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VIH Virus de l’immunodéficience humaine 

vWF Facteur de von Willebrand 
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1. La circulation pulmonaire : anatomie 

Le système circulatoire des mammifères est un système clos, permettant d’assurer 

l’approvisionnement en dioxygène et nutriments aux différents organes. Ce système possède 

deux circulations distinctes, reliées par la pompe cardiaque. D’une part la circulation 

systémique, dite grande circulation, qui amène un sang riche en dioxygène (O2) et en 

nutriments du cœur vers les tissus, et d’autre part la circulation pulmonaire, ou petite 

circulation, qui amène le sang veineux pauvre en dioxygène mais riche en dioxyde de carbone 

(CO2), issu du métabolisme cellulaire, du cœur droit vers les poumons, où il est réoxygéné et 

débarrassé du dioxyde de carbone avant de retourner au cœur gauche. 

 

1.1. Le lit artériel pulmonaire 

La circulation pulmonaire possède une architecture complexe et hiérarchisée. Elle 

s’étend du ventricule droit cardiaque jusqu’à l’extrémité de la veine pulmonaire dans l’atrium 

gauche du cœur. 

À la sortie du cœur, le tronc artériel pulmonaire se subdivise en artères 

extrapulmonaires droite et gauche. Les artères extrapulmonaires deviennent des artères 

intrapulmonaires au sein des différents lobes pulmonaires. Chez l’Homme, on distingue trois 

lobes droits et deux gauches, tandis que chez le rat ou la souris, on observe quatre lobes droits 

et un seul pour le poumon gauche. 

 

 

Figure 1 : Le lit artériel pulmonaire. 

(A) Schéma du bloc cœur / poumon. Le sang pauvre en O2 et riche CO2 arrive dans l’oreillette droite 

via la veine cave. Puis il passe dans le ventricule droit où il est expulsé dans les artères pulmonaires 

lors de la systole. Au niveau de la barrière alvéolo-capillaire, le sang s’enrichit en O2 et s’appauvrit 

en CO2. Le sang réoxygéné rejoint l’oreillette gauche du cœur via les veines pulmonaires, puis est 

envoyé dans la circulation systémique par contraction du ventricule gauche. (B) Images de la 

circulation pulmonaire obtenue par scintigraphie. Un agent de contraste radioactif inerte et peu 

soluble, injecté dans la circulation permet de révéler l’arborescence de la circulation pulmonaire. 

D’après [1]. 
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Les artères intrapulmonaires se ramifient (17 embranchements chez l’Homme et 11 

chez le rat) en artères lobaires, sub-lobaires, de premier, second et troisième ordres… et 

artérioles de plus en plus fines jusqu’au réseau capillaire parcourant les alvéoles. C’est au 

niveau de l’interface alvéolo-capillaire qu’a lieu les échanges gazeux. Le sang réoxygéné 

rejoint ensuite les veines pulmonaires qui convergent dans l’oreillette gauche (Figure 1). 

Bien que possédant des similarités avec la circulation systémique, la circulation 

pulmonaire présente certaines spécificités. Il s’agit notamment de la seule circulation 

d’organe à percevoir la totalité du débit cardiaque. De nombreux globules blancs se 

retrouvent également piégés dans le poumon. De plus, comme le poumon voit transiter la 

totalité du débit cardiaque, il joue un rôle métabolique important. En effet, de nombreuses 

molécules sont modifiées durant leur passage dans la circulation pulmonaire, comme c’est le 

cas de l’angiotensine I convertie en angiotensine II grâce à l’enzyme de conversion. 

 

1.2. Architecture de la paroi artérielle 

Les artères intrapulmonaires sont moins épaisses que les artères de la circulation 

systémique, mais elles possèdent une structure similaire constituée de trois couches 

concentriques. De la lumière vers l’extérieur on distingue l’intima, la media et l’adventice. 

Chacune de ces structures est séparée des autres par une limitante élastique, couche de 

collagène et d’élastine (Figure 2). 

 

 

Figure 2 : Composition d'une artère. 

Les artères pulmonaires se composent de trois couches concentriques (appelées tuniques). De la 

lumière vers l’extérieur on distingue : l’intima, composée d’une monocouche de cellules 

endothéliales en contact avec le milieu sanguin, reposant sur la limitante élastique interne. En contact 

avec cette limitante se trouve la media, composée de cellules musculaires lisses qui reposent sur la 

limitante élastique externe. L’adventice est la dernière épaisseur, entourant l’artère à sa périphérie, et 

est majoritairement composée de fibroblastes. 

  



 

Physiologie de la circulation pulmonaire 3 
 

1.2.1. L’intima et les cellules endothéliales 

L’intima est directement en contact avec le milieu sanguin. Elle est composée d’une 

monocouche jointive de cellules endothéliales (CE) partageant les mêmes marqueurs 

phénotypiques : expression de CD31 et/ou du facteur de von Willebrand (vWF) (Figure 3). 

Ces cellules qui reposent sur la membrane basale sont organisées longitudinalement par 

rapport au vaisseau et donc dans le sens de l’écoulement sanguin. Cette orientation est 

imposée par les forces de cisaillement dues au flux sanguin (shear-stress en anglais). Elles 

forment une barrière physique entre le milieu sanguin et le muscle lisse sous-jacent, 

empêchant le passage des liquides, solutés et macromolécules.  

L’endothélium détecte les contraintes physiques de l’environnement (forces de 

frottements dues au flux, forces de tension dues à la pression hydrostatique), ainsi que les 

variations de la pression partielle artérielle en dioxygène (PO2). Les cellules endothéliales 

grâce à leur position stratégique jouent un rôle primordial dans le métabolisme de la 

circulation pulmonaire. De plus, de nombreux médiateurs chimiques favorables au 

remodelage vasculaire (cytokines inflammatoires, facteurs de croissance…) sont produits par 

l’endothélium. Ces cellules sont également à l’origine de deux substances vasorelaxantes et 

antimitotiques importantes : le NO (oxyde nitrique) et la prostacycline. 

 

Figure 3 : Marquages 

immunofluorescents de cellules 

endothéliales isolées. 

(A) Marquages immunofluorescents 

pour le facteur de von Willebrand 

(vWF), et (B) pour le CD31 sur des 

cellules endothéliales 

microvasculaires. 

La barre d’échelle représente 

10 µm. D’après [2]. 

 

 

1.2.2. La media et les cellules musculaires lisses 

La média est interposée entre les limitantes élastiques interne et externe. Elle est 

composée de cellules musculaires lisses (CML) (Figure 4). Ces cellules fusiformes 

d’environ 2 à 5 µm de largeur sont disposées de façon hélicoïdale perpendiculairement à 

l’endothélium de l’intima et possèdent une activité contractile. Cependant, la "composition 

cellulaire" de l’artère pulmonaire varie selon son diamètre et son rang au sein de l’arbre 

artériel. Les artères de diamètre important (Ø > 1 mm chez l’homme adulte) sont des artères 

dites "élastiques", avec une media composée non seulement de cellules musculaires lisses, 

mais également de nombreuses fibres d’élastines et de collagène. À l'inverse les artères ayant 

un diamètre compris entre 1 mm et 100 µm ont peu de fibres élastiques, on parle d’artères 

musculaires pulmonaires. Dans les artères de petit diamètre (Ø < 100 µm) l’épaisseur de la 

couche de cellules musculaires lisses diminue à mesure que l’on descend dans l’arbre 

vasculaire pulmonaire, pour disparaître dans les capillaires qui ne sont formés que de cellules 

endothéliales [3]. 

  

vWF CD 31 
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Des fenêtres au sein des fibres élastiques de la limitante interne permettent la 

formation de jonctions entre les cellules endothéliales de l’intima et les cellules musculaires 

lisses de la media. On parle de jonctions myo-endothéliales. Ces liaisons sont formées par 

des connexines qui forment des jonctions communicantes et laissent le passage libre à des 

petites molécules de moins de 1 kDa. Cette strucuture permettrait notamment la conduction 

d'une dépolarisation ou d'une hyperpolarisation de la cellule endothéliale vers la cellule 

musculaire lisse et inversement, mais également le passage de vasoconstricteurs et 

vasodilatateurs. 

 

 

 

Figure 4 : Marquages immunofluorescents de cellules musculaires lisses d'AIP. 

Marquages immunofluorescents de cellules musculaires lisses d’artère intrapulmonaire de rat.(B) 

L’α-actine du muscle lisse (α-SMA) a été marquée en vert, (C) la calponine en rouge, les noyaux sont 

marqués en bleu avec du DAPI (A). (D) Superposition des trois canaux. La barre d’échelle représente 

10 µm  

 

1.2.3. L’adventice 

Il s’agit de la structure la plus externe de l’artère. Elle joue un rôle de protection et de 

soutien. Elle est essentiellement composée de tissu conjonctif. On y retrouve des fibres de 

collagène et des fibres élastiques, mais également des fibroblastes et des cellules de 

l’immunité telles que les mastocytes. Dans les vaisseaux de diamètre important, de 

minuscules vaisseaux sanguins parcourent cette adventice, permettant l’irrigation de la partie 

externe de la média : ce sont les vasa vasorum. C’est également au niveau de l’adventice que 

les artères sont innervées par les systèmes nerveux sympathique et parasympathique qui 

participent au contrôle du tonus vasculaire. 

. 

DAPI α-SMA calponine superposition 

A B C D 
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2. Physiologie de la circulation pulmonaire 

2.1. Pressions, débits, résistances 

Contrairement à la circulation systémique, la circulation pulmonaire est un système 

dit à basse pression. Mesurée pour la première fois par A. Cournand et R. A. Bloomfield [4] 

par cathétérisme cardiaque, la pression artérielle pulmonaire moyenne est d’environ 10 à 15 

mmHg (chez un sujet au repos). La pression systolique moyenne est d’environ 22 mmHg et la 

pression diastolique de 10 mmHg. Le flux sanguin dans l’artère pulmonaire est pulsatile de la 

même manière que dans l’aorte (Figure 5). 

 

La pression artérielle moyenne (PAPm) se calcule à partir des pressions systolique (Psystolique) et 

diastolique (Pdiastolique). 

PAPm = Pdiastolique + 
 

 
  x (Psystolique – Pdiastolique) 

 

La circulation pulmonaire est un système dit à haut débit et à faible résistance à 

l’écoulement. En conditions physiologiques, la décroissance de la pression sanguine le long 

du lit vasculaire pulmonaire est constante, alors que dans la circulation systémique la majeure 

chute de pression s’observe juste en amont des capillaires. En plus d'être faible au repos, la 

pression artérielle pulmonaire varie peu, même lorsque le débit cardiaque augmente. En effet, 

les résistances vasculaires pulmonaires ont la capacité de varier lorsque le débit sanguin est 

modifié. 

Ce système perçoit la totalité du débit cardiaque. Cependant, le volume sanguin 

traversant la circulation pulmonaire est plutôt réduit en comparaison de la circulation 

systémique avec un volume courant de 500 mL (et seulement 75 mL dans le lit capillaire), 

alors que la circulation systémique totalise plus de 4 000 mL de sang. La distribution du débit 

sanguin au sein du poumon est également hétérogène. En effet, du fait de la gravité, le haut du 

poumon est moins perfusé que le bas, et ce au repos et en position verticale. 

 
Figure 5 : La circulation 

pulmonaire : un système à 

basse pression. 

Schéma illustrant les 

différences de pression 

entre la circulation 

pulmonaire et la circulation 

systémique. 

OD : oreillette droite, 

VD : ventricule droit, 

OG : oreillette gauche, 

VG : ventricule gauche, 

a.pulmonaire : artère 

pulmonaire. 

D’après [5]. 
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2.2. Rôle de la media 

L’état contractile des CML définit le tonus vasculaire responsable de la régulation de 

la pression artérielle (via les résistances périphériques, cf. loi de Poiseuille). La paroi des 

artérioles pulmonaires est relativement fine en comparaison des artérioles de la circulation 

systémique, et le tonus vasculaire pulmonaire à l’état de base est faible en comparaison de la 

circulation systémique. 

 
Relation pression/débit: 

ΔP = R .    

P : pression artérielle 

   : débit cardiaque 

R = résistances périphériques dues aux frottements du sang contre la paroi des vaisseaux 

 

R est défini par la loi de Poiseuille : 

R = (8 .η .L)/(π .r4) 

η : coefficient de viscosité du sang 

L : longueur du vaisseau 

r : rayon du vaisseau 

 

2.3. Mécanismes de régulation 

Deux mécanismes passifs permettent également d’assurer le maintien des pressions 

basses dans la circulation pulmonaire dans des conditions normales : le recrutement et la 

distensibilité. 

Le recrutement vient du fait que la distribution du sang dans la circulation 

pulmonaire est extrêmement hétérogène. En effet, chez l’adulte en position assise ou debout, 

la pression sanguine pulmonaire est décroissante en allant vers les zones supérieures du 

poumon, et à l’extrême, peut être nulle dans la zone la plus apicale du lobe pulmonaire. Cette 

zone est donc ventilée mais non perfusée, on parle d’un volume mort alvéolaire. En cas 

d’augmentation du débit cardiaque (lors d’un exercice par exemple), cette zone peut être 

recrutée entièrement, il y a recrutement de vaisseaux préalablement non perfusés (Figure 6 B). 

Il s’agit du principal mécanisme qui permet la diminution des résistances vasculaires 

pulmonaires suite à une hausse du débit cardiaque. 

La distension vient de la faible épaisseur de la paroi des vaisseaux et de leurs 

propriétés viscoélastiques. Les vaisseaux pulmonaires voient leur rayon varier directement 

avec les variations de pression et de flux (Figure 6 C). Ce mécanisme entrerait en jeu lorsque 

les pressions deviennent relativement élevées, et que le recrutement est déjà intervenu pour 

des modifications de pression plus faibles. 

  



 

Physiologie de la circulation pulmonaire 7 
 

 

 

Figure 6 : Recrutement et distension. 

Représentation schématique des différents mécanismes permettant de maintenir des résistances 

vasculaires pulmonaires faibles. (A) Au repos, la perfusion sanguine est nulle dans la partie apicale 

du poumon. (B) En cas de hausse du débit cardiaque (  ), la perfusion de vaisseaux préalablement 

fermés permet de réduire les résistances à l’écoulement. (C) Si les pressions restent élevées, le rayon 

des vaisseaux va varier en même temps que les modifications de pression grâce à la faible épaisseur 

de la paroi des vaisseaux pulmonaires, mais aussi grâce à leurs propriétés viscoélastiques. 

 

3. Intégration des contraintes physiques 

De par leur environnement, les cellules du système cardio-vasculaire, et plus 

particulièrement celles de la circulation pulmonaire sont soumises à des contraintes 

mécaniques. De nombreux mécanismes opèrent pour détecter les changements 

hémodynamiques de façon à fournir les réponses adéquates nécessaires au maintien de 

l’homéostasie. La transduction des forces mécaniques est donc un élément clé dans la 

régulation du tonus vasculaire et du flux sanguin local. Le Ca
2+

 joue un rôle central dans ces 

régulations, et l’endothélium aussi bien que le muscle lisse sont impliqués. 

On peut distinguer plusieurs formes majeures de stress mécanique : les forces de 

cisaillement (shear-stress en anglais), et les forces de compression et de tension au sein 

de la paroi artérielle (stretch) qui diffèrent beaucoup en termes d’amplitude, de direction et 

d’oscillation en fonction du lit vasculaire, mais varient également en intensité et en fréquence 

au cours du cycle cardiaque (Figure 7). 

Les forces de cisaillement sont l’action du flux sanguin sur la surface luminale des 

vaisseaux sanguins, et en conditions physiologiques seules les cellules endothéliales y sont 

exposées. Il s’agit d’une force de friction (flux parallèle). Comme les cellules musculaires 

lisses ne sont pas directement exposées au flux sanguin, la réponse de ces dernières au stress 

mécanique est alors définie comme une réponse à la pression seule et à la tension en absence 

de tout shear-stress. Une équipe a toutefois montré qu'en conditions pathologiques (en cas de 

lésions de l’endothélium), le muscle lisse peut lui aussi être exposé à ce shear-stress [6]. 

L’exposition de CMLAP humaines à un flux génère une augmentation de la [Ca
2+

]i. que les 

auteurs attribuent à l’activation des canaux TRPM7 et TRPV4 [6]. 

  

A B C 
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Figure 7 : Représentation des forces mécaniques agissant sur une artère. 

Le flux sanguin exerce des forces de frottements sur l’endothélium appelées "shear-stress". La 

pression du sang exerce des forces perpendiculaires à la surface endoluminale. Ces forces induisent 

une augmentation du diamètre de la paroi artérielle générant des forces de tension et pouvant affecter 

les cellules musculaires lisses. 

 

Les forces de tension sont la résultante de l’étirement de la circonférence de la paroi 

vasculaire due à une distension du diamètre de ce dernier (cf. loi de Laplace). La pression 

sanguine exerce sur la paroi vasculaire des forces perpendiculaires à la surface endoluminale. 

Celles-ci sont compensées par des forces intrapariétales tangentielles qui s’opposent aux 

effets de distension de la pression sanguine. Donc lorsque la pression augmente, les forces de 

tension augmentent elles aussi, augmentant le stress mécanique et étirant les composants de la 

paroi artérielle. 

 

Loi de Laplace  

T = P. 
 

  
 

T est la tension pariétale ; P la pression et r le rayon de l’artère et h l’épaisseur de la paroi artérielle 

 

Les cellules musculaires lisses vasculaires sont donc constamment exposées à des 

déformations mécaniques changeantes et/ou oscillantes de leur environnement direct, et ce de 

façon répétée. Peu de choses sont connues à l’heure actuelle sur le rôle que joue ce stress 

mécanique sur ce type cellulaire, et plus particulièrement au sein de la circulation pulmonaire. 

Il est intéressant de noter que les vaisseaux pulmonaires, en plus des contraintes mécaniques 

similaires à celles de la circulation systémique, sont soumis à des variations de tension 

longitudinale due à l’élongation axiale du tissu pulmonaire durant le cycle respiratoire [7]. 
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4. La vasoconstriction hypoxique pulmonaire 

4.1. Principe 

La vasoconstriction hypoxique pulmonaire est le réflex de contraction du muscle lisse 

vasculaire pulmonaire en réponse à une baisse locale de la pression partielle en oxygène (PO2) 

en dessous du seuil de 60 mmHg. C’est la seule circulation d’organe capable de réagir à 

une hypoxie par une vasoconstriction, et cette réponse à l’hypoxie constitue la principale 

différence entre la circulation pulmonaire et la circulation systémique, qui répond à l’hypoxie 

par une vasodilatation. 

C’est en 1946 qu'Ulf von Euler et Göran Liljestrand [8] proposent le mécanisme de 

vasoconstriction hypoxique pulmonaire comme étant un mécanisme d’adaptation 

physiologique lors d'une hypoxie alvéolaire localisée. Cette réponse spécifique à l'hypoxie 

dévie le flux sanguin vers les alvéoles les mieux ventilées (avec une PO2 alvéolaire élevée). 

Ceci ajuste, dans une zone restreinte, le rapport entre la ventilation alvéolaire et la perfusion 

sanguine à une valeur la plus proche de la valeur optimale, et permet ainsi de maintenir une 

oxygénation artérielle efficace. En d'autres termes, si le sang veineux circule au contact des 

alvéoles en hypoxie (PO2 alvéolaire faible) au détriment des alvéoles bien oxygénées, la 

circulation pulmonaire n'assure plus la réoxygénation du sang, action délétère pour 

l'organisme tout entier. Cette vasoconstriction hypoxique concourt donc au maintien de la 

réoxygénation du sang, c'est un mécanisme de régulation (Figure 8). 

 

En condition optimale, le rapport entre la ventilation alvéolaire (Va) et la perfusion sanguine (  ) est 

maintenu proche de 1 : 

  

  
   

 

 

 

 

 
Figure 8 : La vasoconstriction hypoxique pulmonaire. 

(A) Lorsque l'on a une ventilation alvéolaire  et une perfusion sanguine normale, les échanges gazeux 

sont optimaux (rapport ventilation / perfusion = 1). (B) En cas de ventilation alvéolaire diminuée, si 

la perfusion ne change pas, le bilan final aura une efficacité moindre (moins de réoxygénation). (C) 

La vasoconstriction hypoxique pulmonaire permet de détourner la perfusion sanguine vers les zones 

bien ventilées, améliorant ainsi les échanges gazeux.  

