggérent que la synthése
d’ET-1 au cours de I'HTAP expérimentale et humaine est stimulée par différents agents ou
mécanismes parmi lesquels I'hypoxie, les forces de cisaillement, la thrombine et certaines
cytokines (225, 226, 227, 228). De plus, nous observons que, in vitro, la synthese d’ET-1 par
les CE et, dans une moindre mesure, les CML quiescentes et non soumises a ces stimulis
demeure plus importante avec les cellules de patients ayant une HTAP qu’avec les cellules
de contréles. Ceci suggére que ces hauts niveaux de synthese d’ET-1 pourraient étre liés a
des anomalies constitutives des CE et des CML sous contréle génétique. Des résultats
similaires ont été publiés par notre groupe dans des études qui rapportaient une libération
accrue de 5-HT dans le milieu de culture par des CE quiescentes de patients avec une HTAPi
comparativement a des contréles mais des taux similaires d’autres facteurs de croissance
(PDGF-BB et EGF) (157, 215). Cette libération de 5-HT et d’ET-1 était stimulée par un pré-
traitement des CE par des doses croissantes d’angiopoiétine-1 qui stimulait le récepteur Tie-
2 surexprimé a la surface des CE de patients avec une HTAPi (215). De fagon intéressante,
I’ARNm de la tryptophane hydroxylase 1 (tph1), enzyme impliquée dans la synthese de la 5-
HT, et de I'enzyme de conversion de I'endothéline 1 (ECE1), enzyme impliquée dans le
clivage de la proendothéline en endothéline étaient augmentés a I'état basal dans les CE

d’HTAPi comparativement aux contréles (215). Enfin, la présence de mutation de BMPR-II ne
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semble pas modifier la synthése d’ET-1 puisque nous trouvons des taux similaires d’ET-1 (et
de son ARNm) dans le poumon, les CE et les CML de patients avec HTAP sans et avec
mutation de BMPR-Il. Toutefois, trés récemment, il a été démontré que BMP9, un des
ligands de BMPR-II, est capable de stimuler, par I'intermédiaire des smads 1/5, la libération
d’ET-1 par des lignées de CE humaines (229). La voie des MAP kinases ne semblait pas
impliquée (229). Or, la plupart des mutations du gene codant pour BMPR-II est a I'origine
d’une altération de la signalisation impliquant les Smad alors que la voie de signalisation
impliquant les MAP kinases semble conservée (137). En I’absence d’expériences de
stimulation par BMP9 ou d’autres ligands de BMPR-Il des CE, nous ne pouvons donc pas
exclure un réle de BMPR-II dans la synthése d’ET-1 par les CE pulmonaires.

Dans la deuxieme partie de I'étude, nous rapportons que l'expression des ARNm des
récepteurs ET-A dans les CML est significativement augmentée chez les patients avec une
HTAPh comparativement aux patients avec une HTAPi sans mutation et aux sujets contrdles.
En revanche, il n’existait aucune modification d’expression de I’ARNm du récepteur ET-B
dans les CML de ces deux groupes de patients comparativement aux contréles. Enfin, nous
montrons que cette différence d’expression du récepteur ET-A dans les CML est associée a
un effet pro-proliférant de I'ET-1 plus marqué sur les CML de patients avec une HTAPh
comparativement aux patients avec une HTAPi sans mutation de BMPR-Il et aux sujets
contrbles. Une expression vasculaire accrue des récepteurs ET-A et ET-B a été rapportée
dans des modeles expérimentaux d’HTA systémique et associée a une augmentation de la
réponse a I’'ET-1 (230, 231). D’autres études ont démontré une augmentation de I'expression
des récepteurs de I'endothéline dans des modeéles d’hypertension pulmonaire hypoxique
(232, 233). Au cours de 'HTAP humaine, une augmentation de la densité des récepteurs ET-

A a été retrouvée dans les artéres pulmonaires et le parenchyme pulmonaire de patients
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avec une cardiopathie congénitale (234). Enfin, Davie et coll ont démontré une importante
augmentation de la densité des récepteurs ET-A et ET-B, en autoradiographie, dans les
artéres pulmonaires distales et le parenchyme pulmonaire de patients transplantés pour une
HTAPi ou une HTAP associée a une cardiopathie congénitale (110). Dans notre étude, nous
ne retrouvons pas de modification de I'expression des récepteurs ET-B dans les CML de
patients avec une HTAP. Davie et coll ont clairement démontré une hétérogénéité régionale
dans la distribution des récepteurs ET-A et ET-B dans les artéres pulmonaires (110). En effet,
la proportion des récepteurs ET-B augmente significativement entre les artéres pulmonaires
proximales (diametre >8mm) ou les récepteurs ET-A prédominent largement (97%) et les
arteres distales (diametre 0.5 a 1mm) ou les récepteurs ET-B représentent plus d’un tiers des
récepteurs de 'endothéline (36%, p<0.001). Les CML utilisées dans notre étude proviennent
d’arteres pulmonaires de diametre compris entre 5 et 10 mm ce qui pourrait donc expliquer
la faible proportion de récepteurs ET-B observée dans ces cellules. L’augmentation
significative de I'expression de I’ARNm des récepteurs ET-A dans les CML de patients avec
une HTAPh et une mutation BMPR-Il comparativement aux HTAPi sans mutation et aux
contrOles est une donnée plus originale. Enfin, les CML d’"HTAPh mutées proliferent plus
apres stimulation par I'ET-1 que les CML d’HTAPi non mutées et de controles. Il existe, a ce
jour, trés peu de données sur les interactions possibles entre BMPR-II et I'expression d’ET-1
et de ses récepteurs dans les cellules vasculaires. Une étude rapporte une stimulation par
BMP7 de la libération d’ET-1 par des ostéoblastes et une réduction de I'expression d’ET-A
dans ces cellules (235, 236). Plus récemment, Yamanaka et coll ont rapporté une
augmentation de I’expression des récepteurs ETA et ETB par BMP2 et BMP7 a la surface de
CML artérielles pulmonaires humaines de patients avec une HTAP (237). La présence de

mutations de BMPR-II a des conséquences sur les voies de signalisation. Comparativement
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aux CML d’HTAPi non mutées et aux contréles, la présence de mutations pour BMPR-II
s’accompagne : 1) d’'une diminution d’expression plus marquée de ’ARNm de BMPR-Il dans
les CML, 2) de I'absence de phosphorylation des Smad 1/5/8 induite par BMP4 mais d’une
activation par BMP4 de la voie p38 MAP kinase dans les CML, et 3) d’'un phénotype
prolifératif et anti-apoptotique des CML d’"HTAP non inhibé par BMP4 (238). Cette altération
de la voie BMPR-lI/Smad joue donc un rdle important dans I'augmentation de la
prolifération des CML mais nos données ne permettent pas de savoir si ces modifications
sont impliquées dans I'augmentation de I'expression des récepteurs ET-A mises en évidence
dans les CML mutées. Cette augmentation de I'expression des récepteurs ET-A dans les CML
d’HTAP mutées et non mutées est responsable d’'une augmentation de la réponse
proliférative a I'ET-1. En effet, cet effet prolifératif est bloqué par la co-incubation des CML
avec un antagoniste spécifique des récepteurs ET-A (BQ123) mais pas par un antagoniste
sélectif des ET-B (BQ788). Ces résultats doivent étre interprétés avec prudence. En effet,
I'expression des récepteurs ET-B dans les CML utilisées dans cette étude est faible ce qui
pourrait étre lié au fait qu’elles ont été isolées a partir d’arteres pulmonaires dont le
diametre était compris entre 5 et 10 mm. Les CML provenant d’artéres plus distales
expriment une proportion plus importante de récepteurs ET-B qui sont impliqués, au méme
titre que les récepteurs ET-A, dans |'effet prolifératif de I’'ET-1 (110).

Notre étude présente de nombreuses limitations. Tout d’abord, contrairement a I'expression
de I'ET-1, nous avons seulement étudié I'expression des ARNm des récepteurs ET-A et ET-B
dans les CML. Nos résultats nécessitent une confirmation soit par hybridation in situ, soit en
évaluant I'expression de la protéine sur des coupes de tissu pulmonaire en
immunohistochimie, et/ou par Western Blot dans les CML. Enfin, les mécanismes

responsables de cette augmentation d’expression des récepteurs ET-A dans les CML mutées
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n‘ont pas été évalués dans cette étude et nécessiteraient des études in vitro
complémentaires en évaluant, notamment, les conséquences d’une stimulation des CML par
BMP4 et/ou BMP7 sur I'expression des récepteurs ET-A et ET-B.