A B C 
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4.2. Régulation 

La vasoconstriction hypoxique pulmonaire est déjà présente chez le fœtus et y joue 

un rôle essentiel. En effet, avant la naissance, les poumons ne sont pas ventilés, le sang est 

réoxygéné via le placenta. On observe alors une forte vasoconstriction hypoxique pulmonaire 

qui permet de rediriger le flux sanguin vers la circulation fœtale systémique. À la naissance, 

après la première inspiration les poumons se gonflent. On observe alors une forte 

augmentation du débit dans la circulation pulmonaire permettant ainsi au système d’assurer la 

bonne oxygénation du sang. 

L’effet maximal de cette vasoconstriction hypoxique pulmonaire est observé pour des 

PO2 alvéolaires comprises entre 25 et 50 mmHg. Cependant pour des PO2 alvéolaires 

inférieures à 25 mmHg, la vasoconstriction hypoxique pulmonaire devient moins efficace : 

l'hypoxie est trop importante, et la vasoconstriction hypoxique n'est plus suffisante, 

empêchant la perfusion correcte du poumon [9]. Cette vasoconstriction hypoxique pulmonaire 

est bénéfique en cas d'hypoxie alvéolaire localisée, mais elle est délétère en cas d'hypoxie 

généralisée (lors d'un séjour prolongée en altitude par exemple). 

Le mécanisme de la vasoconstriction hypoxique pulmonaire n’est pas encore bien 

élucidé. Il est cependant admis que les cellules musculaires lisses des petites artères (de 

calibre inférieur à 300 µm) sont le siège de cette réaction. Ces artérioles longent les 

bronchioles terminales et respiratoires, il est donc probable que la PO2 de la paroi de ces 

petites artères soit plus proche de la PO2 alvéolaire que de la PO2 du sang riche en CO2 [10]. 

Des expériences de patch-clamp ont montré que l’hypoxie aiguë provoquait 

l’inhibition de canaux potassiques des cellules musculaires lisses vasculaires pulmonaires, 

conduisant à la dépolarisation de ces dernières, à un influx de calcium (via des canaux 

calciques voltage-dépendants) et à la contraction du muscle lisse [11-14]. 
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5. Physiopathologie de la circulation pulmonaire 

5.1. Généralités 

Au cours d’une hypoxie généralisée (hypoxie d’altitude, lésions pulmonaires diffuses), 

la vasoconstriction hypoxique pulmonaire se généralise elle aussi et entraîne une élévation de 

la pression artérielle pulmonaire qui peut être considérable. Si l’hypoxie perdure, des 

modifications structurales des artères pulmonaires de petit calibre interviennent. On observe 

notamment une diminution de la lumière des artérioles, due en partie à un épaississement de 

la paroi musculaire, mais aussi une muscularisation de vaisseaux normalement 

dépourvues de muscle lisse : les artères distales et pré-capillaires. On observe également une 

réduction du nombre d’artérioles fonctionnelles [15-17]. Ces modifications aboutissent à une 

hypertension pulmonaire dite fixée. 

Ces phénomènes sont notamment provoqués par la prolifération des cellules 

musculaires lisses de la media, des fibroblastes du tissu conjonctif de l’adventice et à la 

turgescence des cellules endothéliales. La diminution de la lumière alors engendrée provoque 

une augmentation des résistances vasculaires et donc une augmentation de la pression 

sanguine intraluminale (cf. loi de Poiseuille). Toutefois ces altérations sont réversibles après 

retour à la normoxie. Ces phénomènes varient considérablement en fonction de l’âge (plus 

important chez le nouveau-né que chez l’adulte), du sexe (protection par les œstrogènes), et 

de l’espèce étudiée. 

En altitude par exemple, la pression partielle en oxygène de l’air atmosphérique est 

diminuée. À 4500 m, celle-ci est proche de 55 mmHg, et cette chute de la PO2 est responsable 

d'une hypoxie généralisée à tout le poumon. À court terme, l'hypoxie entraîne des mécanismes 

d'adaptation afin de palier à la baisse de la PO2, avec par exemple, une augmentation de la 

production de globules rouges par la moelle osseuse via l'érythropoïétine (EPO). Cependant, 

une hypoxie généralisée induit également une vasoconstriction globale qui peut être 

responsable de la survenue d’une hypertension pulmonaire chez des sujets séjournant en haute 

altitude [15, 16, 18-22]. 

Il est toutefois intéressant de noter que des différences existent entre des personnes 

acclimatées à l’altitude (c'est-à-dire qui sont nées dans des conditions de normoxie avant de 

vivre en altitude) et des personnes natives. Des études ont été menées sur les populations 

humaines natives des hauts plateaux (population des Andes, du Tibet et des hauts plateaux 

d’Éthiopie) et ont montré que ces populations présentaient des adaptations différentes à la vie 

en altitude. En Amérique du Sud, les sujets nés en altitude présentent une moins grande 

sensibilité aux variations d’oxygène par rapport aux sujets des plaines. Cette particularité 

n’est pas partagée par les populations tibétaines qui ont développé au fil des générations des 

mécanismes d’adaptation différents [23]. Les populations andines présentent un hématocrite 

(le pourcentage volumétrique occupé par les globules rouges dans le sang) élevé, or chez les 

Tibétains, l'hématocrite est identique à celui des hommes vivant au niveau de la mer, et 

ils ne développent pas d'hypertension pulmonaire. Ils présentent également des pressions 

artérielles pulmonaires plus faibles. 

L’hypertension pulmonaire est l’une des principales pathologies de la circulation 

pulmonaire. Cette pathologie répertoriée comme rare en n'est pas moins mortelle. À l’heure 

actuelle, aucun traitement curatif n’est disponible. Il s’agit d’une pathologie complexe, 

possédant de multiples causes génétiques et pathogéniques. 
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L’hypertension pulmonaire est une maladie invalidante de mauvais pronostic. La 

pathologie se caractérise par une augmentation progressive des résistances vasculaires 

pulmonaires principalement due à des changements structuraux et fonctionnels des petites 

artères pulmonaires (Ø < 500 µm). Cette pathologie se caractérise par une élévation de la 

pression artérielle pulmonaire moyenne (PAPm) au dessus de 25 mmHg au repos (au lieu de 

10 mmHg dans les conditions physiologiques) [24-26]. Cette augmentation des résistances 

vasculaires pulmonaires s'oppose à l’éjection ventriculaire droite (augmentation de la post-

charge) et augmente le travail du cœur droit. Ce dernier subit une hypertrophie qui aboutit à 

une insuffisance cardiaque droite au cours de laquelle le débit cardiaque est inadapté même 

au repos, et à terme, peut mener au décès du patient. 

Un dépistage peut être effectué à l’hôpital par une échographie cardiaque et permet de 

déceler l’hypertension pulmonaire (en décelant une éventuelle hypertrophie cardiaque droite). 

Par ailleurs, l'échographie couplée au test de marche de 6 minutes permet un dépistage non 

invasif de l'hypertension pulmonaire [27, 28]. Ce test consiste à évaluer la distance parcourue 

par le patient en 6 minutes. Cette distance est significativement plus courte chez les patients 

atteints d’une HTP. Cependant, seule la procédure invasive de la mesure de la pression 

artérielle pulmonaire par cathétérisme cardiaque droit permet d'établir un diagnostic 

formel. 

 

5.2. Classification 

Il existe plusieurs types d’hypertension pulmonaire, classés par l’Organisation Mondiale de la 

Santé. En 2008, le quatrième symposium mondial de l’hypertension pulmonaire a mis en 

place une nouvelle classification, divisant l’hypertension pulmonaire en cinq groupes [29, 30]. 

Cette classification a été revue en 2013, lors du 5
ème

 congrès mondial de l’hypertension 

pulmonaire à Nice et mise à jour en août 2015 (Tableau 1). Cette classification permet 

notamment d’avoir une classification commune pour les adultes et les enfants. 

Le groupe 1 : Il regroupe les hypertensions artérielles pulmonaires (HTAP). Les 

HTAP sont divisées en 5 sous-groupes : (1) les formes idiopathiques, qui correspondent aux 

formes de la maladie dont le facteur de risque n’est pas identifié. (2) Les formes héritables 

(familiales) qui surviennent en présence d’une mutation au niveau d’un des gènes identifiés 

comme étant à prédisposition. (3) Les HTAP induites par des drogues/toxines et les 

anorexigènes. (4) Les HTAP liées à diverses pathologies telles que l’infection par le virus de 

l’immunodéficience humaine (VIH), l’hypertension portale, les cardiopathies congénitales 

avec un shunt gauche-droit : la schistosomiase. La prévalence de l’hypertension artérielle 

pulmonaire est de 15 cas par million d'habitant en France, avec 2,4 nouveaux cas par million 

par an [31]. Elle touche 1,7 femme pour un homme. Le pic de fréquence se situe entre 30 et 

40 ans. 

 

Il est important de distinguer "l’hypertension pulmonaire (HTP)" qui regroupe toutes les groupes 

d’hypertensions pulmonaires et "l’hypertension artérielle pulmonaire  (HTAP)" qui regroupe 

uniquement les hypertensions pulmonaires du groupe 1. 

 

Le groupe 2 regroupe les hypertensions pulmonaires liées à une cardiopathie 

gauche. Il s'agit de la cause la plus fréquente d'HTP. On note par exemple des HTP associée à 

une maladie de l'oreillette ou du ventricule gauche, mais également des maladies valvulaires 

du cœur gauche. 
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Le groupe 3 concerne les hypertensions pulmonaires liées à une maladie 

pulmonaire obstruant les voies aériennes : asthme, broncho-pneumopathie chronique 

obstructive (BPCO) ou à une hypoxie chronique, incluant la vie en haute altitude. L’apnée 

obstructive du sommeil peut également être une cause de développement d’une HTP de 

groupe 3. Il est intéressant de noter que les individus développant une HTP de ce groupe 

présentent une PAPm n'excédant pas 35 mmHg. Ces HTP sont donc moins sévères que les 

HTAP (HTP du groupe 1) qui provoquent des PAPm supérieures à 40 mmHg [32]. 

Le groupe 4 est constitué des hypertensions pulmonaires thromboembolitiques 

chroniques (CTEPH), c'est-à-dire secondaires à une obstruction des artères pulmonaires. 

Le groupe 5 concerne les hypertensions pulmonaires ayant des mécanismes 

multifactoriels incertains, incluant les désordres hématologiques et systémiques. 
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1. Hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) 

1.1. HTAP idiopathique 

1.2. HTAP héritable 

1.2.1. Gène BMPR2 

1.2.2. Gène autre 

1.3. Induite par toxines ou des médicaments 

1.4. Associée à : 

1.4.1. Une connectivité 

1.4.2. Une infection par le VIH 

1.4.3. Une hypertension portale 

1.4.4. Une cardiopathie congénitale 

1.4.5. Une schistosomiase 

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

1'.1. Idiopathique 

1'.2. Héréditaire 

1.2.1. Gène EIF2AK4 

1.2.2. Gène inconnu 

1'.3. Induite par la prise de toxines ou de médicaments ou à une irradiation 

1'.4. Associée à : 

1.4.1. Une connectivite 

1.4.2. Une infection par le VIH 

1''. Hypertension pulmonaire persistante du nouveau-né 

2. Hypertension pulmonaire associée à une maladie du cœur gauche 

2.1. Dysfonction systolique du ventricule gauche 

2.2. Dysfonction diastolique du cœur gauche 

2.3. Maladies valvulaires 

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

3. Hypertension pulmonaire (HTP) due à une maladie pulmonaire ou à une hypoxie 

chronique 

3.1. Broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) 

3.2. Maladie pulmonaire interstitielle 

3.3. Autres maladies respiratoires avec un profil restrictif et obstructif mixte 

3.4. Troubles d’apnée du sommeil 
3.5. Hypoventilation alvéolaire 

3.6. Exposition chronique aux hautes altitudes 

3.7. Anomalies du développement pulmonaire 

4. Hypertension pulmonaire thromboembolique chronique (CTEPH) et obstruction artérielle 

pulmonaire 

1.1. CTEPH 

1.2. Autre obstruction artérielle pulmonaire 

5. Hypertension pulmonaire ayant des mécanismes multifactoriels incertains 

5.1. Troubles hématologiques : anémie hémolytique chronique, syndromes myéloprolifératifs, 

splénectomie 

5.2. Troubles systémiques : sarcoïdose, lymphangioléiomyomatose, histiocytose à cellules de 

Langerhans pulmonaires 

5.3. Troubles métaboliques : glycogénose, maladie de Gaucher, dysthyroïdies 

5.4. Divers : obstruction pulmonaire tumorale, médiastinite fibrosante, insuffisance rénale chronique, 

hypertension pulmonaire segmentaire 

 

BMPR : Bone Morphogenic Protein Receptor type II ; VIH : Virus de l’immunodéficience Humaine 

Tableau 1 : Classification des hypertensions pulmonaires. 

Classification de Dana Point de 2008, modifiée à Nice en 2013 et revue en 2015 [33, 34]. 
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6. La vasoréactivité dans l’hypertension pulmonaire 

L’HTP se manifeste en partie par une vasoconstriction trop importante et soutenue des 

artères intrapulmonaires. Différents stimuli perçus par les artères intrapulmonaires ont pour 

effet d’induire une contraction via une augmentation de la [Ca
2+

]i au niveau des CMLAP. 

 

6.1. Le tonus myogénique 

Les artères de petit diamètre de la circulation systémique ont la capacité de répondre 

aux variations de pression intraluminale. Ainsi, une augmentation de la pression va induire 

une vasoconstriction des ces artères pré-capillaires, augmentant la résistance à l’écoulement, 

et prévenant l’augmentation de pression au niveau du lit capillaire. Ce phénomène adaptatif 

permet de protéger les capillaires de toutes variations brusques de pression, ces derniers 

ne pouvant supporter une hausse de la pression hydrostatique. Décrit pour la première fois par 

William Bayliss en 1902 [35], il s’agit d’un mécanisme appelé tonus myogénique car il est 

uniquement dû à une intervention du muscle lisse vasculaire indépendamment de tout facteur 

neuronal ou hormonal.  

Cependant, ce mécanisme n’a pas encore été clairement démontré en conditions 

physiologiques dans la circulation pulmonaire, [36-40]. Cette réponse inhérente au muscle 

lisse vasculaire existe pourtant dans la circulation pulmonaire fœtale humaine [41]. De plus, 

des études décrivent une réponse du muscle lisse vasculaire pulmonaire (contraction) en 

réponse à un étirement (augmentation de la charge) d’artères pulmonaires in vitro. Ces 

travaux ont été menée aussi bien chez le cobaye [42], le lapin [43, 44], le mouton [45] et le 

chat [46]. Mais son observation reste controversée chez le rat sain. Une étude montre la 

présence d’un tonus myogénique dans les petites artères intrapulmonaires (Ø entre 50 et 150 

µm) de rat [39], mais d’autres études ne montrent aucune contraction suite à l’augmentation 

de la pression intraluminale [40], ou en réponse à un étirement [47]. À ce jour aucune étude 

n’a démontré ce mécanisme dans la circulation pulmonaire chez l’Homme. 

À l’inverse, il a été montré in vitro que les artères intrapulmonaires issues de rats 

souffrant d’HTP (rats hypoxiques chroniques décrit dans la section modèles animaux) 

présentaient un tonus myogénique [39, 47]. L’apparition et/ou l’exacerbation de ce tonus 

myogénique au sein des artères intrapulmonaires dans l'HTP participent à 

l’augmentation des résistances à l’écoulement. 

 

6.2. L’hyperréactivité des artères pulmonaires 

Au cours de l'HTP, les artères intrapulmonaires présentent une hyperréactivité aux 

agonistes vasoconstricteurs, notamment à la sérotonine (5-HT) [48-50]. En effet, chez les 

patients souffrant d’HTP, le taux plasmatique de 5-HT est augmenté [51]. En plus d'être 

transportée par les plaquettes, la 5-HT est synthétisée au niveau pulmonaire [52]. De plus, les 

cellules endothéliales issues de patients souffrant d'HTP expriment plus d'ARNm codant pour 

la tryptophane hydrolase 1, enzyme de voie de synthèse de la 5-HT [53]. Cette augmentation 

du taux de 5-HT augmente la vasoconstriction par sa fixation sur ses récepteurs 5-HT-2A et 

5-HT-2B [54]. Enfin, l'analyse de tissus issus de patients HTAP révèle une surexpression du 

transporteur de la sérotonine (5-HTT) [55], augmentant son internalisation et son rôle 

mitotique. Les taux pulmonaires et circulants d’endothéline-1 (ET-1) sont également 

augmentés chez l’humain et l’animal au cours de l’HTP [56]. Sa fixation sur son récepteur 
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ET-A, au niveau de la CMLAP, provoque une augmentation rapide de la [Ca
2+

]i, une 

activation de la protéine-kinase C (PKC) et une vasoconstriction [57]. 

 

7. Aspects cellulaires de l’hypertension pulmonaire 

L’hypertension pulmonaire se caractérise également par un remodelage vasculaire 

pulmonaire qui concerne les différentes épaisseurs de la paroi artérielle. Cet épaississement 

est dû à une hypertrophie (croissance cellulaire) et une hyperplasie (prolifération) des cellules 

vasculaires qui aboutissent à une muscularisation des petites artères précédemment non-

muscularisées (Figure 9) ainsi qu’à une augmentation de l’épaisseur de la média. 

Ce remodelage de la paroi vasculaire s’accompagne d’une production exagérée de 

matrice extracellulaire et d’une résistance à l’apoptose [58]. Ces phénomènes concourent à 

une augmentation des résistances vasculaires pulmonaires aboutissant à une élévation de la 

pression artérielle pulmonaire moyenne. 

Au cours du développement de l’HTP, des lésions de l’endothélium apparaissent et 

contribuent à l’augmentation des résistances périphériques. 

 

 

Figure 9 : Muscularisation d'une artériole intrapulmonaire induite par l'hypoxie. 
Images obtenues par immunofluorescence confocale d’un poumon de souris adulte exposée à la 

normoxie (A) ou à l’hypoxie durant 3, 7 et 21 jours (B-D). Le poumon a été marqué pour l’α-actine 

de muscle lisse (SMA, en rouge), pour la chaîne lourde de la myosine de muscle lisse (SMMHC-en 

vert) et pour le MECA-32 (en blanc), un marqueur des cellules endothéliales. La barre d’échelle 

représente 25 µm. D’après [59]. 

 

7.1. La dysfonction endothéliale 

On parle de dysfonction endothéliale lorsque l'équilibre entre production de 

vasoconstricteurs et vasodilatateurs est déplacé en faveurs d'une vasoconstriction [60]. 

Chez les patients souffrant d’hypertension pulmonaire, la production endogène de 

vasodilatateurs est faible. Les niveaux de prostacyclines sont également faibles, c’est 

pourquoi l’administration de prostaglandine I2 (prostacycline) fait partie de l’une des 

stratégies médicamenteuses mises en place pour palier aux symptômes de l’HTP. La majorité 
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des traitements de l’HTP actuels vise à contrer cette dysfonction endothéliale en cherchant à 

rétablir la balance de production vasoconstricteurs/vasodilatateurs des artères pulmonaires. 

 

7.2. Les lésions plexiformes 

Une des caractéristiques de l’hypertension pulmonaire chez l’Homme est une 

surprolifération des cellules endothéliales qui conduit à la formation de lésions plexiformes. 

Ces lésions complexes et désorganisées sont constituées d'un plexus de petits canaux bordés 

de cellules endothéliales soutenues par un stroma contenant des myofibroblastes et des 

protéines de la matrice extracellulaire (Figure 10). Cette fibrose concentrique réduit la lumière 

des artères intrapulmonaires. Les mécanismes précurseurs de cette prolifération des cellules 

endothéliales restent encore inconnus, notamment à cause de la difficulté d’étudier ces 

lésions, car absentes de plusieurs modèles animaux d’HTP (cf. partie modèles animaux), 

seuls quelques uns d’entre eux présentent de telles lésions : le modèle sévère d’hypoxie 

chronique couplé à l’injection de monocrotaline [61], et le modèle de rat SUGEN (inhibition 

du récepteur 2 du VEGF avec le SU 5416) [62]. 