En conclusion, les résultats de cette étude suggerent que la présence de mutation de BMPR-
Il n’affecte pas la syntheése d’ET-1 mais pourrait modifier I'expression des récepteurs ET-A et

la réponse proliférative des CML a I'ET-1.
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4 DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Les travaux présentés dans ce mémoire de Thése explorent différents aspects de la
physiopathologie de I'HTAP impliquant des facteurs vaso-actifs et inflammatoires. Les
connaissances sur la physiopathologie de 'HTAP ont énormément progressé ces dernieres
années. Initialement, le concept classique de vasoconstriction chronique de la circulation
pulmonaire a 'origine du remodelage vasculaire pulmonaire était principalement soutenu
par des études chez le rat exposé a une hypoxie prolongée ou traité par la monocrotaline
(239, 240). Toutefois, au cours de I'HTAP humaine, la composante vasoconstrictrice ne
semble pas prédominante (du moins, au moment du diagnostic) car seule une minorité de
patients (5 a 10%), principalement atteints de la forme sporadique idiopathique, présente
une réponse vasodilatatrice en aigu et peuvent étre traités trés efficacement par des
traitements vasodilatateurs purs comme les inhibiteurs calciques (241, 242). De fait, la
majorité des patients atteints d’"HTAP ne présente pas de réponse vasodilatatrice en aigu et
I'analyse anatomo-pathologique des lésions vasculaires effectuées, le plus souvent, a un
stade tres évolué de la maladie lors d’autopsie ou a I'occasion de transplantation pulmonaire
met en évidence un intense remodelage de la microcirculation pulmonaire associant non
seulement une hypertrophie de la media mais également des lésions vasculaires complexes
et obstructives des artérioles pulmonaires résistives (59). La mise en évidence, au sein de ces
lésions, d’une prolifération clonale de cellules endothéliales (185) et de mutations
somatiques dans les cellules endothéliales (63) a fourni des arguments en faveur du concept
de vasculopathie proliférative caractérisée par une prolifération inexpliquée des CML et des
CE artérielles pulmonaires. Les résultats d’études récentes suggerent, en effet, que les

mécanismes prolifératifs des cellules constituant la paroi vasculaire seraient proches de ceux
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observés dans la prolifération tumorale (243-245). Bien que les mécanismes moléculaires,
biochimiques et cellulaires caractérisant la cellule tumorale soient tres complexes et
différents d’un cancer a I'autre, des caractéristiques communes ont été décrites (246). Six
anomalies essentielles affectant la physiologie cellulaire ont récemment été proposées
comme caractéristiques des cellules cancéreuses (246). Elles incluent : 1) I'autosuffisance en
facteurs de croissance, 2) I'insensibilité aux signaux inhibant la croissance, 3) I'’échappement
au programme de mort cellulaire (apoptose), 4) I'angiogenése soutenue, 5) le potentiel
réplicatif illimité, et 6) [linvasion tissulaire (métastase) (246). Certaines de ces
caractéristiques pourraient étre partagées par les cellules vasculaires pulmonaires
impliquées dans la physiopathologie de 'HTAP.

L’autosuffisance en facteurs de croissance

Les cellules normales requiérent des signaux de croissance afin de passer d’un état quiescent
a un état de prolifération active. A l'inverse, les cellules tumorales présentent un état de
dépendance réduit vis-a-vis des stimuli mitotiques exogénes car elles sont capables de
synthétiser elles-mémes leurs propres facteurs de croissance. Au cours de I'HTAP, les CML
de patients avec une HTAP et cultivées en dehors de leur environnement physiologique in
vivo nécessitent d’étre cultivées dans un milieu contenant des facteurs de croissance pour
proliférer. Nous montrons, dans les études présentées dans ce mémoire, qu’elles présentent
également une prolifération plus importante lorsqu’elles sont stimulées par certains facteurs
comme la sérotonine (5-HT), 'endothéline (ET-1) ou CCL-2. En revanche, elles proliferent
autant que des CML de contrbles en réponse a d’autres facteurs de croissance tels PDGF,
EGF, FGF, IGF ou TGFB. Nous montrons également qu’il existe une expression accrue, a la
surface des CML d’HTAP, du transporteur de la sérotonine (5-HTT), des récepteurs ET-A, et

des récepteurs CCR-2 qui médient respectivement I'effet prolifératif de 5-HT, ET-1 et CCL-2 ;
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ce qui explique probablement cette réponse proliférative excessive a ces agents. Ainsi, une
anomalie commune aux cellules tumorales et CML d’'HTAP est une augmentation
d’expression des récepteurs a la surface de ces cellules capables de transduire le signal de
croissance en réponse aux facteurs de croissance.