 

 

Figure 10 : Les lésions plexiformes. 
(A) Coupe transversale d'une artère intrapulmonaire sévèrement obstruée de rat atteint d’une HTP 

sévère (hypoxie chronique et traitement à la monocrotaline, cf. section modèles animaux). Le 

marquage éosine-hématoxyline révèle la prolifération des cellules endothéliales. La barre d'échelle 

représente 50 µm. D'après [61]. (B) Schéma d'une lésion plexiforme. 

 

7.3. La prolifération des CMLAP 

La muscularisation des artères de faible diamètre s’explique en partie par la 

prolifération des CMLAP.  

La prolifération excessive des CMLAP survenant au cours de l'HTP est dite 

concentrique : elle augmente l'épaisseur de la media et conduit à la diminution de la lumière 

du vaisseau. Plusieurs mécanismes et facteurs interviennent dans ces phénomènes de 

prolifération. On peut noter une augmentation du taux de facteurs de croissance circulants. 

Par exemple le PDGF (Platelet Derived Growth Factor), l’EGF (Endothelium Growth Factor) 

sont augmentés dans les artérioles de patients avec hypertension pulmonaire [63]. 

L'augmentation du taux de sérotonine (5-HT) circulant observée chez les patients HTP 

induit une prolifération excessive des CMLAP [64-66]. La sérotonine induit également une 

hypertrophie et une hyperplasie des CMLAP bovines en culture [67]. Les mécanismes par 

lesquels la 5-HT exerce son rôle mitogène impliquent une production d'anions superoxydes 

[68], qui activent ensuite des MAP kinases qui à leur tour induisent l'expression de facteurs de 

A B 
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transcription tels que c-Fos et GATA-4, menant à l'hypertrophie et l'hyperplasie des CMLAP 

[64, 69, 70]. 

Des microARN interviennent également dans l'induction de la prolifération des 

CMLAP, comme le montrent les travaux de S. Malenfant et ses collègues [71]. 

Des études récentes proposent des mécanismes de transdifférenciation comme source 

de l'excès de CMLAP dans l'HTP, notamment les fibroblastes, les péricytes les cellules 

endothéliales et des cellules hématopoïétiques. Ces cellules concoureraient à l'extension de la 

media par des mécanismes de transdifférenciation [60, 72-75]. 

 

7.4. La migration des CMLAP 

Un autre processus important intervenant dans la muscularisation des petites artères au 

cours de l'HTP est la migration cellulaire. Il s'agit d'un processus complexe qui intervient via 

une déformation de la cellule et qui permet à cette dernière de se déplacer au sein de son 

environnement. 

 

7.4.1. Mécanismes 

Rappelons tout d'abord que la forme de la cellule dépend de la présence et de 

l'organisation de trois types de filaments qui forment son cytosquelette. On distingue : le 

cytosquelette d'actine, les filaments intermédiaires et les microtubules (Figure 11). Les 

réseaux d'actine et de microtubules sont directement liés aux phénomènes migratoires grâce à 

leurs propriétés de polymérisation/dépolymérisation, ainsi qu'aux propriétés contractiles du 

réseau d'actine en présence de myosine, une autre protéine importante. La cellule produit deux 

types de prolongements membranaires au cours de la migration : le lamellipode et le filopode 

qui impliquent des facteurs moléculaires et des mécanismes d'association de l'actine 

différents. 

 

 

 

Figure 11 : Marquages immunofluorescents du cytosquelette de CMLAP. 

(A) Marquage du cytosquelette d'actine avec un anticorps dirigé contre l'α-actine du muscle lisse (α-

SMA). (B) Marquage des microtubules avec un anticorps dirigé contre la β-tubuline. (C) Marquage 

des filaments intermédiaires avec un anticorps dirigé contre la vimentine. Les noyaux sont marqués 

au DAPI. La barre d'échelle représente 10 µm. 

  

A B C α-SMA β-tubuline vimentine 
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La migration est un processus en trois étapes. Ce processus commence par la 

stimulation de récepteurs de surface qui vont transduire le signal externe à une série 

d’événements de restructuration du cytosquelette (Figure 12). Des signaux précoces visent 

essentiellement le remodelage du cytosquelette d’actine, notamment via la polymérisation qui 

permet de créer des protrusions cellulaires au niveau de l’extrémité "avant" de la cellule (au 

niveau du front de migration). On nomme cette frange de la cellule, lamellipode. Cette 

extension de la cellule permet d'avoir une large surface de contact avec la matrice 

extracellulaire. Souvent, cette réaction de la cellule "suit" des chemoatractants, tels que PDGF 

(platelet derived growth factor) ou VEGF (vascular endothelium growth factor). 

Ensuite, l'adhésion du lamellipode s'effectue par des contacts cellulaires au niveau de 

la matrice sous-jacente. Ces contacts jouent également un rôle dans la transduction de signaux 

qui vont intervenir dans le phénomène de migration (Figure 12). 

Enfin, la contraction de l'arrière de la cellule par le complexe d'actomyosine (queue de 

rétractation), accompagnée du détachement des adhésions cellulaires avec le remodelage du 

cytosquelette, permettent à la cellule de se projeter en avant (Figure 12). 

 

 

Figure 12 : Mécanismes de la migration cellulaire 
(A) Suivi d'une CMLAP migrante en 'time-lapse'. La CMLAP en migration avance sur son support 

en créant une extension cytoplasmique à l’avant : le front de migration, puis la queue de la cellule se 

détache et se rétracte. Acquisition "time-lapse" en contraste de phase de CMLAP de souris en 

migration. Chaque image est prise à un intervalle de 10 minutes. La barre d’échelle représente 50 

µm. 

(B) Schémas illustrant les différents mécanismes intervenant lors de la migration. D'après [76]. 

  

A B 
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7.4.2. Activation et régulation 

Un influx calcique dans la cellule est capable d'activer la protéase calcium-

dépendante : la calpaïne. Cette protéine est connue pour être impliquée dans l'élongation et la 

locomotion des cellules adhérentes [77, 78]. Dans les myoblastes du muscle squelettique, 

cette activation résulte en la dégradation de MARCKS (myristoylated alanin rich C kinase 

substrates), une famille de protéines qui lient l'actine et réguleraient probablement l'adhésion 

cellulaire à la matrice [79]. 

La migration des cellules musculaires lisses pulmonaires est connue non seulement 

pour être modulée par les variations de la [Ca
2+

]i, mais aussi pour être induite par l’hypoxie 

[80, 81]. D'autres mécanismes moléculaires interviennent également dans la migration des 

CMLAP. R. Paulin et ses collègues [82] montrent que l’inhibition des FAK kinases fait 

diminuer la motilité des cellules musculaires lisses d’artères pulmonaires et réprime la 

prolifération de ces cellules, diminuant ainsi le remodelage au niveau vasculaire. Une étude 

montre également que les métalloprotéinases de la matrice extracellulaire (MMP) MMP2 et 

MMP9, enzymes impliquées dans la migration, sont surexprimées au cours de l’HTP au 

niveau des lésions plexiformes. 

L'aquaporine (AQP1 - protéine canalaire) est également connue pour jouer un rôle 

dans la migration. Au cours de l’hypoxie on observe une augmentation de l’expression 

d’AQP1 de façon calcium dépendante [83]. Cette augmentation d’expression d’A P1 peut 

être due au flux d’eau sur la membrane cellulaire, et pourrait jouer sur la direction prise par 

les cellules au cours de la migration [84]. Des études récentes montrent qu’AQP1 agit 

également avec des microARN et RhoB dans la migration induite par l’hypoxie (répression, 

activation ou changement du Ca
2+

). De plus, il est désormais admis qu’AQP1 participe au 

remodelage du cytosquelette, phénomène requis pour la migration cellulaire [85]. Une autre 

étude montre une surexpression de deux protéines associées à l’actine (CapG et la transgéline) 

dans des PASMC humaines après un séjour en hypoxie [86]. 

Une étude du laboratoire [87] montre également un remodelage du cytosquelette 

après activation des canaux TRPV1 ou TRPV4. L’activation de ces canaux induit une 

potentialisation de la migration des cellules musculaires lisses issues d’artères 

intrapulmonaires de rat. 
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8. Homéostasie calcique dans l'hypertension pulmonaire 

Le calcium est l’un des principaux messagers intracellulaires, notamment dans la 

CMLAP où il joue un rôle central en intervenant dans les mécanismes cellulaires et 

moléculaires impliqués dans le développement de l’HTP : la contraction, la prolifération et 

la migration. 

 

8.1. Les différentes sources de calcium dans la CMLAP 

La [Ca
2+

]i cytoplasmique basale est maintenue à des niveaux bas en conditions de 

repos (100-200 nM) par rapport à la concentration calcique extracellulaire (1-2 mM). Cette 

quantité de calcium libre présente dans le cytoplasme à un instant t est finement régulée, c’est 

ce que l’on appelle l’homéostasie calcique. Des élévations transitoires ou soutenues de la 

concentration calcique intracellulaire suite à un stimulus sont décodées par la cellule en vue 

de donner une réponse adaptative. En effet, l’augmentation de la [Ca
2+

]i basale au sein de la 

cellule musculaire lisse vasculaire pulmonaire est requise pour la croissance cellulaire [88, 89] 

et la migration [83]. À l'inverse, une élévation soutenue de la [Ca
2+

]i peut déclencher 

l'apoptose de la cellule [90]. L’augmentation du calcium libre cytoplasmique peut être due à 

une libération de calcium des réserves calciques intracellulaires ou à un influx de calcium du 

milieu extracellulaire vers le cytosol via l’activation de canaux et transporteurs calciques 

membranaires. 

Les réserves calciques intracellulaires regroupent principalement le réticulum 

endoplasmique (aussi appelé réticulum sarcoplasmique dans le muscle lisse et strié), les 

mitochondries, et les lysosomes (Figure 13). Le réticulum endo-sarcoplasmique joue 

notamment un rôle de tampon (recapture du calcium du cytoplasme vers le reticulum) via 

l’activation des pompes SERCA (sarco-endoplasmic reticulum calcium ATPase - comprenant 

trois isoformes : SERCA 1-3). Mais le reticulum permet également la libération de 

calcium dans le cytoplasme via les récepteurs à la ryanodine (RyR), comprenant trois 

isoformes (RyR 1-3), et les récepteurs à l’IP3, existant également sous trois isoformes (RIP3 1-

3). Toutes ces structures sont exprimées dans les PASMC [91, 92] (Figure 13). 

Au niveau de la membrane plasmique, plusieurs structures protéiques participent à la 

signalisation calcique. Tout d’abord, la calcium ATPase de la membrane plasmique (PMCA) 

permet l’extrusion du calcium du cytosol en échange de proton via la consommation d’une 

molécule d’ATP (avec une stœchiométrie de deux ions H
+
 pour chaque ion Ca

2+
) (Figure 13). 

La PMCA joue également un rôle important dans la régulation du pH intracellulaire [93, 94]. 

Puis l’échangeur sodium/calcium permet l’extrusion d’un ion Ca
2+

 contre trois ions Na
+
 

[95]. La Na
+
 rentre dans le cytosol selon son gradient électrochimique, l’activité de 

l’échangeur Na
+
/Ca

2+
 est donc réversible puisqu’elle dépend uniquement du gradient 

électrochimique de ces deux ions. Enfin, les canaux calciques regroupés en deux grands 

groupes : les canaux activés par le potentiel de membrane (canaux calciques voltage-

dépendants ou CCVD, détaillés dans la section "13 les canaux ioniques dans l’hypertension 

pulmonaire") et les canaux indépendants du voltage (Figure 13). Ces derniers sont 

regroupés selon leurs modes d’activation et sont généralement non sélectifs du calcium. 
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Les canaux SOC (store-operated channel) sont activés par la libération du Ca
2+

 

contenu dans le reticulum [96]. Putney a défini l’entrée du calcium par ces canaux sous le 

terme "d’entrée capacitive de calcium" (CCE en anglais) aussi appelé store-operated 

calcium entry (SOCE) [97]. Il est largement admis que STIM1 est le senseur calcique du 

réticulum qui transmet le signal à la membrane plasmique où Orai1 déclenche le mécanisme 

de SOCE [98-102]. 

Les récepteurs canaux (ROC ou receptor operated channel) sont activés par la 

fixation d’un agoniste (hormone, neurotransmetteur, second messager) sur le récepteur du 

canal indépendamment de toute variation du potentiel de la membrane plasmique. Dans la 

plupart des canaux, cette activation déclenche une voie de signalisation impliquant des 

protéines. 

Les canaux SAC (stretch-activated channel) sont quant à eux activés par l’étirement 

de la membrane plasmique (stretch). La section "14" décrit plus en détail ce type de canal. 

 

 

Figure 13 : Les réserves calciques intracellulaires. 

Pour maintenir l’homéostasie calcique le Ca
2+

 est rapidement tamponné par les organites 

intracellulaires (réticulum endo/sarcoplasmique, les mitochondries, les lysosomes et l’enveloppe 

nucléaire). Des canaux, pompes et échangeurs exprimés sur ces organites permettent de réguler 

finement la [Ca
2+

]i, afin d’assurer une propagation contrôlée des signaux calciques. TRP : transient 

receptor potential channel ; CCVD : canaux calciques voltage-dépendants ; PMCA : plasmic 

membrane calcium ATPase ; TPC : two pores channel ; SERCA : sarco/endoplasmique reticulum 

calcium ATPase ; RyR : récepteur à la ryanodine ; RIP3 : récepteur à l’IP3. MCU : mitochondrial 

calcium uniport ; VDAC : voltage dependant anion channel. 
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Il existe également un couplage direct entre les RyR, RIP3 et les canaux calciques de la 

membrane plasmique. En effet, une étude du laboratoire [103] montre un lien entre les canaux 

TRPV4 et les RyR pour augmenter la [Ca
2+

]i et la contraction des CMLAP (Figure 14). De 

plus, les RIP3 et les RyR peuvent s’activer mutuellement puisqu’ils sont tous les deux 

sensibles au Ca
2+

. Le Ca
2+

 libéré via les RIP3 produit une augmentation de la [Ca
2+

]i qui, 

secondairement, active les RyR situés à proximité et déclenche ainsi une sortie massive de 

Ca
2+

 du réticulum. Ce mécanisme de libération de calcium induite par le calcium, appelé 

CICR (calcium-induced calcium release), provoque une élévation rapide la [Ca
2+

]i et la 

contraction de la CMLAP [104] (Figure 14). 

 

8.2. Modification de la signalisation calcique dans l’hypertension pulmonaire 

Dans l'HTP, l'homéostasie calcique est perturbée et les CMALP ne sont plus 

capables de fournir une réponse adaptée à un stimulus donné. Ainsi une hausse de la [Ca
2+

]i 

basale a été observée dans des cellules issues d’animaux hypoxiques chroniques [105] ou 

traités à la monocrotaline [106], ainsi que dans des cellules issues de patients souffrant 

d’hypertension artérielle pulmonaire (groupe 1) [88, 107]. 

L'expression de nombreux canaux et protéines impliquées dans l'homéostasie calcique 

est modifiée au cours de l'HTP. Des études montrent une diminution de l’expression de la 

pompe SERCA2a dans les CMLAP de patients HTAP et de rats "monocrotaline". La 

recapture du calcium dans le réticulum est réduite et ce mécanisme participe au maintien 

d’une [Ca
2+

]i basale plus élevée [108]. Des études suggèrent également que l’hypoxie 

augmente l’activité de la phospholipase C-γ (PLC-γ), augmentant la production d’IP3 et 

donc l’activation de RIP3 et la libération de calcium [109]. 

Le mécanisme de SOCE est augmenté dans les CMLAP soumises à une hypoxie 

chronique [110-112]. On retrouve également une augmentation de l'expression d'Orai1, 

STIM1 [113] et STIM2 [107]. 

L’exposition à l’hypoxie induit la production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) 

[9], activant d’une part les RIP3, et d’autre part les RyR via la synthèse d’ADPR cyclique 

(cADPR). Une étude a par ailleurs montré que le calcium libéré de cette façon par les RyR 

activait les canaux chlorure TMEM16A (Figure 14). L’exposition à l’hypoxie est également 

associée avec une dépolarisation persistante des CMLAP [114, 115] conduisant à une 

élévation de la [Ca
2+

]i par les canaux calciques voltage-dépendants de la membrane 

plasmique. Cette dépolarisation est notamment provoquée par la baisse d’expression et 

d’activité de canaux potassiques [114, 116, 117] [118] (Figure 14). 
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Figure 14 : Exemples de voies de signalisation calcique impliquées dans l'HTP. 

Le Ca
2+

 est libéré du réticulum sarcoplasmique (SR) par les RyR et les RIP3 et contribue à 

l’augmentation de la [Ca
2+

]i. Les RyR interagissent avec TRPV4 et les canaux Cl
-
 activés par le 

calcium (TMEM16A). Les CCVD peuvent également être activés par l’inhibition des canaux K
+
. La 

libération de Ca
2+

 par les RIP3 peut également activer les RyR par le mécanisme de CICR (Calcium 

Induced Calcium Release). Le cADPR active les RyR. Les ROS sont impliqués dans l'augmentation 

de la [Ca
2+

]i par l'activation des RIP3. Tous ces mécanismes concourent à l'augmentation de la 

contraction, de la prolifération et de la migration. 

 

9. Intégration du stress mécanique au niveau cellulaire 

Au niveau de la circulation systémique, des études ont déjà été menées sur 

l’implication du stress mécanique, et plus particulièrement sur l’étirement cyclique (stretch). 

L’étirement cyclique exerce un effet important sur le phénotype et la croissance de 

nombreux types cellulaires. Sumpio et ses collègues ont trouvé une synthèse altérée des 

protéines du cytosquelette dans les cellules endothéliales aortiques suite à un étirement de 

24 % à 0,5 Hz durant 5 jours [119]. De plus, des études ont montrées une suppression de la 

sécrétion de prostacyclines par les cellules endothéliales vasculaires en réponse à l’étirement 

[120, 121]. 

Des études menées sur des CML de rat par différents groupes ont montré qu’une 

surexposition des cellules musculaires lisses à un étirement cyclique in vitro provoque un 

changement de leur phénotype contractile, vers un phénotype de type prolifératif. Ce 

changement de phénotype s’accompagne d’une augmentation de la synthèse protéique et de la 

prolifération [122, 123]. De plus, l’augmentation de l’exposition du muscle lisse artériel 

aortique de lapin à un étirement cyclique in vitro induit une augmentation de la synthèse de 

protéines de la matrice extracellulaire (collagène, hyaluronate et chondroitine-6-sulfate) [124]. 

L’étirement cyclique provoque également la prolifération des cellules musculaires lisses 

d’artères systémiques par la production et l’action autocrine du PDGF [125]. Une autre étude 

montre qu’un étirement des CMLAP d’agneau induit l’expression de VEGF [126]. 
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D’autres expériences menées sur des cellules endothéliales artérielles bovines (BAEC) 

isolées in vitro, ont montré que la signalisation induite par un étirement circonférentiel (en 

synergie avec le shear-stress) induisait  un changement de morphologie de la cellule [127]. 

Des études chez le rat et le cobaye ont montré qu’un stress dû à une augmentation de 

la tension accélérait la synthèse d’ADN et activait les canaux sensibles à l’étirement [128, 

129], bien que la nature moléculaire de ces candidats comme récepteurs mécanosensibles 

n’ait pas encore été établie. 

L’étude de l’impact de ces facteurs mécaniques sur les cellules vasculaires constitue 

donc un axe d’étude pertinent dans la mesure où les maladies cardiovasculaires telles que 

l’hypertension ou l’athérosclérose sont souvent associées à des modifications de 

l’environnement mécanique et donc des signaux qui en découlent. De plus, la croissance et la 

migration cellulaire sont deux phénomènes clés lors du développement de l’hypertension 

pulmonaire et peuvent être fortement influencées par les contraintes mécaniques de la même 

manière que les cellules de la circulation systémique [130]. 

 

Au niveau cellulaire, des structures comme les canaux sensibles à l’étirement sont probablement 

amenés à jouer un rôle physiologique important dans la circulation pulmonaire. Ceci est d’autant 

plus vrai chez les patients souffrant d’hypertension pulmonaire, du fait de l’augmentation des 

résistances à l’écoulement. 

 

10. Facteurs de transcription impliqués dans 

l'hypertension pulmonaire 

L'hypertension pulmonaire induit de nombreux changements au niveau cellulaire, dont 

beaucoup dépendent de changement d'expression protéique. Ces changements sont déclenchés 

par des facteurs de transcription. Certains comme HIF-1 sont sensibles à l'hypoxie, d'autres 

comme le NFAT font intervenir le Ca
2+

. 

10.1. Hypertension pulmonaire et le facteur de transcription HIF 

10.1.1. Voie de signalisation 

De nombreuses réponses adaptatives à l’hypoxie sont médiées par le facteur de 

transcription HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor 1). HIF-1 existe sous la forme d’un 

hétérodimère composé des sous-unités HIF-1α et HIF-1β. HIF-1β est exprimé de façon 

ubiquitaire, alors que HIF-1α est peu exprimé en conditions normoxiques de par une 

ubiquitination et une dégradation par le protéasome. En effet, HIF-1α est hydroxylé par 

l'enzyme PHD (prolyl-hydroxylase) permettant la fixation de VHL (von Hippel Lindau 

protein), une ubiquitinase. En condition d’hypoxie, la diminution de l’ubiquitination est 

corrélée avec la stabilisation de HIF-1α et une accumulation dans le noyau. L’absence d’O2 ne 

permet plus à PHD d’hydroxyler HIF-1α, empêchant ainsi son ubiquitination par VHL. Dans 

le noyau HIF-1α se dimérise avec HIF-1β et se fixe sur l’ADN génomique au niveau de la 

séquence consensus  5’-RCGTG-3’ qui déclenche la transcription de nombreux gènes cibles 

comme l'EPO ou le VEGF. HIF-1 constitue ainsi une réponse cible de l’hypoxie (Figure 15). 

  



26 Hypertension pulmonaire 
 

 
Figure 15 : Voie de signalisation du facteur de transcription HIF-1. 

En condition de normoxie, la PHD (prolyl-hydroxylase) fixe un groupement hydroxyle sur le facteur 

HIF-1α. Ce dernier est alors reconnu par l’ubiquitinase VHL (von Hippel Lindau protein) qui induit 

sa dégradation par le protéasome. En hypoxie, l’absence d’O2 ne permet plus à VHL d’hydroxyler 

HIF-1α. Ne pouvant plus être reconnu par VHL, HIF1-α se fixe à HIF-1β, traverse la membrane 

nucléaire, se fixe sur l’ADN génomique et déclenche la transcription de gène cibles. 

 

10.1.2. HIF dans l'hypertension pulmonaire 

Des études sur des souris transgéniques hétérozygotes avec un allèle hif1α muté 

(hif1α
+/-
) ont montré que le développement de l’hypertension pulmonaire était diminué. La 

polycythémie, le remodelage vasculaire, ainsi que la dépolarisation des cellules musculaires 

lisses sont diminués chez ces souris soumises à une hypoxie chronique [131]. Récemment, il a 

été montré que HIF-1 participe à l’augmentation de la concentration calcique intracellulaire 

basale [132], via l’augmentation de l’expression de canaux de type TRPC (canaux SOC), 

augmentant ainsi l’entrée capacitive de calcium. 

 

10.2. La régulation calcium-dépendante du NFAT  

Le Nuclear Factor of Activated T-cell (NFAT) a tout d’abord été décrit dans les 

lymphocytes T. Il s’agit d’un facteur de transcription activé par le calcium. Il est actuellement 

admis qu’il joue un rôle important dans les cellules non-immunes, notamment les cellules du 

système cardiovasculaire. 

  



 

Hypertension pulmonaire 27 
 

10.2.1. Classification 

 

 

Figure 16 : Structure du NFAT. 

Schéma présentant les différents domaines structuraux du NFAT. (NHR) séquence d'homologie de la 

famille NFAT qui sert de domaine de régulation, (RHD) domaine d'homologie Rel qui permet la 

liaison à l'ADN, et (TAD) un domaine de transactivation en N-terminal (N-term), riche en résidus 

proline. (C-term), région C-terminale variable. (B) Schématisation de la région de régulation, avec un 

motif de liaison à la calcineurine (Cn) via un motif PXIXIT, où "X" représente n’importe quel acide 

aminé (SRR) région riche en résidus sérine. (SP 1-3) motifs de répétition sérine-proline. (NLS) 

séquence de localisation nucléaire. D'après [133]. 

 

Les facteurs de transcription NFAT forment une famille composée de quatre membres 

bien caractérisés : NFATc1 (NFAT2/c), NFATc2 (NFAT1/p), NFATc3 (NFAT4/x) et 

NFATc4 (NFAT3) [134]. Toutes les isoformes partagent une région d’homologie en N-

terminal (Figure 16). Cette région contrôle les fonctions régulatrices, notamment l’interaction 

avec la calcineurine, nécessaire pour la translocation nucléaire. Cette région contient 

également des séquences de localisation et d’export nucléaire, ainsi que de nombreux sites de 

phosphorylation pour plusieurs sérine/thréonine kinases. Beaucoup sont d’ailleurs localisées 

dans une région caractérisée par trois répétitions sérine-proline (SP) (Figure 16). Le domaine 

C-terminal de la protéine NFAT contient un domaine de liaison à l’ADN. 

Il existe un cinquième membre de cette famille de facteur de transcription : NAFT5 

qui est constitutivement phosphorylé et localisé dans le noyau. Cette isoforme est insensible à 

l’activité de la calcineurine et est uniquement reliée aux autres membres de la famille des 

NFAT par son homologie de séquence [135]. 

 

10.2.2. Voie de signalisation 

L’activation de NFAT est régulée principalement de par sa localisation cellulaire 

[136]. Dans les cellules non stimulées, NFAT est une protéine hyperphosphorylée 

cytoplasmique. Une augmentation du calcium cytosolique provoque une augmentation de 

l’activité de la phosphatase calcium-dépendante : la calcineurine [137]. L’activation de la 

calcineurine provoque la déphosphorylation des résidus sérine au sein du domaine de 

régulation du NFAT. Ceci induit un changement de conformation de NFAT qui permet 

l’exposition du domaine de localisation nucléaire et provoque ainsi sa translocation au sein du 

noyau [138-140] (Figure 17). Cependant les mécanismes moléculaires de la translocation de 

NFAT dans le noyau ne sont pas encore bien décrits. Il semblerait que NFAT soit transporté 

dans le noyau sous forme d’un complexe avec la calcineurine à travers les pores nucléaires. 
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10.2.3. NFAT dans la physiologie vasculaire 

Les isoformes NFATc1 et NFATc2 ont été les premières observées dans le muscle 

lisse vasculaire, dans de l’aorte thoracique de rat, à l’aide de techniques 

immunohistochimiques et de Western blot sur lysat total de cellules [141]. Les isoformes 

NFATc3 et NFATc4 sont également toutes deux exprimées dans le muscle lisse vasculaire 

[142]. Il a notamment été montré qu’elles jouaient un rôle dans la vasculogenèse [143]. 

L’activation de NFAT est liée au maintien du phénotype musculaire lisse [143-147]. 

De plus, il agirait sur la régulation de l’expression des gènes de la chaîne lourde de la myosine 

du muscle lisse, l’α-actine du muscle lisse, l’intégrine α1 et la caldesmone. En effet, 

l'inhibition de l'expression de NFAT par stratégie ARN antisens provoque une diminution de 

l'expression protéique de ces protéines [144, 145]. 

 

10.2.4. NFAT dans l'hypertension pulmonaire 

L’équipe de Laura Gonsalez Bosc a montré que l’isoforme NFATc3 était 

particulièrement impliquée dans l’hypertension pulmonaire. En effet, ils ont par ailleurs 

montré que l’exposition de souris à l’hypoxie chronique (caisson hypobare) provoquait la 

translocation nucléaire du NFATc3 dans les artères pulmonaires. De plus, cette isoforme 

serait responsable de la surexpression de l’α-actine du muscle lisse [148]. Ces résultats sont 

en accord avec l'expression accrue de l’α-actine du muscle lisse observée au cours de l'HTP 

[149, 150], et expliqueraient en partie l’hypertrophie des CMLAP et le remodelage vasculaire 

[151]. 

  

Figure 17 : Voie de signalisation du NFAT. 

(1) Une augmentation de la [Ca
2+

]i active la 

phosphatase dépendante du Ca
2+

 : la 

calcineurine. 

(2) La calcineurine déphosphoryle la NFAT 

cytosolique, permettant sa translocation dans 

le noyau. 

(3) Le NFAT se fixe sur des séquences 

promotrices et induit la transcription de gènes. 

 



 

Hypertension pulmonaire 29 
 

Enfin, dans la même étude, cette équipe montre que les souris knock-out pour 

NFATc3 ne présentent pas cette surexpression de l’α-actine du muscle lisse ni d'un 

épaississement de la media des artères intrapulmonaires [148]. Une étude de Bierer R. et al 

[152] a également montré que NFATc3 était responsable de l’hypertrophie du ventricule droit 

qui survient au cours du développement de l’hypertension pulmonaire. C’est pourquoi cette 

isoforme en particulier, serait nécessaire au développement de l’hypertension pulmonaire chez 

les souris adultes [153]. 

S. Bonnet et ses collègues [154] ont montré un rôle du NFATc2 chez les rats injectés à 

la monocrotaline, ainsi que chez des patients humains atteints d’hypertension pulmonaire 

idiopathique (groupe 1).  

Seule l’isoforme NFATc4 semble répondre à une stimulation par un vasoconstricteur 

dans le muscle lisse pulmonaire (cellules isolées de rat et cellules humaines "saines"), et 

notamment à une stimulation au 20-HETE, un produit du métabolisme du cytochrome c 

[155]. 

L’utilisation d’inhibiteurs de la voie du NFAT, tels que le VIVIT (peptide mimétique 

se fixant à la calcineurine) et la cyclosporine A (inhibiteur spécifique de la calcineurine) 

pourrait donc constituer une nouvelle alternative thérapeutique [154]. 
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11. Modèles animaux 

11.1. Hypertension pulmonaire induite par la monocrotaline (modèle d'HTAP de 

groupe 1) 

La monocrotaline (MCT) est un alcaloïde de la famille de la pyrolizidine (Figure 18) 

issu de la Crotalaria spectabilis, une plante qui se trouve dans les régions tropicales et 

subtropicales. La toxicité de la monocrotaline est essentiellement hépatique et pulmonaire. En 

effet, les animaux intoxiqués à la monocrotaline présentent des lésions similaires à l’hépatite 

nécrotique et à celles de la cirrhose, avec des degrés variables d’œdème pulmonaire 

hémorragique et de fibrose. 

 

  

Figure 18 : La monocrotaline. 

(A) Formule chimique de la monocrotaline. La monocrotaline est extraite de la Crotalaria spectabilis 

(B). Métabolisée par le foie en monocrotaline pyrrole, elle induit une destruction de l’endothélium, et 

une HTAP. 

 

Le modèle d’hypertension artérielle pulmonaire chez le rat consiste en une injection 

unique de monocrotaline par voie intrapéritonéale, à la dose de 60 mg/kg de masse corporelle. 

Dans le foie, la monocrotaline est métabolisée en monocrotaline pyrrole, sous l’action 

d’enzymes dépendantes du cytochrome P450 de la famille 3A [156]. Ce métabolite est la 

forme active, il est transporté via les globules rouges et entraîne une toxicité cardio-

pulmonaire. Au niveau de la circulation pulmonaire, la monocrotaline pyrrole entraîne des 

œdèmes et une destruction progressive de l’endothélium [157]. 

Au bout de quatre semaines, ce modèle présente des modifications de la réactivité 

vasculaire pulmonaire à divers agonistes (notamment la sérotonine [158]) semblables à la 

pathologie humaine. De plus, on retrouve une diminution de l’expression du BMP-RII et une 

destruction de l’endothélium, induisant une diminution de l’expression et de l’activité de la 

NO synthase endothéliale (eNOS). Ce modèle, de la même façon que les HTAP humaines 

présente une part importante de l’immunité (surexpression de plusieurs cytokines 

inflammatoires : IL-1β, IL-6, TGF-β [159]). Contrairement aux hypertensions artérielles 

pulmonaires (groupe 1, cf. tableau) humaines, ce modèle animal ne développe pas de lésions 

plexiformes [159]. 

Chez la souris n’est pas capable de métaboliser, ou de façon moins efficace, la 

monocrotaline en monocrotaline pyrrole, le modèle consiste en une injection hebdomadaire de 

monocrotaline à des doses beaucoup plus importantes (600 mg/kg de masse corporelle) par 

voie intrapéritonéale pendant 3 à 10 semaines [160-162]. 

A B 
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Figure 19 : Analyse histologique d'une coupe d'AIP de rat "monocrotaline". 

Coupes transversales d’artères intrapulmonaires de rats contrôle (A) et ayant reçu une 

injection de monocrotaline (B). Le muscle lisse a été marqué par le facteur HHF35 (en brun). 

La barre d’échelle représente 25 µm. D’après [61]. 

 

11.2. Hypertension pulmonaire induite par l'hypoxie chronique (modèle d'HTP de 

groupe 3) 

Le modèle d'HTP induite par une hypoxie chronique est un modèle pouvant être 

généré aussi bien chez le rat que chez la souris. Les animaux sont placés dans un caisson 

hypobare pendant trois semaines. Le caisson simule un séjour en haute altitude (5 500 m) 

avec une pression atmosphérique de 380 mmHg (contre 760 mmHg au niveau de la mer). La 

PO2 se retrouve diminuée de moitié (équivalent à 10 % O2 dans l’air contre 21 % dans 

l’atmosphère au niveau de la mer). 

Suite à ce séjour, la pression artérielle pulmonaire moyenne de ces animaux passe 

d’environ 15 mmHg pour les individus sains à 25-30 mmHg pour les animaux hypoxiques 

chroniques [163, 164]. Cette hypertension pulmonaire s’accompagne d’une réactivité 

vasculaire accrue à différents agonistes (notamment la sérotonine), mais également d’un 

remodelage vasculaire important (épaississement de la media, cf. Figure 20). On peut noter 

également l’infiltration de cellules inflammatoires dans les premiers jours d’exposition à 

l’hypoxie. Cependant, ce modèle ne permet pas d’observer de lésions plexiformes chez les 

animaux hypertendus. 

Au niveau cellulaire, on peut notamment remarquer l’augmentation de la [Ca
2+

]i basale 

dans les cellules musculaires lisses, caractéristique d’une hypertension pulmonaire [165, 166], 

ainsi qu’une augmentation de la réponse calcique aux agonistes vasoconstricteurs tels que la 

5-HT [49]. De plus, on observe une surexpression du récepteur à la sérotonine (5-HTT) [167], 

de la phosphodiestérase 5 (PDE-5) [168] et une sous expression des canaux potassiques 

voltage-dépendants [169]. 

A B 
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Figure 20 : Analyse histologique d'une coupe d'AIP de rat hypoxique chronique. 

Coupes transversales d’artères intrapulmonaires de rats normoxique (A-contrôle) et soumis à une 

hypoxie chronique (B). Le muscle lisse a été marqué par le facteur HHF35 (en brun). La barre 

d’échelle représente 25 µm. D’après [61]. 

 

11.3. Autres modèles 

Les deux modèles précédents sont les plus couramment utilisés, mais ils ne permettent 

pas l’observation de lésions plexiformes, présentes dans certaines hypertensions pulmonaires 

humaines. Récemment d’autres modèles ont alors été développés. 

 

11.3.1. Hypertension pulmonaire sévère combinant hypoxie chronique et injection de 

monocrotaline 

Un modèle d’hypertension pulmonaire sévère combinant à la fois une hypoxie 

chronique et une intoxication à la monocrotaline a été développé au laboratoire [61]. 

Les rats ayant reçu ce double traitement présentent une pression ventriculaire droite 

systolique plus importante que les animaux du modèle hypoxique ou monocrotaline seul (68 

mmHg contre 40 mmHg pour les rats "monocrotaline" et 50 mmHg pour les rats hypoxiques 

chroniques, [61]). On observe également un remodelage artériel pulmonaire, ainsi qu’un 

remodelage du ventricule droit bien plus important. Le remodelage est essentiellement dû à 

une hypertrophie de la media. Cette forme sévère d’hypertension pulmonaire s’accompagne 

de lésions plexiformes et de thrombi. Ce modèle présente des similitudes plus importantes 

avec la pathologie humaine.  

 

11.3.2. Rat Fawn-hooded (FHR) 

Les rats Fawn-hooded (FHR) sont une souche de rats sélectionnés génétiquement qui 

développent spontanément une hypertension pulmonaire. Ces rats présentent un déficit de 

stockage plaquettaire de la 5-HT et ont donc un taux de 5-HT circulant plus élevé [70], 

augmentant l’action vasoconstrictrice et mitogène de la 5-HT à l’origine d’une HTP. 

  

A B 
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11.3.3. Rat SUGEN 

Ce modèle permet de reproduire les pathologies liées à une malformation cardiaque, 

grâce à l’injection du SUGEN 5416 (SU5416), un antagoniste des récepteurs au VEGF 

(récepteur 1 (Flt) et 2 (KDR)) [170]. L’injection sous-cutanée de SU5416 à 20 mg/kg, ainsi 

qu’une exposition à une hypoxie chronique permet le développement d’une hypertension 

pulmonaire sévère qui n’est pas réversible suite à un retour à la normoxie, à l’inverse des 

animaux hypoxiques chroniques seuls. Ce modèle sert notamment dans les études 

précliniques dans le but d’éprouver l’efficacité du traitement dans le cas d’une hypertension 

pulmonaire établie. Comme il s’agit d’un modèle sévère, on observe non seulement un 

remodelage des artères pulmonaires, mais également l’apparition de lésions proches des 

lésions plexiformes humaines. [171]. 

À la manière de la monocrotaline, la métabolisation du SUGEN 5416 par le foie via 

des enzymes du cytochrome (CYP1A) semble différer selon les espèces. 

 

Les modèles murins d’hypertensions pulmonaires répondent différemment aux injections de 

toxines. En effet, il faut souvent de plus grandes doses (quantité par masse corporelle) ou des 

injections plus fréquentes pour obtenir des effets similaires à ceux observés dans les modèles de 

rats. Ceci peut s’expliquer par le fait que le composé (monocrotaline et SU5416 principalement) est 

peu ou pas métabolisé par l’organisme, ou inversement, plus rapidement métabolisé et inactivé en 

comparaison du rat. 

 

11.3.4. Hypertension pulmonaire thromboembolique chronique (modèle d'HTP de 

groupe 4) 

L’hypertension pulmonaire thromboembolique est induite par la ligature de l’artère 

pulmonaire gauche, suivie de séances hebdomadaires d’embolisation. Ce modèle a été mis au 

point chez le cochon par l’équipe d’O. Mercier et n'existe pas encore chez le rongeur [172]. 

En cinq semaines, le modèle reproduit les caractéristiques morphologiques, hémodynamiques 

et microscopiques de la pathologie. 
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12. Traitements de l’hypertension pulmonaire 

À l’heure actuelle, il existe des traitements qui permettent d’améliorer la survie des 

patients en agissant sur les symptômes de la pathologie, mais environ 10 % des patients 

décèdent chaque année, et les mécanismes cellulaires et moléculaires des hypertensions 

pulmonaires sont encore mal élucidés. 

 

12.1. Traitements médicamenteux 

Les traitements proposés sont essentiellement des vasodilatateurs, des inhibiteurs des 

canaux calciques de type L, des inhibiteurs des phosphodiestérases de type 5, des antagonistes 

des récepteurs à l’endothéline, et des prostacyclines [173]. Ces traitements améliorent la 

qualité de vie du patient en améliorant les signes cliniques sans les supprimer. 

Les inhibiteurs des canaux calciques de type L s’opposent uniquement à la contraction 

du muscle lisse (vasoconstriction), mais n’agissent pas sur le remodelage vasculaire 

pulmonaire. Plusieurs molécules sont disponibles : le diltiazem, la nifédipine, ou 

l’amlodipine. 

Les inhibiteurs de la phosphodiestérase-5 déclenchent une relaxation du muscle lisse 

via l’augmentation du GMP cyclique intracellulaire. Cette augmentation permet de prévenir la 

prolifération des cellules musculaires lisses. Le sildénafil est l’un des plus puissants 

inhibiteurs de la PDE-5 [108]. Deux autres inhibiteurs des PDE-5 sont en cours d’étude : le 

tadalafil et le vardénafil. 