Ces altérations ne sont pas les seuls mécanismes conduisant a une prolifération excessive
des CML d’HTAP. Les cellules tumorales sont également capables de produire des facteurs
de croissance auxquels elles sont sensibles, créant ainsi une boucle de régulation positive
(246). Une stimulation autocrine est également mise en évidence dans les CML d’"HTAP mais
seulement a un niveau probablement trop faible pour induire, par lui-méme, leur
prolifération. Cependant, méme a faible taux, ces facteurs autocrines peuvent agir en
synergie avec les facteurs de croissance exogénes pour augmenter le taux de croissance des
CML. Par ailleurs, nous montrons de fagon intéressante que les CML d’HTAP en culture
libérent des taux plus importants d’ET-1 et de CCL-2 que les CML de contréles. Les anomalies
précédemment décrites sont mises en évidence dans les CML en culture c’est-a-dire en
dehors de leur environnement physiologique pulmonaire.

Des altérations supplémentaires sont présentes in vivo et ne persistent pas in vitro et
peuvent contribuer au potentiel prolifératif des CML au sein de la paroi des artérioles
pulmonaires. Ainsi, les CML d’"HTAP possédent une réponse proliférative au PDGF exogéne
comparable a celle observée avec des CML de contréle (168) bien qu’une expression accrue
du récepteur phosphorylé au PDGF soit mise en évidence dans le tissu pulmonaire de
patients souffrant d’"HTAP idiopathique (72, 209). Par ailleurs, I'imatinib, un inhibiteur des
tyrosine kinases, inhibant la kinase Bcr-Abl, le récepteur des cellules souches c-kit et le
récepteur au PDGF, est capable de faire régresser I’'HTAP expérimentale et est actuellement

en cours d’évaluation dans ’'HTAP humaine (72, 209, 212). Les interactions entre les CML et
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les autres cellules de la paroi vasculaire, les CE et les fibroblastes, peuvent également jouer
un roéle clé in vivo dans la stimulation de la prolifération des CML. Les CE pulmonaires
pourraient étre impliquées dans le processus de remodelage vasculaire pulmonaire non
seulement pour leur capacité a réguler physiologiquement le tonus vasculaire mais
également dans la synthese et la libération de facteurs de croissance (247). Ainsi, les CE
d’HTAP synthétisent et libérent des quantités significativement plus importantes de 5-HT
(157) mais également, ainsi que nous le rapportons, d’ET-1 et de CCL-2 que les CE de
contrbles. Ces agents agissent en stimulant la prolifération des CML probablement par un
mécanisme paracrine. Ce véritable dialogue entre CML et CE in vivo a pu étre reproduit dans
des expériences in vitro (157, 248). Au cours de ces expériences, I'incubation des CML avec
du milieu de culture de CE induit une prolifération des CML. Cet effet prolifératif est
augmenté lorsque le milieu de culture provient de CE d’HTAP (157, 248).

De plus, nous montrons que les CE d’HTAP sont également capables de recruter des cellules
inflammatoires au sein des artérioles remodelées en sécrétant des chimiokines qui
pourraient également contribuer a la prolifération des CML. L'implication des leucocytes
(macrophages, lymphocytes) dans les lésions plexiformes a été initialement décrite par
Tuder et coll (185) et confirmée dans d’autres études (183, 184). Plusieurs études ont
démontré le role des chimiokines dans le recrutement des cellules inflammatoires dans le
poumon de patients souffrant d’'HTAP (193, 199). Une autre étude a attiré I'attention sur le
fait que les chimiokines produites dans la microcirculation des patients atteints d’HTAP
contribuait non seulement au recrutement de cellules inflammatoires mais également a la
prolifération des CML (194). Nous avons élargi cette observation a CCL2 qui est impliquée
dans I'activation et la migration des monocytes/macrophages. Nous montrons que les CE et

CML d’HTAP en culture liberent des niveaux de CCL2 plus importants que les cellules
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normales et que la migration de monocytes est significativement augmentée en présence de
CE et que cet effet est encore plus marqué en présence de CE d’"HTAP. Cet effet était en
grande partie bloqué en présence d’anticorps antiCCL2. Ainsi, I'interaction leucocytes/
endothélium, impliquant RANTES, fractalkine et CCL2, pourrait étre responsable d’une
accumulation leucocytaire périvasculaire sélective telle qu’elle peut s’observer dans I’"HTAP.
Cette composante inflammatoire dans la physiopathologie de 'HTAP peut représenter une
cible thérapeutique intéressante dans certaines formes d’HTAP compliquant certaines
connectivites (20, 21).