L’endothéline est un vasoconstricteur qui favorise la prolifération des cellules 

musculaires lisses, et contribue donc à l’augmentation des résistances vasculaires. Le 

bosentan (Tracleer) est un inhibiteur non sélectif des récepteurs de type A et B de 

l’endothéline-1. Le Bosentan possède également une action antiproliférative sur les CML car 

il prévient la surexpression du canal TRPC6. D’autres inhibiteurs comme l’ambrisentan 

(Volibris) sont utilisés. 

L’époprosténol (Flolan), un analogue de la prostacycline, permet de réduire de 

manière significative les symptômes. Cependant, la pose d’un cathéter pour son 

administration (prise par voie intraveineuse) en plus de sa courte demi-vie, en font un 

traitement contraignant à mettre en place. Il reste tout de même le traitement de référence 

dans le cas des hypertensions pulmonaires les plus sévères. 

 

12.2. Chirurgie 

En cas d’échec aux différents traitements, la transplantation bipulmonaire, voire du 

bloc cœur/poumons dans son ensemble reste la seule alternative thérapeutique à la pathologie. 

Le taux de survie est malheureusement faible avec 75 % de survie à 1 an et 50 % de survie à 

5 ans [174]. 
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12.3. Vers de nouvelles thérapies 

De nouvelles cibles thérapeutiques sont en cours d’étude. En effet, de nombreuses 

études pointent du doigt des facteurs de croissance tels que le PDGF, l’EGF et le FGF. Tous 

sont des agonistes des récepteurs tyrosine kinase, et induisent une forte prolifération des CML 

participant de manière significative au remodelage des artères pulmonaires. C’est pourquoi 

l’Imatinib, un inhibiteur de tyrosine kinase a été proposé comme traitement de l’HTP et est à 

l’heure actuelle en cours d’évaluation [175]. 
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13. Les canaux ioniques dans l'hypertension pulmonaire 

Les CMLAP expriment une grande variété de canaux ioniques qui contrôlent le 

potentiel de membrane et les concentrations calciques intracellulaires, deux paramètres altérés 

durant l'HTP. C'est pourquoi les canaux potassiques (K
+
), calciques (Ca

2+
) et chlorures (Cl

-
) 

ont déjà fait l'objet de nombreuses études aussi bien dans un contexte physiologique que 

physiopathologique. L’utilisation de traitements ciblant ces canaux pourrait avoir un effet 

bénéfique sur l’HTP. 

 

13.1. Les canaux potassiques 

Le potentiel membranaire de repos des CMLAP est en partie dû à une sortie d'ions 

positifs de la cellule tels que les ions K
+
. Or chez les rats "hypoxiques chroniques" ainsi que 

chez les patients HTAP, on constate une réduction de l'expression de nombreux canaux 

potassiques (Kv, KATP, TASK-1 et BKCa) [114, 116, 117, 132], conduisant à une 

dépolarisation de la CMLAP, facilitant ainsi l'entrée de Ca
2+

 par les canaux calciques voltage-

dépendants et conduisant à une contraction [176]. Des études réalisées sur des CMLAP 

humaines ont montré que l’hypoxie inhibe un courant potassique (Ik), entraînant une 

dépolarisation membranaire et une entrée secondaire de calcium, menant à la contraction 

musculaire. Parmi les canaux potassiques activés par le calcium, la famille des BKCa 

(caractérisée par leur grande conductance au potassium : > 50 pS) est largement exprimée 

dans les CMLAP. Leur rôle est d’induire une relaxation vasculaire lorsque la [Ca
2+

]i est 

élevée. Des études ont montré que dans les modèles de rats hypertendus (hypoxiques 

chroniques ou "monocrotaline"), le courant BKCa est réduit de façon significative à cause 

d’une diminution de l’expression de la sous-unité α du canal [164]. Cet effet entraîne 

secondairement une accumulation d’ions potassium dans la cellule qui conduit à une 

inhibition de l’apoptose [177]. 

 

13.2. Les canaux chlorures 

Une surexpression et une suractivation des canaux TMEM16A contribuent également, 

via une dépolarisation de la CMLAP, à potentialiser la vasoréactivité durant l’HTP [178, 

179]. De plus, une étude du laboratoire montre que l’angiotensine II déclenche via une 

augmentation de la [Ca
2+

]i un courant d’ions chlorures qui participerait à la dépolarisation de 

la CMLAP et à la contraction de la cellule via l’influx de calcium à travers des canaux 

calciques voltage-dépendants [180]. 

 

13.3. Les canaux calciques 

L’hypoxie chronique dépolarise les CMLAP et l’augmentation de la [Ca
2+

]i est 

attribuée en partie à l’activation consécutive des canaux calciques voltage-dépendants 

(CCVD). Des études montrent également une augmentation de l'expression de Cav3.2 et Cav1.2 

[181], participant à l’augmentation de la [Ca
2+

]i. D'autres études montrent d'ailleurs une 

augmentation de la prolifération des CMLAP par des agents vasoconstricteurs via les canaux 

Cav3.1 [182, 183]. Comme indiqué dans la section « traitements », les CCDV sont déjà la cible 

de traitements curatifs. L’administration d’antagonistes des CCVD (nifédipine, diltiazem) 

chez des patients souffrant d’HTAP permet de réduire la PAPm et les résistances vasculaires 

[184, 185]. 
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Le calcium joue un rôle central dans les mécanismes cellulaires liés à l’HTP, mais les 

CCDV ne suffisent pas à expliquer à eux seuls la perturbation de l’homéostasie calcique des 

CMLAP. De plus, les traitements proposés agissent principalement sur la vasoconstriction 

sans modifier le remodelage vasculaire qui, pourtant, occupe une place importante dans 

l’HTP. De nombreux canaux calciques non dépendants du voltage participent également à 

l’augmentation de la [Ca
2+

]i, notamment par le mécanisme de SOCE. 

 

L’augmentation du stress mécanique joue probablement un rôle dans la 

physiopathologie de l’HTP. D’une part parce que les contraintes mécaniques sont augmentées 

avec l’augmentation des tensions pariétales induite par l’hypertension et par la 

vasoconstriction ; et d’autre par parce les CMLAP sont, du fait de leur environnement, 

continuellement exposées à des contraintes mécaniques. Il est donc intéressant d’étudier 

l'implication des canaux sensibles à l'étirement exprimés par les CMLAP dans un contexte 

d’HTP. 
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14. Les canaux activés par l’étirement 

(stretch-activated channels ou SAC) 

14.1. Quels critères rassembler pour définir un SAC ? 

Les "stretch-activated channels" (SAC) sont des mécanotransducteurs puisqu’ils 

convertissent un signal physique (déformations de la membrane plasmique) en signal 

biologique permettant d’induire une réponse. Pour être considéré comme un 

mécanotransducteur, un canal doit remplir les critères suivants : 

 La perte d’expression du canal doit conduire à une perte de la mécanosensitivité. 

 L’expression hétérologue de ce canal dans un autre système doit conduire à 

l’acquisition d'une réponse induite par un stimulus mécanique. 

 Les propriétés pharmacologiques et biophysiques du canal candidat doivent 

correspondre au courant endogène étudié. 

 Des modulateurs de la mécanosensibilité doivent montrer des effets sur l’activité 

du canal. 

 Le canal doit, dans l’idéal, former un complexe mécanotransducteur au sein d’une 

bicouche lipidique. 

 

Les SAC peuvent être inactivés par un peptide issu du venin de tarentule Grammostola spatulata : 

la GsMTx-4. Ce peptide bloque l’ouverture du SAC sans en bloquer le pore [186]. D’autres 

molécules sont utilisées pour bloquer les SAC, bien que moins sélectives : le gadolinium (Gd
3+

), la 

streptomycine (un antibiotique). 

 

14.2. Mécanismes d'activation 

Le mécanisme d’activation des SAC n’est pas encore bien établi. Cependant à l’heure 

actuelle trois modèles d’activation de ces SAC sont proposés. 

L’activation du canal directement via des variations de tension au sein de la 

membrane plasmique (pression positive, négative, étirement, flux laminaire) (Figure 21 A). 

L’étirement de la bicouche lipidique de la membrane plasmique induit une diminution de 

l’épaisseur de cette dernière induisant un changement de l’environnement proche du canal 

et/ou des mésappariements hydrophobiques. Ces variations changent la conformation du canal 

et l’activent. Ce modèle dit de la "bicouche" ou "bilayer model" en anglais est attesté par des 

expériences de solubilisation et de reconstitution de liposomes dans lesquels l’activité des 

SAC a été maintenue. 

L’activation du canal par l’intermédiaire des protéines du cytosquelette (Figure 

21 B). Les mouvements des protéines de la matrice extracellulaire ou du cytosquelette sont 

transmis au canal directement connecté à ces dernières et provoque son ouverture. 

L’implication du cytosquelette a été proposée après l’application d’agents pharmacologiques 

capables de démanteler les filaments d’actine et de désorganiser les microtubules 

(cytochalasine et colchicine) [187-189]. Ces traitements sensibiliseraient le système au stress 

mécanique. Au contraire, les agents qui stabilisent l’actine, comme la phalloïdine par 

exemple, inhibent la mécanosensibilité [187]. 
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Cependant, un canal peut être impliqué dans la transmission du stress mécanique sans 

être forcément le senseur direct de ce stress. 

En effet, il peut y avoir une activation indirecte où le canal est activé par 

l’intermédiaire d’une autre protéine, elle-même sensible aux propriétés physiques de la 

membrane plasmique (Figure 21 C). Des acteurs transmembranaires comme les intégrines, 

pourraient jouer le rôle de mécanosenseurs et guider l’activation du canal [190] via 

l’activation de kinases ou via un second messager. 

L’étirement membranaire pourrait également induire une modification de la 

membrane en libérant des phospholipides et phospholipases tels que la PLA2 

(phospholipase A2) et PLC (phospholipase C). Leur "clivage" génèrerait un second messager 

comme l’acide arachidonique et le DAG (diacylglycérol). 

De nombreux canaux sont impliqués dans l’intégration du stress mécanique et 

possèdent des caractéristiques permettant de les considérer comme des SAC. On retrouve 

notamment les canaux de la famille TRP (transient receptor potential). 

 

 

Figure 21 : Méthodes d'activation des SAC. 

(A) La canal est activé directement par les déformations de la membrane plasmique. (B) Le canal 

interagit avec le cytosquelette, lui même en interaction avec le senseur du stress mécanique en 

interaction avec la matrice extracellulaire (ex. intégrines). (C) Le senseur du stress mécanique génère 

un second messager qui va activer le canal. D’après [191]. 
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14.3. Nature moléculaire des SAC 

La nature moléculaire des canaux sensibles à l’étirement n’est pas encore 

clairement établie. Récemment, deux nouveau canaux directement sensibles à l’étirement ont 

été découverts : les canaux Piezo1 et Piezo2 [192]. Ce sont des canaux cationiques non 

sélectifs possédant un nombre important de domaines transmembranaires (30 à 40 selon les 

prédictions). L’expression hétérologue de ces protéines est suffisante pour induire un courant 

sensible à l’étirement dans des cellules n’en présentant pas à la base. Piezo1 et 2 sont 

exprimés dans de nombreux organismes et tissus, dont le poumon [192-194]. 

Chez les mammifères de nombreuses études proposent plusieurs membres de la 

famille des canaux de type TRP comme étant des candidats potentiellement mécanosensibles 

en répondant aux forces de tension, de flux et de variations du volume cellulaire [195]. 

 

15. Les canaux de type TRP 

Le premier canal TRP a été découvert chez la drosophile (Drosophilia melanogaster) 

par Cosens et Manning [196] lors de l’étude du processus de phototransduction. Les canaux 

de type TRP sont essentiels dans de nombreux processus impliquant une 

mécanotransduction : dans les cellules ciliées de la cochlée et les neurones sensoriels 

impliqués dans le toucher par exemple [197]. 

 

15.1. Classification 

Les canaux TRP forment une super famille de protéines codées par 32 gènes. Sur la 

base des homologies de séquences, les canaux de type TRP ont été classés en sept sous 

familles (Figure 22) : les TRPC (canonique ou classique), les TRPV (vanilloïde), les TRPM 

(mélastatine), TRPP (polycystine), TRPML (mucolipine), TRPA (ankyrine) et TRPN (ou 

NOMPC pour no mechanoreceptor potential C) (Figure 22) [198, 199]. 

Les sous-familles TRPC et TRPV sont constituées de sept et six membres 

respectivement (TRPC1-TRPC7 et TRPV1-TRPV6). Les TRPM possèdent huit membres 

(TRPM1-TRPM8). Les TRPP et TRPML comprennent cinq membres non canalaires et trois 

membres "channel-like" respectivement. Bien que chacune de ces familles n’ait pas été 

entièrement caractérisée, l’intérêt que l’on porte à ces canaux est croissant, notamment de par 

leur implication dans de nombreuses pathologies humaines. La sous-famille la plus 

récemment ajoutée, TRPA possède seulement un membre (TRPA1), et le TRPN ou NOMPC 

a seulement été identifié chez le ver Caenorhabditis elegans, la drosophile (Drosophilia 

melanogaster) et le poisson zèbre (Danio rerio). 

 

Le terme de transient receptor potential vient du fait que la drosophile mutante pour trp, présente 

une réponse (dépolarisation) transitoire à la lumière, contrairement aux souches sauvages qui elles 

ont une activité soutenue des cellules photoréceptrices en réponse à la lumière. 
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Figure 22 : Arbre phylogénétique de la superfamille des canaux TRP 

La super famille des TRP comprend 7 sous-famille : les TRPC (canonique), TRPV (vanilloïde), 

TRPM (mélastatine), TRPP (polycystine), TRPM (mucolipine), TRPA (ankyrine) et TRPN (ou 

NOMPC pour no mechanoreceptor potential C ). D'après [200]. 

 

15.2. Structure 

Bien que la structure tridimensionnelle des TRP n’ait pas été clairement établie, la 

topologie membranaire a été prédite comme ayant six domaines transmembranaires, 

flanqués par de longs domaines N- et C-terminaux cytosoliques. Tous les TRP partagent 

plusieurs domaines de répétitions de type ankyrine en N terminal (noté ANK ou ARD 

pour Ankyrin Repeat Domain), ainsi qu’un motif consensus TRP en C terminal, proche du 

sixième domaine transmembranaire. On retrouve de nombreux autres motifs de liaisons 

protéines-protéines dans ces parties N- et C-terminales (Figure 23). Le pore du canal est 

formé par une boucle hydrophobe entre les domaines transmembranaires cinq et six. 

Des études de microscopie électronique et de force atomique ont confirmé la capacité 

des TRP à former des tétramères organisés de manière symétrique autour du pore 

central perméable aux ions Na
+
, K

+
 et Ca

2+
 dans des conditions physiologiques [201, 202]. 

Des études ont montré la capacité des TRP à former des homo ou hétéro-tétramères [203] 

(Figure 24). 
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Figure 23 : Motifs structuraux des TRP. 
Le domaine TRP est une région de 25 acides aminés hautement conservée. La région définie comme 

"TRP box" (au sein du domaine TRP) ne varie presque pas. "X" représente n'importe quel acide 

aminé. D'après [204]. 

 

 

Figure 24 : Les différentes modes d'assemblage des TRP. 

(A) Structure d'un canal TRP avec les 6 domaines transmembranaires et la région du pore entre les 

domaines 5 et 6. (B) Assemblage tétramérique d'un canal TRP composé en hétéro ou homo tétramère 

autour d'un pore central. D'après [205]. 

 

15.3. Modes d’activation 

Tous les TRP sont des canaux cationiques. Cependant, leur sélectivité pour les 

cations divalents (calcium et magnésium) par rapport au sodium (cation monovalent), peut 

varier d’un rapport supérieur à 100 pour 1, à un rapport inférieur à 0,05 pour 1 [204]. 
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Canaux sensibles à l'étirement et canaux TRP 43 
 

Ces canaux sont polymodaux, c'est-à-dire qu’ils peuvent être activés par différents 

modes d’activation. Beaucoup de TRP sont activés par la fixation d’un ligand, en particulier 

par des substances âcres ou refroidissantes (ex : la capsaïcine contenue dans le piment, le 

menthol ou l’huile de moutarde). D’autres sont régulés par des stimuli physiques (chaleur, 

stress mécanique, hyposmolarité) ou par la déplétion des stocks calciques (mécanisme de 

Store-Operated Calcium Entry–SOCE). On retrouve également des sensibilités à l’acidité 

(aux protons H
+
), à l’ischémie/stress oxydant ou à certains lipides. 

 

15.4. Activité mécanosensible 

L’ouverture de nombreux TRP est déclenchée par l’application d’une force 

mécanique [206], mais leur rôle en tant que canaux activés par l’étirement (SAC) per se reste 

encore controversé en raison des nombreux stimuli qui les activent (étirement, flux, choc 

osmotique). 

À ce jour, treize membres des TRP ont été décrit comme étant mécanosensibles 

[207], notamment par des mutations perte de fonction chez de nombreux organismes aussi 

bien invertébrés que chez la souris et l’humain [208]. Parmi ceux-ci on retrouve : TRPC1, C3, 

C5, C6, V1, V2, V4, M3, M4, M7, A1, P1 et P2. 

Leur activation directe par l’étirement membranaire reste controversée dans la 

littérature, car les preuves de cette activité sont manquantes, notamment via des expériences 

de canal purifié et isolé au sein d’une bicouche lipidique. Ces expériences peinent à être 

obtenues, parce que beaucoup de ces canaux requièrent l’intégrité du cytosquelette sous-

jacent pour fonctionner. Par exemple, il a été montré que l’activité induite par l’étirement des 

neurones sensoriels était dépendante du cytosquelette d’actine [209]. 

L’isoforme TRPV2 semble être directement activée par l’étirement de la 

membrane plasmique, comme cela a été montré par l’expression hétérologue de ce canal 

dans des cellules CHO, à l’origine d’une réponse calcique après étirement des cellules sur des 

membranes de silicone, ou à travers la pipette de patch-clamp [210]. Tout comme TRPC1, où 

son expression dans des liposomes reconstitués sans cytosquelette montre une activation 

directe par l’étirement [211]. 

TRPV4 et TRPM7 sont sensibles à une hyposmolarité [212-214]. La pression 

osmotique affectant le volume cellulaire, les forces de tension pourraient être transférées à 

travers la bicouche lipidique jusqu’aux domaines transmembranaires du canal régulant son 

activité [206]. Une étude récente montre que l’expression hétérologue de TRPC5 dans des 

cellules CHO-K1 induit une sensibilité aux chocs hyposmotiques et à l’étirement 

membranaire déclenché par une dépression dans la pipette de patch-clamp. La présence du 

cytosquelette d’actine est toute fois importante dans cette réponse [215]. 

Les isoformes TRPC3, C6 et TRPM4 sont impliquées dans le tonus myogénique 

des artérioles systémiques. Cette mécanosensibilité serait due à une activation indirecte via 

un second messager libéré par un récepteur couplé à une protéine G [216]. 

Des canaux sensibles aux variations mécaniques (sensibles au blocage par le 

gadolinium) ont été identifiés aussi bien dans les cellules endothéliales que dans les cellules 

musculaires lisses vasculaires [217, 218]. Les propriétés de ces canaux ressemblent à celles 

des canaux de type TRP avec une sélectivité ionique et une conductance similaire. 
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Il a été montré que des canaux TRP étaient impliqués dans la détection du shear-

stress au sein des cellules endothéliales du système vasculaire systémique. [212]. TRPV4, 

M7 et TRPP2 sont activés par le flux laminaire [219] et de plus, l’association hétéromérique 

de plusieurs isoformes, comme TRPV4, TRPC1 et TRPP2, peut aboutir à un canal sensible au 

flux [220]. Cependant, il reste à déterminer si cette activation par le flux est directe ou 

indirecte. 

 

16. Interaction entre les canaux TRP et le cytosquelette 

Puisque certains canaux TRP sont impliqués dans la transmission du stress mécanique, 

mais que leur activation directe par la déformation de la membrane n’est pas clairement 

établie, il convient donc d’étudier les relations entre ces canaux et le cytosquelette, 

interactions pouvant intervenir dans les mécanismes mécanosenseurs (détaillés dans la section 

des canaux SAC). Ces associations affectent l’organisation du cytosquelette, l’adhésion 

cellulaire ou l’activité canalaire des TRP. 

 

16.1. Association des TRP avec le cytosquelette 

L’association entre les TRP et le cytosquelette peut se faire soit de manière directe, 

soit indirectement par l’intermédiaire d’autres protéines. 

Des travaux ont montré que TRPV4 colocalisait et co-immunoprécipitait avec 

l’actine et la tubuline [221-223]. Des études plus récentes ont démontré que ces interactions 

nécessitaient des modifications post-traductionnelles. En effet, la sérine 824 du canal TRPV4 

est essentielle à l’interaction avec l’actine [224]. 

Des expériences de cross-linking, de co-immunoprécipitation, de pull-down ont 

montré l’interaction directe de TRPV1 avec les microtubules [225], qui s’effectuerait via 

une séquence conservée au cours de l’évolution [226]. Sur la base des homologies de 

séquences, une telle interaction peut être prédite entre la tubuline et les isoformes TRPV2 et 

TRPV3 [227]. Ces interactions avec le cytosquelette peuvent également se faire par 

l’intermédiaire de protéines dites d’échafaudage. 

De nombreux travaux font part d’une interaction entre TRPC4 et TRPC5 avec la 

phospholipase C via NHERF (Na
+
/H

+
 exchanger regulatory factor), une protéine liant les 

protéines membranaires avec le cytosquelette d’actine [228] (Figure 25). TRPP2 et TRPP3 

interagissent avec l’α-actinine [229, 230], alors que TRPC1 lie l’α1-syntrophine du 

cytosquelette basée sur la dystrophine [231]. TRPC4 localise aux sites d’adhésion cellule-

cellule dans les cellules endothéliales pulmonaires, où il est associé avec la protéine 4.1, qui 

lie TRPC4 au cytosquelette sous-jacent [232] (Figure 25). De plus, ce lien avec le 

cytosquelette est nécessaire à l’activation de TRPC4 [232]. 

 

16.2. Régulation du cytosquelette par les TRP 

La réorganisation du cytosquelette, et en particulier le squelette d'actomyosine, est un 

élément important de certaines fonctions cellulaires comme la migration ou la division 

cellulaire (cf. partie "migration"), fonctions qui interviennent dans le développement de 

l’hypertension pulmonaire via le remodelage de la média. Comme la migration requiert des 
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changements constants d’adhésions et de morphologie de la cellule qui font intervenir le 

cytosquelette et le calcium [233, 234], il est pertinent d’étudier la régulation du cytosquelette 

par les canaux de type TRP. 

Les premières données suggérant une telle interaction ont montré que l’influx ionique 

attribué à TRPC1 était nécessaire au remodelage du cytosquelette d’actine des cellules 

endothéliales d’artères pulmonaires [235]. L’influx calcique de TRPC1 serait nécessaire au 

remodelage du cytosquelette d’actine qui supporte les changements de morphologies 

cellulaires [235]. 

Dans les cellules F11 (dérivées des neurones sensoriels des ganglions spinaux), 

TRPV1 régule la dynamique des microtubules par deux effets opposés. En effet, l’expression 

de TRPV1 à la membrane stabilise les microtubules. Cependant, son activation par un 

agoniste (la résinafératoxine - RTX) provoque le désassemblage des microtubules 

polymérisés. Cette action de déstabilisation du cytosquelette affecte la migration et la 

neuritogenèse qui dépendent grandement du cytosquelette. Le désassemblage rapide des 

microtubules par l’activation de TRPV1 a un fort impact sur la croissance axonale, la 

morphologie de la cellule et la migration [236, 237]. Une autre étude montre, à la fois dans les 

cellules endothéliales humaines et de rat, que l’activation de TRPC1 conduit à la 

réorganisation du réseau d’actine cortical et à la forme de la cellule [235]. 

Une étude du laboratoire a montré que l’activation de l’une des isoformes TRPV1 ou 

TRPV4 par leur agoniste spécifique (capsaïcine et 4α-PDD respectivement) provoquait une 

augmentation de la densité du cytosquelette d’actine et de tubuline [87]. 

 

16.3. Régulation de l’activité des TRP par le cytosquelette 

De par l’implication de certains TRP dans des mécanismes de mécanotransduction, la 

présence du cytosquelette est nécessaire à l’activation de ces derniers pour la transmission du 

signal mécanique. Plusieurs travaux montrent que la perturbation de la dynamique du réseau 

d’actine ou des microtubules (disruption ou stabilisation) influence l’activité de plusieurs 

TRP. Ainsi, la disruption des filaments d’actine par la cytochalasine D abolit la réponse de 

TRPC5 à l’hyposmolarité [215] prouvant la nécessité du cytosquelette dans cette réponse. 

L’activité canalaire passe également par le bon adressage de ces canaux à la 

membrane. Cet adressage à la membrane se fait via le cytosquelette et les protéines qui lui 

sont associées. Des travaux montrent que la perturbation de la dynamique du cytosquelette 

affecte la localisation subcellulaire de certains TRP. La réorganisation du cytosquelette 

d’actine provoque l’internalisation de TRPC3 dans des cellules HEK-293 [238]. De même, 

l’application sur des neutrophiles de calyculine, un agent qui réorganise le cytosquelette 

d’actine, déclenche l’internalisation de TRPC1, TRPC3 et TRPC4 et atténue l’entrée 

capacitive de calcium qui y est associée [239]. L’application de cytochalasine D permet de 

prévenir ces effets et ainsi de maintenir l’expression membranaire de ces TRP. De la même 

manière, sa stabilisation à l’aide d’agents tels que la colchicine et la phalloïdine, est capable 

de perturber la localisation des canaux TRPC1 [240, 241]. 

L’activité des TRP dépend également de leur présence au sein de microdomaines 

membranaires comme c’est le cas des cavéoles. Les cavéoles sont des petites invaginations 

de la membrane plasmique maintenues par la présence de protéines appelées cavéolines, 

comprenant trois isoformes (Cav-1, Cav-2, Cav-3). TRPC1 peut s'associer aux cavéoles, et 

TRPV4 colocalise avec la Cav-1 dans le muscle lisse des artères pulmonaires [242]. 
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L’implication du cytosquelette d’actine et des protéines d'échafaudage (Homer) dans 

la régulation de l’activité des TRP a majoritairement été décrite pour les membres de la 

famille des TRPC, notamment TRPC1 dans de nombreux types cellulaires (Figure 25). 

À l’heure actuelle, peu de travaux concernent la circulation pulmonaire, mais les 

données récentes du laboratoire concordent avec les données obtenues par d’autres équipes 

dans d’autres systèmes cellulaires. Ceci suggère un rôle primordial de l’interaction entre TRP 

et cytosquelette dans la physiologie et la physiopathologie de la cellule musculaire vasculaire, 

et notamment dans la circulation pulmonaire. 

 

 

Figure 25 : Interactions entre le cytosquelette et les canaux TRP. 

Le cytosquelette d’actine et les microtubules régulent l’expression de surface, la localisation et les 

interactions des canaux TRP avec d’autres protéines de signalisation. Ces interactions permettent 

l’activation et la régulation de l’influx calcique activé par la fixation d’un ligand sur son récepteur 

et/ou par la déplétion des stocks calciques (SOCE). À l'inverse, l’entrée de calcium à travers les 

canaux TRP induit un remodelage du cytosquelette, phénomène requis pour de nombreux processus 

cellulaires. ERM : ezrin/radixin/moesin ; Gq : heteromeric G-protein ; RIP3 : récepteur à l’IP3 ; P4.1 

: protein 4.1 ; PLC : phospholipase C ; SERCA : sarco/endoplasmique reticulum calcium ATPase ; 

SOCE : store-operated calcium entry ; STIM1 : stromal interaction molecule-1 ; TRP : transient 

receptor potential channel. 
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17. Les canaux TRP dans l’hypertension pulmonaire 

La fonction des canaux TRP dans la circulation pulmonaire fait l’objet de nombreuses 

études. La pertinence de certaines études repose sur le fait que certains TRP exprimés dans les 

CMLAP présentent une activité fonctionnelle, et notamment dans les processus cellulaires 

intervenant dans le développement de l’hypertension pulmonaire (migration, prolifération). 

Du fait de leur caractère polymodal, l’altération de leur fonction pourrait se faire via un stress 

hypoxique ou mécanique. 

 

17.1. Expression/surexpression dans le muscle lisse vasculaire pulmonaire 

Les canaux TRP sont exprimés dans de nombreux tissus, on les retrouve notamment 

dans le muscle lisse vasculaire pulmonaire. 

Plusieurs équipes ont d’abord identifié TRPC1, TRPC4 et TRPC6 dans les cellules 

musculaires lisses d’artère pulmonaires saines [88, 132, 243, 244]. Cependant, d’autres ne 

retrouvent pas l’expression de TRPC4 mais ont à la place révélé l’expression de l’isoforme 

TRPC3 [245]. En conditions pathologiques, ces canaux sont aussi surexprimés. Les travaux 

menés par le groupe de James S.K. Sham montrent que les isoformes TRPC1 et TRPC6 sont 

surexprimées, aussi bien au niveau de l’ARNm qu’au niveau protéique, dans les artères 

pulmonaires de rats et de souris après une hypoxie chronique [245], résultats confirmés par le 

groupe de L. A. Shimoda. De plus, cette surexpression est dépendante de la voie HIF-1 [132]. 

Dans les hypertensions artérielles pulmonaires (groupe 1), on observe une augmentation de 

l’expression de TRPC3 et de TRPC6 au sein des cellules musculaires lisses [88, 246, 247], 

et l’augmentation de la [Ca
2+

]i via des mécanismes SOC/ROC pourrait être en partie due à 

leur action dans les cellules de patients humains. 

La sous-famille des TRPV est également bien représentée dans le muscle lisse 

pulmonaire. TRPV1 est exprimé (ARN messager et protéine) dans les CMLAP de rat [87, 

248] et des CMALP issues de patients hypoxiques chroniques [249]. TRPV4 est exprimé 

aussi bien au niveau de l’ARNm qu’au niveau protéique dans le muscle lisse artériel 

pulmonaire de rat [87, 103, 248, 250] mais aussi dans des cellules issues de patients avec 

hypertension pulmonaire des groupes 1 et 3 [6, 249]. Des études montrent également une 

expression de TRPV2 chez le rat [250] et l’humain [249] dans les CMLAP, mais également 

dans le muscle lisse des veines pulmonaires [251]. 

TRPM2 [248], TRPM7 [6] et TRPM8 [248, 250, 252] sont retrouvés au niveau 

protéique dans les CMLAP. 
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17.2. Implication dans les mécanismes de l’hypertension pulmonaire 

Du fait de leur surexpression en contexte pathologique, TRPC1 et TRPC6 semblent 

donc jouer un rôle primordial dans la circulation pulmonaire et dans les mécanismes 

cellulaires intervenant au cours de l’hypertension pulmonaire. 

Plusieurs travaux font notamment part du rôle de TRPC1 dans le muscle lisse artériel 

pulmonaire. N. Kunichika et ses collègues [253] montrent qu’une surexpression de TRPC1 

par transfection adénovirale induit une augmentation de la vasoconstriction pulmonaire 

induite par l’entrée capacitive de calcium. 

L’implication de TRPC6 lors de la vasoconstriction hypoxique pulmonaire a été 

également montrée par Weissman et al. [254]. La délétion spécifique du gène codant pour 

TRPC6 (souris knock-out pour trpc6) aboli la vasoconstriction hypoxique pulmonaire ainsi 

que l’influx de cation induit par l’hypoxie dans les cellules musculaires lisses d’artères 

intrapulmonaires isolées. De plus, il y a une importante accumulation de diacylglycérol dans 

les cellules musculaires lisses d’artères intrapulmonaires de souris trpc6 knock-out renforçant 

l’idée que TRPC6 serait un canal de type ROC. 

Par ailleurs, la surexpression de TRPC1 précède l’augmentation de la prolifération 

des cellules musculaires lisses d’artères intrapulmonaires [88]. À l’inverse le traitement 

par ARN antisens diminue la prolifération de 50 % de CMLAP humaines [255]. 

Une étude de R. A. Fernandez et ses collègues [256] montre que la transition 

phénotypique des cellules musculaires lisses de quiescent/contractile à prolifératif/synthétique 

serait due à la surexpression de STIM2, ORAI2 et TRPC6 conduisant à l’augmentation de 

l’entrée capacitive de calcium et donc à la hausse de la [Ca
2+

]i observée lors de l’hypertension 

pulmonaire. 

TRPC1 et TRPC6 semblent tous deux cruciaux dans le développement de 

l’hypertension pulmonaire. Les souris mutées pour TRPC1 ou TRPC6 ne montrent pas d’effet 

délétère en condition physiologique, sous atmosphère normale. Cependant après une 

exposition à une hypoxie chronique, ces souris présentent un remodelage vasculaire moindre 

[257], notamment chez les souris TRPC1 knock-out, avec des résultats confirmés par un autre 

groupe [258]. 

TRPC6 semble plus impliqué dans la réactivité vasculaire et son rôle dans la 

vasoconstriction hypoxique pulmonaire semble le prédéterminer dans les phases précoces de 

la pathologie. À l’inverse TRPC1 interviendrait dans le développement du tonus myogénique 

après la première semaine d’hypoxie. La double délétion de TRPC1 et TRPC6 atténue le 

remodelage vasculaire, la hausse de la pression artérielle moyenne ainsi que l’hypertrophie 

cardiaque droite observée normalement après l’exposition à une hypoxie chronique [257]. 

TRPM7 pourrait constituer un nouveau candidat intéressant à étudier dans la 

mesure où les cellules déficientes pour cette isoforme ne prolifèrent pas (pas de synthèse 

d’ADN, ni de protéine) en réponse à l’angiotensine II [259]. TRPM7 est un canal régulé lui 

aussi par la déplétion des stocks calciques intracellulaires et il pourrait constituer un acteur 

important dans la prolifération des cellules musculaires lisses d’artères intrapulmonaires. 

Cependant, malgré toutes ces observations aucune de ces isoformes des canaux TRP 

n’est suffisante à elle seule pour expliquer le développement de l’hypertension 

pulmonaire. Des études complémentaires portant sur d’autres isoformes de TRP sont donc 

nécessaires pour décrypter les mécanismes cellulaires et moléculaires aboutissant à l’HTP. 

Les données de la littérature sont relativement importantes concernant l’implication des 

canaux TRPC dans la circulation pulmonaire, celles concernant les isoformes TRPV sont plus 
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restreintes. De façon intéressante, le groupe du Pr. Sham a récemment montré que les 

isoformes TRPV1, V2, V3 et V4 sont présentes dans les artères intrapulmonaires de rat et que 

parmi ces isoformes, TRPV4 est majoritairement exprimée [248], suivi de TRPV2 et TRPV1. 

Par ailleurs, la sensibilité de ces canaux à un certain nombre de stimuli (parmi lesquels 

l’étirement membranaire), en font des candidats intéressants dans la compréhension de la 

mise en place de l'HTP. 

 

18. TRPV1 

18.1. Structure 

TRPV1 a été le premier TRPV décrit et l’un des plus largement étudié. Il fut tout 

d’abord décrit dans le système nerveux central et périphérique, notamment dans les neurones 

sensoriels primaires. Des études ont montré son implication dans la perception et l’intégration 

de la douleur et de la chaleur. Il serait par ailleurs impliqué dans l’hyperalgésie thermique 

[260, 261]. Mais il est également exprimé dans de nombreux autres types cellulaires non 

neuronaux [262]. 

C’est une protéine de 95 kDa avec 838 acides aminés [263] (Figure 26). TRPV1 existe 

majoritairement sous la forme d’homotétramère [264], mais il a été également trouvé sous 

forme hétérotétramère avec TRPV3, une autre isoforme thermosensible [265], mais aussi avec 

TRPA1 [266]. Il possède trois domaines "ankyrine" en partie N-terminale [267, 268] 

importants pour la régulation et les interactions protéines-protéines (Figure 27). 

 

 

Figure 26 : Structure 3D de TRPV1. 

Structure 3D proposée de TRPV1 au sein de la membrane plasmique. (B) Une coupe transversale du 

canal montre la distribution interne de la masse de la protéine. D'après [269]. 
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18.2. Activation 

TRPV1 est fortement perméable au Ca
2+

 (PCa/PNa = 10) et Mg
2+

 (PMg/PNa = 5), et 

possède un courant rectifiant entrant. Ce canal a une conductance unitaire de 50-100 pS [270]. 

Il est activé par des composants vanilloïdes tels que la capsaïcine (composant du 

piment), la pipérine (composé du poivre), la résinafératoxine, le camphre et l’ovanile, mais 

aussi par de multiples autres stimuli tels que la chaleur modérée (≥ 43°C) [263], le pH acide 

(≤ 5,9), l’anandamide (un ligand aux récepteurs aux cannabinoïdes), certains eicosanoïdes. En 

effet, il a été montré que TRPV1 pouvait être activé et sensibilisé par le 20-HETE à des 

concentrations physiologiques (100 nM) [271]. Le site de fixation de la capsaïcine a 

récemment été localisé au niveau de la portion intracellulaire adjacente au domaine 

transmembranaire TM3 [272] (Figure 28). 

Cependant, malgré toutes ces évidences du caractère polymodal de TRPV1, la nature 

mécanosensible directe de ce dernier reste à déterminer. De nombreuses études ont reporté 

des effets mécanotransducteurs de TRPV1 dans des systèmes hétérologues. Dans les artérioles 

mésentériques notamment, où une élévation de la pression intraluminale active TRPV1 via la 

génération de 20-HETE [273]. 

 

Les vanilloïdes sont des composés possédant un groupe vanillyle, groupe fonctionnel composé d’un 

noyau benzylique substitué par un groupe hydroxyle (phénol) en position para et un groupe 

méthoxy en position méta. 

L’activation de TRPV1 par un de ces composants est responsable de la sensation de chaleur ou de 

brûlure après l’ingestion de piment (genre capsicum). 

 

18.3. Régulation 

TRPV1 est sensibilisé par l’élévation de la concentration cytosolique de Na
+
, Ca

2+
 et 

Mg
2+

 [274]. L’activité de TRPV1 peut également être régulée à la hausse par phosphorylation 

de plusieurs acides aminés clés qui conduisent à augmenter la sensibilité du canal aux stimuli 

chimiques, thermiques et physiques, notamment avec les protéines kinases A et C, la kinase 

calmoduline dépendante (CaM) et la Src kinase (prononcé "sarc" du mot sarcome) [275]. 

TRPV1 serait également impliqué dans différentes voies de signalisation initiées par des 

protéines G couplées à des récepteurs (GPCR). De plus, une étude montre que dans des 

cellules HEK293 et des neurones des ganglions spinaux (DRG), TRPV1 est sensibilisé par 

une exposition aiguë à l’hypoxie et que cette sensibilisation impliquerait le facteur HIF-1α et 

la PKC [276]. 
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Figure 27 : Sites impliqués dans la régulation de TRPV1. 

Les résidus d'acides aminés impliqués dans la fixation de résidus vanilloïdes sont représentés en gris. 

"TRP" dans l'encadré indique la position du domaine d'homologie TRP. Le phosphatidylinositol 

(4,5)- bisphosphate (PIP2) se fixe sur la région indiquée en C-terminal. La calmoduline (CaM) se fixe 

à la fois en N- et C-terminal. A indique le premier domaine de répétition de type ankyrine. Les 

protéines kinases A (PKA) ou C (PKC), ou la CaM kinase II (CaM KII) phosphorylent les résidus 

d'acides aminés indiqués par des flèches. Les protons (H
+
) agissent sur les deux résidus acides 

glutamiques (Glu ou E) des boucles extracellulaires, indiqués par des flèches. D'après [267]. 

 

 

 
 

Figure 28 : Différents modes d'activation de TRPV1. 

(A) Représentation de la structure tétramérique de TRPV1 avec les différents sites d’activation. (B) 

Activation de TRPV1 par la capsaïcine (100 nM), la chaleur (44°C) ou les protons (pH 5,4) à + 40 

mV en configuration inside/out (capsaïcine et chaleur) ou outside/out (protons). Les pointillés 

indiquent l'état de fermeture du canal. D'après [267], 
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19. TRPV1 dans la circulation pulmonaire 

Au niveau des cellules du système respiratoire, il a été montré que TRPV1 induirait 

indirectement la production de certaines interleukines comme IL-6 [249, 277], lors de 

l’inflammation survenant au cours de la broncho-pneumopathie chronique obstructive 

(BPCO). 