L’insensibilité aux signaux inhibant la croissance

L'une des caractéristiques des cellules tumorales est leur résistance aux signaux inhibant la
prolifération qui maintiennent normalement la cellule dans un état quiescent et
I"'hnoméostasie tissulaire. Au cours de I'HTAP, il existe une expression réduite et/ou une
anomalie de fonction du récepteur de type Il du TGFf: BMPR-II (135). Des mutations
germinales dans le gene codant pour BMPR-II, ont été identifiées chez pres de 70% des cas
d’HTAP familiales et 10 a 30% des cas d’HTAP idiopathiques ou associées a la prise
d’anorexigénes (9, 129). L’expression vasculaire pulmonaire de BMPR-Il est trés diminuée au
cours de I’'HTAP (139), notamment au niveau des CML artérielles pulmonaires conduisant a
une sensibilité diminuée de ces cellules a I'inhibition de croissance par les ligands spécifiques
de BMPR-II tels BMP2, BMP4, BMP6 et BMP7 comparativement aux cellules normales (238).
Les CML de patients avec une HTAP sans mutation expriment un niveau d’expression de
BMPR-Il aussi bas que des CML mutées et sont aussi résistantes a l'inhibition de la
prolifération induite par les BMP (238). L’origine de ces anomalies demeure largement mal
comprise mais représentent des caractéristiques essentielles des HTAP mutées et non

mutées (135). Dans la troisieme étude présentée dans ce mémoire, nous nous sommes
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intéressés aux interactions possibles des mutations de BMPR-II sur la voie de I'ET-1. Nos
résultats montrent que I'expression vasculaire pulmonaire d’ET-1 n’est pas affectée au cours
de I'HTAP avec et sans mutation de BMPR-Il. En revanche, nos résultats suggerent que
I’expression des récepteurs ET-A pourrait étre augmentée dans les CML d’"HTAP mutées pour
BMPR-Il comparativement aux CML non mutées et normales, et que la réponse proliférative
des CML a I'ET1 est augmentée pour les CML mutées et est bloquée par un antagoniste
spécifique d’ET-A. L'implication thérapeutique potentielle de ces résultats suggere que les
antagonistes sélectifs des récepteurs ET-A (ambrisentan, sitaxentan) pourraient étre plus
efficaces que les antagonistes non sélectifs (bosentan) chez les patients souffrant d’HTAP et
présentant une mutation de BMPR-II. Ces patients sont désormais regroupés sous le terme
d’HTAP héritable (1) et semblent présenter une forme peut-étre plus agressive d’HTAP
caractérisée par des criteres hémodynamiques plus séveres lors du diagnostic et une
proportion plus faible de patients répondeurs aux vasodilatateurs en aigu (10-12). Toutefois,
la survie globale est similaire entre les patients mutés et non mutés (12). Il n’est pas
rapporté, dans les essais cliniques et la pratique quotidienne, de différence de réponse aux
différentes thérapeutiques et notamment aux antagonistes des récepteurs de I'endothéline
mais cette question spécifique n’a pas été soulevée et une analyse post-hoc des différents
essais randomisés ayant évalué cette classe thérapeutique pourrait donner quelques
éléments de réponse.

L’échappement au programme de mort cellulaire (apoptose)

Dans les organismes adultes, I'apoptose maintient ’homéostasie des tissus différentiés en
régulant la balance entre la prolifération et la mort cellulaires. La capacité des cellules
tumorales a se développer est déterminée non seulement par une augmentation de la

prolifération cellulaire mais également par une résistance a la mort cellulaire. La résistance
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des cellules tumorales a la mort cellulaire représente une caractéristique importante des
cellules tumorales. Au cours de I'HTAP, des signaux anti-apoptotiques et des facteurs de
croissance agissent de concert pour produire la prolifération des CML. Le transfert
pulmonaire d’un géne exprimant la protéine inhibant I'apoptose, survivine, est capable de
déclencher un remodelage vasculaire pulmonaire et une HTAP chez le rat (70). Ces résultats
indiquent que la régulation de la balance entre les activités mitotiques et apoptotiques dans
la circulation pulmonaire normale est indispensable pour maintenir I'intégrité vasculaire
pulmonaire. Le transfert du géne de la survivine a des CML en culture n’induit pas de
prolifération cellulaire suggérant que des facteurs de croissance sont continuellement
délivrés in vivo aux vaisseaux pulmonaires normaux. D’autres études montrent que les CML
d’HTAP sont résistantes a I'apoptose induite par BMP2, BMP7 ou la staurosporine (137). Ces
molécules activant la voie intrinseque de I'apoptose, ces données suggerent que les CML
d’HTAP sont résistantes aux stimuli de I'apoptose agissant sur cette voie. Des études sont
nécessaires afin de mieux identifier les signaux moléculaires qui deviennent anormaux dans
'HTAP et pour déterminer s’ils pourraient représenter des cibles thérapeutiques
potentielles. L'induction de I'apoptose des CML pourrait, en effet, représenter une nouvelle
option thérapeutique. Des études récentes suggérent que le dichloroacetate, un inhibiteur
de la pyruvate dehydrogenase kinase, est capable d’induire I'apoptose des CML et de faire
régresser I'HTAP dans des modéles expérimentaux d’HTAP (249, 250).

Contrairement aux effets observés sur les CML, les anomalies de la voie de BMPR-II
favorisent I'apoptose des CE vasculaires pulmonaires (143). La stimulation des CE d’"HTAP par
BMP2 et BMP7 réduit significativement I'apoptose de ces cellules induite par une privation
de sérum (143). De plus, 'inhibition de BMPR-II par la transfection des CE avec un small

interfering RNA (siRNA) pour BMPR-II augmente la susceptibilité des CE a I'apoptose (143).
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Ces effets contraires des BMP sur les CE et les CML conduit a formuler une hypotheése sur la
genese du dommage vasculaire et du remodelage vasculaire pulmonaire au cours de I’'HTAP.
Une réduction importante de I'expression et de la fonction de BMPR-II au niveau endothélial
pourrait favoriser I'apoptose des CE altérant de maniére l'intégrité de la barriere
endothéliale et permettrait I’action de facteurs de croissance sériques et d’élastase. De plus,
ce haut taux d’apoptose endothéliale pourrait favoriser I'émergence de clones de CE
résistantes a I'apoptose et conduire a la formation des lésions plexiformes. Les CML sous-
jacentes qui présentent une résistance a I'apoptose induite par les BMP sont soumises a
I’action de facteurs de croissance qui stimulent leur prolifération (144).

L’angiogenése soutenue

L'angiogenese est un pré-requis incontournable pour le développement tumoral et les
différentes molécules anti-angiogéniques ont un réel effet anti-tumoral et font désormais
partie de I'arsenal thérapeutique de beaucoup de cancers (251). Dans I'HTAP, I'expression
du VEGF est accrue dans les vaisseaux pulmonaires y compris au sein des lésions plexiformes
(61, 204). De plus, des études ont rapporté un contenu plaquettaire en VEGF accru chez les
patients souffrant d’HTAP (252). Ainsi, une surexpression de facteurs angiogeniques semble
étre associée a la progression de I'HTAP, probablement par le développement de néo-

vaisseaux au sein des artérioles pulmonaires remodelées.
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5 CONCLUSION

En conclusion, il existe de nombreuses analogies entre les cellules tumorales et les cellules
vasculaires pulmonaires au cours de I'HTAP. Plusieurs voies de signalisation peuvent
conduire les cellules vasculaires a présenter un phénotype « tumoral » et les séquences
conduisant les CML et les CE a ce phénotype demeurent inconnues. Nos travaux révelent
gue des facteurs vaso-actifs (ET-1, 5-HT) et inflammatoires jouent un réle déterminant dans
la physiopathologie de I'HTAP. Les thérapeutiques actuelles de I'HTAP visent a corriger la
dysfonction endothéliale. Elles ont permis d’obtenir une importante amélioration mais
I"'HTAP demeure une maladie incurable et une meilleure compréhension des phénomeénes a
I'origine de ce phénotype « tumoral » des CE et CML pourrait permettre d’identifier de

nouvelles cibles thérapeutiques.
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