 

19.1. Expression/surexpression 

Il a été montré que l’isoforme TRPV1 était non seulement exprimée dans les cellules 

musculaires lisses des artères pulmonaires, mais qu’elle était également fonctionnelle [248] 

données confirmées au laboratoire [87]. L’étude de Yang et de ses collègues [278], ne semble 

pas montrer une surexpression de ce canal au sein du muscle lisse artériel pulmonaire de rat 

après un séjour en hypoxie. Cependant un autre groupe montre que son expression est 

augmentée dans des cellules musculaires lisses issues d’artères pulmonaires humaines 

exposées à une hypoxie (3 % O2) pendant 72 heures, alors que l’expression des autres TRPV 

ne semble pas modifiée [249]. De plus, des expériences menées au laboratoire montrent une 

surexpression de la protéine dans les artères intrapulmonaires de rats hypoxiques chroniques 

(travail de thèse de M
lle

 D. Dahan, données non publiées). 

 

19.2. Fonction 

TRPV1 est capable de potentialiser la migration des CMLAP, phénomène essentiel 

lors du développement de l’hypertension pulmonaire [87]. De plus, la prolifération des 

cellules musculaires lisses induite par l’hypoxie est inhibée par l’ajout de capsazépine, 

inhibiteur de TRPV1 [249]. 

L’implication de ce canal dans l’hypertension pulmonaire reste à approfondir. Il est 

toutefois intéressant de noter que l’hypoxie (4 % O2 durant 20 heures sur des cellules DRG) 

sensibiliserait son activation, par un mécanisme HIF-1α et PKC dépendant [276]. Cependant, 

une autre étude montre que l’exposition des cellules HEK-293 à l’hypoxie aiguë (3 % O2) 

activerait partiellement un courant de type TRPV1, mais inhiberait l’activation de ce dernier 

par son agoniste la capsaïcine [279]. Les auteurs suggèrent que l’hypoxie engendrerait la 

production de ROS (espèces réactives de l’oxygène) qui piègeraient la capsaïcine et 

diminueraient la concentration effective de cette dernière. 
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20. TRPV4 

20.1. Structure 

TRPV4 est également connu sous le nom TRP12, VRL-2 (vaniloid receptor-like-2), 

OTRPC4 ou VR-OAC. TRPV4 est à environ 40 % identique à TRPV1 et TRPV2. TRPV4 est 

exprimé très largement chez l’Homme. On le retrouve aussi bien dans des cellules excitables 

et que non excitables, et il a été isolé pour la première fois dans le rein de rat [280]. Il est 

principalement exprimé dans l’épithélium, le muscle lisse et les cellules endothéliales des 

différents tissus. 

 

 

 

Figure 29 : Structure du canal TRPV4. 

(A) Représentation schématique en deux dimensions de la structure d’une sous-unité TRPV4 au sein 

d’une bicouche lipidique. La partie N-terminale cytosolique contient trois domaines de répétition de 

type Ankyrine (ANK). La boucle entre les domaines transmembranaires 5 et 6 forme le pore du 

canal. La partie C-terminale possède un domaine d’activation à la calmoduline (CaM). D’après [205]. 

(B) Représentation en trois dimensions du canal TRPV4 composé de quatre sous-unités. Les 

domaines N- et C-terminaux intracellulaires forment la plus grosse partie de la protéine. D’après 

[281]. 

 

C'est une protéine de 98 kDa (871 acides aminés). Tous les homologues de TRPV4 de 

mammifères partagent un haut degré d’homologie de séquence (95 % - 98 %) [282]. 

Le domaine N terminal de TRPV4, placé dans le cytosol, présente trois à cinq 

domaines "ankyrine" (Ankyrin Repeat Domain-ANK ou ARD) (Figure 29) qui ont été 

proposés comme étant le lien physique du canal avec le cytosquelette [280]. Ces domaines 

sont impliqués dans d’autres associations protéines-protéines [283]. De plus, le domaine C 

terminal semble être impliqué dans l’interaction avec les domaines C-terminaux des autres 

sous-unités de TRPV4 au sein de la structure tétramérique [284], et participerait à 

l’assemblage des sous-unités [285]. 

Le domaine C-terminal contient de nombreux domaines CaM, sites de liaison du 

calcium intervenant dans l’action potentialisatrice. De plus, les quatre derniers acides aminés 

du domaine C-terminal présentent un motif de liaison de type PDZ qui contribue à 

l’interaction de TRPV4 avec un grand nombre de protéines à domaines PDZ [286]. 
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20.2. Activation 

C’est un canal cationique non sélectif, avec une plus forte perméabilité pour le Ca
2+

 et 

le Mg
2+

 que pour le Na
+
 (PCa/PNa = 6). Son ouverture génère une conductance de 90 pS [287]. 

Cependant, bien que présentant des homologies avec TRPV1, TRPV4 est insensible à la 

capsaïcine. 

Actuellement, il est admis que TRPV4 est un canal considéré comme un mécano- ou 

osmosenseur, mais également comme un thermo-senseur modéré (entre 24°C et 27°C) [288]. 

Ce canal a d’abord été identifié comme canal activé par l’hypotonicité. En effet, son activité 

est augmentée de 50 % après application d’un choc hypo-osmotique qui provoque le 

gonflement de la cellule. [280, 289]. 

L’implication de ce canal dans la réponse aux chocs osmotiques, et son expression au 

sein de tissus comme l’oreille interne, les neurones sensoriels et les cellules endothéliales, 

connus pour être soumis à un stress mécanique et pour exprimer des canaux mécanosensibles, 

posent la question de la mécanosensibilité de ce canal. Aucune activation de ce canal n’a été 

observée après application d’une dépression dans une pipette de patch-clamp sur des cellules 

HEK293 [290]. Des études ont montré que TRPV4 pouvait être activé aussi par le flux, mais 

qu’il n’était pas sensible, en tout cas directement, à l’étirement de la membrane [291]. 

L’ouverture du canal peut aussi être déclenchée par des agents chimiques tels que le 

4α-phorbol-didécanoate (4α-PDD), la GSK1016790A, ou par les produits du métabolisme de 

l’acide arachidonique [286], comme les EET (8,9-EET et 11,12 EET), synthétisés dans les 

poumons [292], ou le 5'-6'-EET [293] (Figure 30). 

 

 

Figure 30 : Activation de TRPV4. 

Activation de TRPV4 par le 5',6'-EET (500 nM) à -60 mV en configuration inside/out. Les pointillés 

indiquent l'état de fermeture du canal. D'après [293]. 

 

20.3. Régulation 

Comme les autres TRP, TRPV4 est sujet à une double régulation par le Ca
2+

, avec une 

potentialisation et une inactivation du canal après la fixation d’un agoniste en présence de 

calcium [294]. L’interaction avec le PIP2 en N-terminal augmente l’activité canalaire induite 

par les chocs osmotiques et la chaleur. TRPV4 est sensibilisé par l’ATP intracellulaire et 

désensibilisé par des stimulations répétées ou prolongées.  
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21. TRPV4 dans l’hypertension pulmonaire 

21.1. Expression/surexpression 

Au niveau du tissu pulmonaire, TRPV4 est exprimé dans l’endothélium vasculaire, le 

muscle lisse vasculaire et bronchique, et les alvéoles, avec les plus forts niveaux d’expression 

dans les voies respiratoires et l’épithélium alvéolaire [295]. 

Plusieurs études montrent l'expression aussi bien au niveau de l'ARNm, qu'au niveau 

protéique, du canal TRPV4 dans les cellules musculaires lisses d'artères intrapulmonaires [87, 

248]. 

Il a également été prouvé que TRPV4 intervient dans la réactivité des artères 

pulmonaires à la sérotonine, et est en partie responsable de la réponse calcique accrue induite 

par la sérotonine chez les animaux hypoxiques chroniques. [296, 297]. 

De plus, TRPV4 semble être une des seules isoformes des TRPV à être 

significativement surexprimée dans les CMLAP de rats hypoxiques chroniques. [103, 278] 

En effet, ces études montrent une nette surexpression aussi bien au niveau de l’ARNm que de 

la protéine de l’isoforme TRPV4 dans les cellules musculaires lisses d’artères 

intrapulmonaires de rats hypoxiques chroniques. De plus, l’étude de Yang et ses collègues 

montre que les souris knock-out pour trpv4 sont moins sujettes aux effets de l’hypoxie 

chroniques. En effet, après une exposition à une hypoxie chronique, le remodelage de la paroi 

artérielle pulmonaire est moindre comparé aux animaux contrôles, les pressions artérielles 

pulmonaires moyennes sont moins élevées et l’hypertrophie ventriculaire droite est restreinte. 

 

21.2. Fonction 

Une étude récente montre que TRPV4 est un élément essentiel lors de la 

vasoconstriction hypoxique pulmonaire. La visualisation directe des artères pulmonaires 

sous-pleurales par microscopie intra-vitale a permis de mettre en évidence que la 

vasoconstriction induite par l’hypoxie (caractéristique de la circulation pulmonaire) est 

significativement atténuée chez les souris mutée pour le gène codant pour TRPV4 [242]. De 

plus, l’influx de Ca
2+

 induit par l’hypoxie aiguë (1 % O2 pendant 45 minutes) est diminué 

avec l’inhibition de TRPV4 dans des CMLAP d’artères intrapulmonaires humaines [242]. Il a 

également été montré que TRPV4 co-immunoprécipitait avec TRPC6, renforçant l’idée 

d’un canal hétéromérique TRPC6/TRPV4 et d’une action conjuguée de ces deux canaux 

[242]. 

L’hypoxie pourrait donc agir sur cette isoforme dans la circulation pulmonaire, comme 

cela a été montré dans des astrocytes de rat où l’hypoxie (par un mécanisme d’ischémie avec 

6 % O2 durant 15 min), augmente significativement la réponse au 4α-PDD [298]. 
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L’hypertension pulmonaire (HTP) se caractérise par un remodelage vasculaire 

induisant une élévation progressive de la pression artérielle pulmonaire. Ceci conduit à une 

défaillance cardiaque droite et, à terme, à la mort. 

Au niveau vasculaire, une exposition prolongée à l’hypoxie est responsable du 

phénomène de vasoconstriction hypoxique pulmonaire (VHP) qui favorise les échanges 

gazeux en détournant le flux sanguin vers les alvéoles bien ventilées. Lorsque cette VHP se 

généralise, elle conduit au développement d'une HTP de groupe 3. La VHP est responsable de 

l'étirement de la membrane des cellules musculaires lisses (CML) au sein de la paroi artérielle 

et peut ainsi activer des "stretch-activated channels". 

D'autre part, des études récentes montrent que les réponses calciques médiées par les 

SAC sont plus importantes dans les CMLAP issues d’animaux hypoxiques chroniques que 

dans les cellules provenant d’animaux normoxiques [47, 250, 299]. Cependant, ce modèle 

animal d'hypoxie chronique combine les effets de l’hypoxie per se et de l’augmentation des 

tensions pariétales induites par l'hypoxie via la VHP. Ce modèle ne permet donc pas de 

discriminer lequel de ces deux stimuli est responsable de l'amplification des réponses 

calciques médiées par les SAC. L’objectif principal de mon travail de thèse a donc été de 

déterminer si l'hypoxie induit ces différences de façon directe ou indirecte, conséquence 

d'un étirement plus important induit par la VHP. 

Pour répondre à cette question, nous avons utilisé différentes approches 

expérimentales, en nous plaçant au niveau cellulaire. Nous nous sommes intéressés aux effets 

de ces deux types de stimulations (hypoxie ou étirement, indépendamment l'un de l'autre) sur 

l’activité, l’expression et la relocalisation des canaux de type SAC. Pour cela, nous avons 

réalisé des conditionnements in vitro à l'hypoxie ou à l'étirement de CMLAP issues d'animaux 

sains normoxiques. Dans un premier temps, les CMLAP ont été cultivées dans un incubateur 

dont la teneur en O2 est modulable. Puis dans un second temps, nous avons cultivé les cellules 

sur un support étirable permettant de les étirer chroniquement. Enfin, nous nous sommes 

intéressés aux conséquences physiologiques de l’une et l’autre de ces stimulations à travers 

l’étude de mécanismes cellulaires fortement impliqués dans le développement de 

l’hypertension pulmonaire, tels que la migration et la prolifération des CML d'artères 

intrapulmonaires. 

Ce travail a donc été scindé en deux parties principales : d’une part, le rôle direct de 

l’hypoxie, et d’autre part le rôle direct de l’étirement des CML (induit par la VHP). Les 

résultats obtenus pour la composante "hypoxie" ont fait l’objet d’une première publication 

au journal Pflügers Archiv-European Journal of Physiology (sous presses, e-pub : en 

mars 2015). La deuxième partie concernant la composante "étirement" est en cours 

d'achèvement et devrait donner lieu très prochainement à la rédaction d'un second article. 

Étant donné que les canaux TRPV1 et TRPV4, isoformes mécanosensibles, sont impliquées 

dans la migration et la prolifération des cellules vasculaires pulmonaires [87], et qu'ils sont 

surexprimés lors de l'HTP [250], mon travail s'est centré sur ces deux isoformes. De plus, 

grâce à une collaboration entamée avec le Pr Philippe Gailly de l’Université Catholique de 

Louvain (Bruxelles, Belgique), nous avons pu avoir accès à une souche de souris knock-out 

pour le gène trpv4 et ainsi bénéficier d'un outil supplémentaire pour notre étude. 

 

  





 

 

MATÉRIELS ET 

MÉTHODES 
  





 

Matériels et méthodes 63 

 

1. Animaux 

L'utilisation d'animaux de laboratoire dans le cadre de cette étude suit les règles 

d'éthique émise par le "Comité d’éthique de Bordeaux en expérimentation animale" 
N°50, en accord avec les directives européennes (86/609/CEE, révisées en 2013), ainsi que le 

"Guide for the Care and Use of Laboratory Animals" publié par le "National Institut of 

Health" (NIH) des États-Unis. 

Les expériences ont été réalisées en accord avec la règle des trois "R" 

(Remplacement, Réduction, Raffinement). En effet, la quantité strictement nécessaire 

d’animaux a été utilisée. De plus, la mutualisation des animaux entre différents 

expérimentateurs a participé à la réduction du nombre d'animaux utilisés. Tous les animaux 

ont été élevés dans des conditions constantes de température et d’humidité avec des cycles de 

12 heures de jour/12 heures de nuit et ont reçu de l’eau et de la nourriture ad libitum. 

L’enrichissement du milieu a contribué au raffinement de l’hébergement, raffinement 

également réalisé à travers l’utilisation de procédures d’euthanasie appropriées. 

 

1.1. Rats sains 

Des rats mâles de souche Wistar d’un poids compris entre 250 et 400 g (élevage de 

chez Janvier) ont été utilisés comme animaux du groupe contrôle. 

 

1.2. Modèle animal d’hypertension pulmonaire de groupe 3 : le rat hypoxique chronique 

Comme décrit dans la section "modèles animaux de l’hypertension pulmonaire", et 

selon un protocole mis en place au laboratoire [300], les rats ont été placés dans un caisson 

hypobare durant 21 jours, et sont soumis à une pression barométrique de 380 mmHg 

équivalente à une vie en altitude à 5500 m. La pression barométrique étant diminuée, la 

pression partielle en dioxygène (PO2) est elle aussi réduite, passant de 160 à 80 mmHg. Dans 

ces conditions, la PO2 dans les alvéoles ainsi que dans les capillaires alvéolaires va également 

diminuer et induire une hypoxémie. L'exposition à cette hypoxie prolongée induit un 

remodelage des artères intrapulmonaires et une hypertension pulmonaire. 

 

1.3. Modèle animal d’hypertension pulmonaire de groupe 1 : le rat traité à la 

monocrotaline 

Le modèle du rat injecté à la monocrotaline a également été utilisé dans cette étude 

(détaillé dans la partie "modèles animaux de l'HTP"). Les rats ont reçu une injection 

intrapéritonéale unique de monocrotaline à 60 mg/kg. La quantité nécessaire de 

monocrotaline pour une injection de 100  µL a été diluée en proportion égale dans du HCl 

1 M et du NaOH 1 M. Le pH de la solution a été ajusté à 7. 

La monocrotaline une fois métabolisée par le foie va produire un composé pyrrolique 

qui altère l’endothélium vasculaire. Les lésions de l’endothélium conduisent au 

développement d’une hypertension pulmonaire au bout de quatre semaines. 
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1.4. Modèle d'hypertension pulmonaire sévère 

Le modèle d'hypertension pulmonaire sévère a été utilisé également au début de cette 

étude. Comme décrit dans la partie "modèles animaux" des rats ont reçu une injection 

intrapéritonéale unique de monocrotaline à 60 mg/kg puis ont été placés dans le caisson 

hypobare pendant 21 jours. 

 

1.5. Rapport de Fulton 

La mesure de l'hypertrophie du ventricule cardiaque droit nous permet d’attester 

de l’état hypertendu des animaux dans les différents modèles utilisés. Cette hypertrophie est 

estimée par le rapport de Fulton qui correspond à la masse du ventricule droit par rapport à 

la masse du ventricule gauche et du septum (Figure 31). Les rats contrôles ont un rapport 

de Fulton proche de 0,2. On considère que les rats ont développé une hypertrophie cardiaque 

droite lorsque l’indice de Fulton se situe au delà de 0,3. Chez les rats "monocrotaline" et dans 

le modèle sévère, ce rapport peut avoir des valeurs supérieures à 0,6. 

 
Figure 31 : Mesure du rapport de Fulton. 

Coupe transversale de cœur de rat 

hypoxique chronique (à gauche) et 

normoxique (à droite). La variation du 

rapport ventricule droit/(ventricule gauche 

+ septum) constitue un indice 

d'hypertrophie cardiaque droite consécutive 

au développement de l'HTP. 

 

 

1.6. Souris sauvages saines et souris mutées pour le gène codant pour le canal TRPV4 

Les souris utilisées pour cette étude possèdent un fond génétique C57BL/6. (Les souris 

sauvages contrôles proviennent de chez Janvier). Les souris trpv4 knock-out sont un don de 

la part du Pr Philippe Gailly de l’Université Catholique de Louvain en Belgique. 

La génération des cette mutation a été initialement réalisée par Wolfgang Liedtke et 

ses collègues (Rockefeller University) et a fait l'objet d'une publication dans le journal PNAS 

[301]. 

Chez la souris, le gène codant pour trpv4 est situé sur le chromosome 5 et est constitué 

de 15 exons. La génération d'un allèle mutant a été générée en ciblant l'exon 12 du gène 

codant pour le domaine du pore et les domaines transmembranaires 5 et 6. La disruption de 

l'exon a été réalisée par l'insertion d'une cassette néomycine par recombinaison homologue 

(Figure 32). 
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Figure 32 : Construction génétique à l'origine de knock-out de trpv4. 

Une cassette néomycine a été insérée dans la séquence de l'exon 12 du gène trpv4 par recombinaison 

homologue. Cette insertion est à l'origine de l'apparition d'un codon stop dans la séquence du gène, ce 

dernier ne codant plus que pour une protéine tronquée. "p1/p3" et "p2/p4" symbolise les couples 

d'amorces utilisés par Liedtke et ses collègues pour discriminer les animaux sauvages de ceux portant 

la construction génétique. D’après [301]. 

 

1.7. Maintien d'une lignée de souris mutées pour le gène trpv4 

Des souris hétérozygotes pour la mutation trpv4 (trpv4 
+/-

) ont été croisées pour 

obtenir des souris homozygotes trpv4 knock-out (trpv4 
-/-

). Des croisements successifs ont été 

réalisés entre individus trpv4 
-/-
, afin d’obtenir une lignée trpv4 

-/-
 stable. 

La détection des souris porteuses de l'allèle muté a été réalisée par PCR. Au moment 

du sevrage, un petit morceau de l'extrémité de la queue des animaux a été prélevé et utilisé 

pour un génotypage. 

L'ADN génomique total a été extrait à l'aide du kit commercial RedExtract Mix N-

AMP (Sigma). Brièvement, les queues ont été en partie digérées dans une solution 

d'extraction ("extraction solution" et "tissue préparation solution" du kit) pendant 10 minutes 

à température ambiante puis 5 minutes à 95°C. L'action de cette solution a été neutralisée par 

l'ajout de la solution de neutralisation ("neutralization solution") fournie avec le kit. 

L'utilisation d'une PCR a ensuite permis d'amplifier les régions d’ADN génomique 

d'intérêts à l'aide de deux couples d'amorces : l'un ciblant l'allèle sauvage du gène codant pour 

trpv4 (exon 4), l'autre ciblant l'allèle mutée (en ciblant la cassette néomycine insérée dans 

l’exon 4), (Figure 32 et Tableau 2). 5 µL d'ADN génomique ont été mélangés à 10 µL de mix 

PCR contenant la polymérase, des dNTP, des oligos dT et les deux couples d'amorces. 

L'amplification se fait grâce à un thermocycleur de type Uno II, Biometra : l'ADN subit une 

dénaturation à 95°C pendant 5 minutes et 30 secondes, puis 32 cycles d'hybridation des 

amorces (60°C pendant 30 secondes) et d'élongation (72°C pendant 11 minutes) se succèdent. 

À la fin, la réaction est stoppée à 4°C. 

Les amplicons ont ensuite été détectés sous une lampe U.V, avec du SYBR green, (un 

agent intercalant de l’ADN double brin non spécifique) après migration sur gel d'agarose 1 %. 

Un amplicon de 750 paires de base correspond à l'allèle sauvage, et un amplicon à 500 paires 

de bases correspond à l'allèle muté (Figure 33). 
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Figure 33 : Génotypage. 

Gel d’agarose révélé aux U.V. Une bande à 750 pb correspond à un allèle sauvage, une bande 500 pb 

correspond à un allèle muté. 

 

2. Microdissection de l’artère intrapulmonaire et obtention 

de cellules musculaires lisses 

2.1. Chez le rat 

Les rats sont euthanasiés par une injection intrapéritonéale de pentobarbital sodique 

(CEVA santé animale) (190 mg/kg). 

Les poumons sont prélevés en bloc et placés dans du milieu DMEM complémenté 

d’antibiotiques (pénicilline et streptomycine 1 %) et d’acides aminés non essentiels (1 %). Les 

artères intrapulmonaires du premier aux troisièmes ordres sont microdisséquées sous loupe 

binoculaire dans le même milieu. 

Après avoir été isolées, les artères intrapulmonaires du 1
er

 au 3
ème

 ordre (Figure 34) 

sont ouvertes longitudinalement et l’endothélium ainsi que l’adventice sont enlevés. La média 

restante est ensuite digérée enzymatiquement par une première incubation dans de l’HBSS 

(Hank’s Buffered Salt Solution contenant 1 mg/mL de BSA (bovine serum albumin) à faible 

concentration en calcium (50 µM), pendant 10 minutes à température ambiante puis avec de 

la papaïne (0,5 mg/mL) et un agent favorisant l’action de la papaïne, le dithiothréitol (DDT - 

0,3 mg/mL) pendant 15 minutes à 37°C. Puis pendant 10 minutes avec de la papaïne (0,25 

mg/mL), du DDT (0,3 mg/mL) et de la collagénase (0,3 mg/mL). Après deux rinçages dans 

de "l’HBSS faible en calcium", les cellules sont ensuite dissociées mécaniquement par des 

allers-retours à l’aide d’une pipette de verre siliconée et rodée, pendant 10 minutes. Le 

surnageant est ensuite centrifugé pendant 5 minutes à 250 g à 4°C. Le culot est repris dans du 

milieu de culture DMEM additionné d’acides aminés non essentiels (1 %), d’antibiotiques 

(1 %) et de SVF (sérum de veau fœtal – 10 %). 

Les cellules sont ensuite cultivées sur les supports adéquats à 37°C sous atmosphère 

humide avec 5 % de CO2 jusqu'à leur utilisation. 
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Figure 34 : Microdissection d'une AIP de rat. 

AIP1 : artères intrapulmonaires de 1
er
 ordre ; AIP2 : artères intrapulmonaires de 2

ème
 ordre ; AIP3 : 

artères intrapulmonaires de 3
ème

 ordre. 

 

2.2. Chez la souris 

Les souris sont euthanasiées par dislocation cervicale. Les poumons sont ensuite 

prélevés en bloc de la même manière que pour les rats, et placés dans du DMEM avec 

antibiotiques (1 %). 

Les artères intrapulmonaires sont ensuite microdisséquées sous une loupe binoculaire 

dans du Krebs-HEPES (Tableau 3) froid (4-10°C). Une fois prélevées et débarrassées du 

parenchyme résiduel, ainsi que de l’adventice et de l’endothélium, les artères sont découpées 

en petites sections d’environ 1 mm et placées dans une solution de collagénase type I 

(1,36 mg/mL) diluée dans du DMEM supplémenté d’acides aminés non essentiels (1 %). 

Après quatre à six heures d’incubation à 37°C sous atmosphère humide, la solution est reprise 

dans 3 mL de milieu complet (DMEM avec antibiotiques - 1 % ; acides aminés non essentiels 

- 1 % et SVF - 10 %), et centrifugée une première fois 5 minutes à 300 g. Le culot est ensuite 

repris dans 5 mL de milieu complet et centrifugé une seconde fois à 300 g pendant 5 minutes. 

Finalement, le culot est repris dans 1 mL de milieu complet et ensemencé dans 4 puits 

d’une plaque 96 puits. 50 % du milieu sont changés une première fois au bout de 72 heures. 

Après 5 à 7 jours après la dissection, les CMLAP obtenues forment un tapis cellulaire 

confluent et peuvent être utilisées pour les différentes expériences. 

  



 

 

gène séquence (S - sens ; AS - antisens) 
numéro d’accession 

Genbank 

taille du produit de 

PCR (pb) 

température de fusion du 

produit (Tm) (°C) 

concentration 

(nM) 

trpv1 
S: AGCGAGTTCAAAGACCCAGA 

AS: TTCTCCACCAAGAGGGTCAC 

NM_031982.1 268 88.2 200 

trpv4 
S: GCCACCCTACCCTTACCGTA 

AS: GGAAGGAGCCATCGACGAAGA 

NM_023970.1 158 88.8 200 

trpv4 

(wild type) 

S : TGTTCGGGGTGGTTTGGCCAGGATAT 

AS : GGTGAACCAAAGGACACTTGCATAG 

HA04764137 750 76,9 100 

trpv4 

(knock-out) 

S : TCCTGCCGAGAAAGTATCCA 

AS : GTCAAGAAGGCGATAGAAGG 

HA04764139 500 64,6 100 

hprt 
S:5'-TGTTGGATATGCCCTTGACTA-3' 

AS:5'-AGATGGCCACAGGACTAGAAC-3' 

NM_012583 178 85.6 100 

Tableau 2 : Séquences des différentes amorces utilisées. 

 

solutions 
concentrations (en mM) 

NaCl KCl CaCl2 MgCl2 EGTA MgSO4  NaHCO3 KH2PO4 HEPES Glucose Mannitol 

Krebs-HEPES 

2 mM Ca
2+

 isotonique 
118,4 4,7 2 0 0 1,2 4 1,2 10 6 qsp 300 mOsm 

Krebs-HEPES 

0 mM Ca
2+

 isotonique 
118,4 4,7 0 0 0,4 1,2 4 1,2 10 6 qsp 300 mOsm 

Chocs hyposmotiques 

(225 mOsm) 2 mM Ca
2+

 
91,3 5,9 2,2 1,2 0 0 0 0 10 14 qsp 225 mOsm 

Chocs hyposmotiques 

(225 mOsm) 0 mM Ca
2+

 
91,3 5,9 0 1,2 0,4 0 0 0 10 14 qsp 225 mOsm 

Chocs osmotiques 

(310 mOsm) 2 mM Ca
2+

 
91,3 5,9 2,2 1,2 0 0 0 0 10 14 91 

Chocs osmotiques 

(310 mOsm) 0 mM Ca
2+

 
91,3 5,9 0 1,2 0,4 0 0 0 10 14 91 

Patch-clamp bath solution 0 140 2,2 1,2 0 0 0 0 10 14 qsp 310 mOsm 

Patch-clamp intrapipette  

10 mM tétraethylammonium 

(TEA) 

140 0 2,2 1,2 0 0 0 0 10 14 qsp 310 mOsm 

Tableau 3 : Composition des différentes solutions utilisées (en mM). 

Composition en mM des solutions utilisées pour les mesures de la [Ca
2+

]i, pour les chocs osmotiques et pour les expériences de patch-clamp. Qsp : quantité suffisante 

pour. 

6
8
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3. Approche cellulaire : conditionnement des cellules 

3.1. Exposition des cellules à l’hypoxie 

Les cellules musculaires lisses de rat du groupe "contrôle" sont placées dans un 

incubateur avec une atmosphère contenant 21 % O2, 74 % N2 et 5 % CO2. 

Les cellules du groupe "hypoxique" sont exposées à une atmosphère qui contient 10 % 

d’O2, 85 % de N2 et 5 % CO2, (constituant le groupe "hypoxique 10 % O2") ou 1 % d’O2, 

94 % de N2 et 5 % de CO2 (constituant le groupe "hypoxique 1 % O2") pendant 24 ou 48 

heures dans un incubateur tris-gaz (Heracell 150i, ThermoScientific). 

 

3.2. Étirement chronique des cellules 

Les cellules musculaires lisses de souris sont ensemencées sur des chambres en 

silicone (B-bridge international) recouvertes de collagène I (rat-tail – 3 mg/mL, Gibco) Les 

chambres sont ensuite étirées longitudinalement de manière cyclique grâce au système 

d'étirement STREX
®

 ST-140-10, à la fréquence de 1 cycle par seconde (1 Hz) à 10 ou 20 % 

de leur longueur initiale. L'appareil étant placé dans l'incubateur, la durée de l'étirement 

dépend de l'expérience réalisée. Ce système automatisé permet ainsi d'imposer des contraintes 

uniaxiales et donc de reproduire in vitro les contraintes physiques que peuvent subir in vivo 

les CMLAP présentes dans la paroi vasculaire. 

 

    

    

Figure 35 : Chambre en silicone et appareil STREX
®
STX-140-10. 

(A) Appareil Strex STX-140-10 permettant un étirement uniaxial cyclique des chambres en silicone 

de 10 cm
2
. (B) Photo des chambres placées dans l'appareil. (C et D) Représentation des forces de 

tensions appliquées sur une chambre en silicone soumise à un étirement uniaxial (D) ou non (C). Les 

couleurs symbolisent l’intensité de la force appliquée du plus faible (bleu) au plus fort (rouge). 

D’après [302]. 
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4. Étude de l’expression des canaux TRPV 

4.1. Étude de l’expression transcriptionnelle : Reverse Transcriptase Polymerase Chain 

Reaction (RT-PCR) quantitative 

4.1.1. Obtention des ADN complémentaires 

Les cellules sont rincées deux fois dans du PBS (Phosphate Buffer Saline). Les 

ARNmessagers sont extraits grâce au kit commercial NucleoSpin RNA II. Les cellules sont 

lysées grâce à la solution de lyse dans le but d’inactiver les RNases et de préparer les ARN à 

leur passage dans les colonnes de silice. Puis le lysat passé dans des colonnes de silice dans le 

but d’être purifié. 

Après la lyse, l’homogénéisation et la réduction de la viscosité sont réalisées par une 

filtration dans les colonnes nucléospin. L’ADN génomique résiduel est éliminé par une 

digestion avec une rDNase. L’ARN est élué avec de l’eau sans RNase. La concentration en 

ARN est mesurée par microspectrométrie avec un lecteur Spectrostar (BMG Labtech). 

Après extraction des ARN totaux, une synthèse d’ADN complémentaire (ADNc) est 

réalisée par transcriptase inverse (Reverse transcriptase). 1 µg d’ARN est mis en présence 

d’une réverse transcriptase provenant du virus de la myéloblastose aviaire (AMW Reverse 

Transcriptase ; 15 unités ; Promega), de dNTP (10 mM, Promega), d’oligo dT (0,5 µg ; 

Promega), et d’un inhibiteur de ribonucléase (rRNasin ; 40 unités ; Promega). La synthèse 

d’ADNc s’effectue pendant une heure à 42°C, puis l’enzyme est inactivée à 60°C pendant 10 

minutes. 

 

4.1.2. PCR quantitative en temps réel 

La PCR quantitative permet de mesurer en temps réel le niveau d’expression des 

transcrits amplifiés. 

Pour chaque PCR, le milieu réactionnel contient de l’ADNc provenant de 10 ng 

d’ARN totaux, l’enzyme Titanium Taq DNA Polymerase (1/50ème), le tampon PCR 

Titanium Taq (Clontech Laboratories), des dNTP (0,25 mM chacun, Clontech), des amorces 

(Tableau 2) et l’agent intercalant fluorescent SYBR Green (1/2000ème, Molecular Probes, 

Interchim). L’amplification est réalisée grâce à un thermocycleur de type Rotorgene 2000 

(Corbett Research) et se déroule comme suit : une étape de dénaturation de l’ADN de 15 

secondes à 95°C, suivie d’une étape de 15 secondes d’hybridation des amorces à température 

variable (selon le gène amplifié, gène domestique ou gène d’intérêt) (Tableau 2), puis d’une 

étape de 15 secondes d’élongation et d’une étape de 15 secondes d’acquisition de la 

fluorescence du SYBR Green à une température au moins inférieure de 3,5°C à la température 

de fusion du produit d’amplification (Tableau 2). Ces étapes sont répétées 35 à 45 fois. 

Au final, la taille des fragments d’ADN amplifiés d'un gène domestique (hypoxanthine 

guanine phosphoribosyl transferase : hprt) et des gènes d’intérêt (trpv1 et trpv4) obtenus est 

analysée par une électrophorèse sur un gel à 2 % d’agarose en comparaison à un marqueur de 

taille (50 pb, Sigma). 
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4.1.3. Quantification 

La quantification des ADNc par PCR en temps réel est réalisée grâce au SYBR Green, 

un agent intercalant de l’ADN double brin non spécifique émettant une fluorescence à 

585 nm. En exprimant la variation de la fluorescence en fonction du temps, on peut 

déterminer un paramètre important dans la quantification : le Ct (cycle threshold). Ce 

paramètre est défini comme étant le cycle d’amplification pour lequel la fluorescence atteint 

une valeur significativement différente de la fluorescence de base. Cette valeur est déterminée 

à un moment où l’amplification est dans une phase linéaire avec une efficacité maximale, 

d’une valeur de 2, ce qui signifie qu’un brin d’ADNc est amplifié entièrement à chaque cycle. 

Au préalable, l’efficacité d’amplification a été vérifiée en déterminant les Ct pour différentes 

concentrations en ADNc. On considère alors que l’efficacité maximale (E) est de 2 lorsqu’en 

doublant la concentration en ADNc, le Ct diminue d’un cycle. 

 

4.2. Étude de l’expression protéique : la technique du Western blot 

L'utilisation du Western blot nous permet d'évaluer la quantité de protéines exprimées 

dans les différentes conditions utilisées. Les protéines sont séparées par électrophorèse et 

détectées à l’aide d’anticorps primaires spécifiques. L’utilisation d’anticorps secondaires 

couplés à un chromophore permet de révéler les protéines d’intérêt. L’intensité de du 

marquage permet d’évaluer la quantité des protéines d’intérêt présente dans l’échantillon 

donné. 

 

4.2.1. Extraction des protéines 

Après le conditionnement à l’hypoxie ou à l’étirement, les cellules sont rincées deux 

fois au PBS. Après grattage, elles sont isolées par centrifugation (500 g pendant 5 minutes). 

Le PBS 1X est enlevé et remplacé par 100 µL de RIPA buffer (R0278, Sigma) avec des 

antiprotéases (P8340, 1/100, SIGMA) et de la DNase (1/100). Le mélange est incubé pendant 

30 minutes dans la glace. Après sonication, le matériel insoluble est enlevé par centrifugation 

à 15 000 g pendant 10 minutes à 4°C, et la quantité de protéines est mesurée par la méthode 

de Lowry.  

Après une dénaturation par la chaleur pendant 6 minutes à 90°C, 20 µg de protéines 

sont séparées par électrophorèse sur un gel d’acrylamide 5–2 %. Les protéines sont ensuite 

transférées sur une membrane de polyfluorure de vinylidène ou PDVF (Immobilion-P, 

Milliport) en utilisant un transfert semi-sec electroblotter (Biorad) à 300 mA pendant 45 

minutes. 

 

4.2.2. Marquage et révélation 

Les sites non spécifiques sont saturés pendant 1 heure en utilisant du PBS 1X-TWEEN 

0,1 %, 5 % de BSA et 1 % de sérum de chèvre. Les membranes sont incubées toute la nuit à 

4°C dans une solution d’anticorps primaires. Les membranes sont ensuite lavées avec du 

PBS-TWEEN 0,1 % et traitées avec l’anticorps secondaire correspondant couplé à la 

peroxydase pendant 2 heures à température ambiante. Après plusieurs lavages au PBS-

TWEEN 0,1 % les membranes sont révélées par chimioluminescence en détectant le substrat 

HRP (WBKLS0500, Milliport). Les immunoblots sont révélés en utilisant le système 

d’acquisition Fuji LAS-3000. Finalement, les membranes sont "stripées" pour être révélées 

par un anticorps dirigé contre la β-actine. Les images sont analysées à l’aide du logiciel 
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d’analyse ImageJ (NIH). L'intensité de chaque bande d'expression protéique est normalisée 

par rapport à l'intensité de la bande de β-actine du même puits. 

 

5. Immunofluorescence et microscopie confocale 

5.1. Marquage immunologique 

Les cellules sont rincées deux fois au PBS 1X, puis fixées au paraformaldéhyde (PFA) 

4 % pendant 10 minutes à température ambiante. Après fixation, les cellules sont 

perméabilisées avec du PBS 1X contenant 0,5 % de triton X-100 (Dutscher) pendant 

5 minutes. Puis les sites non spécifiques sont saturés avec une solution de PBS 1X contenant 

5 % de BSA pendant 30 minutes. Les anticorps primaires dilués dans une solution de PBS 1X 

avec 1 % de BSA sont incubés une heure à température ambiante. Puis les cellules sont lavées 

avec du PBS, et l’anticorps secondaire est incubé pendant une heure dans du PBS 1X - BSA 1 

%. Après lavage au PBS, les noyaux cellulaires sont marqués grâce au DAPI (1/1000) 

pendant 5 minutes. 

Les lamelles sont ensuite montées grâce à du milieu de montage contenant un agent 

anti affadissement (Dako Fluorescent Mounting Medium, Dako). 

 

5.2. Acquisition des images 

Les différents marquages sont ensuite visualisés à l’aide d’un microscope confocal 

(Nikon D-Eclipse C1 confocal scanning microscope) muni de deux objectifs, NA 1,40, 

Apochromat à immersion à huile, l’un X20 et l’autre X60. 

Le fluorophore AlexaFluor 568
®

 est excité à 543 nm à l’aide d’un laser hélium-néon et 

la fluorescence émise est filtrée à 605 ± 75 nm. D’autre part, la fluorescence de l’AlexaFluor 

488
®
 est excitée à 488 nm à l’aide d’un laser argon, et la fluorescence émise est filtrée à 

515 ± 30 nm. Enfin, les noyaux sont révélés grâce à l’excitation du DAPI à 405 nm à l’aide 

d’un laser à diode et la fluorescence émise est filtrée à 450 ± 35 nm. 

Toutes les images ont été obtenues à la résolution de 16 bits à l'aide du logiciel NIS-

Elements et ont été analysées à l'aide du logiciel ImageJ (NIH). 

 

5.3. Phénotypage et marquages du cytosquelette 

Afin de vérifier l'homogénéité de nos cultures primaires de cellules musculaires lisses, 

un échantillonnage de cellules a été marqué pour des marqueurs spécifiques du muscle 

vasculaire. La co-expression de l'α-actine du muscle lisse (α-SMA) et de la calponine 

(protéine associée à l’actine intervenant dans la régulation de la contraction) au sein de la 

même cellule nous prouve son phénotype de cellule musculaire lisse vasculaire. L’analyse des 

marquages montre plus de 90 % des cellules sont positives pour l’α-SMA et la calponine 

(Figure 36). 
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Figure 36 : Phénotypage des CMLAP. 

(A) L'α-actine du muscle lisse (α-SMA) est marquée en vert, (B) la calponine est marquée en rouge. 

Les noyaux, en bleu, sont révélés au DAPI. (C) La co-expression des deux protéines atteste d'un 

phénotype musculaire lisse. La barre d'échelle représente 10 µm. 

 

5.4. Densité du cytosquelette 

Comme le remodelage du cytosquelette va de paire avec les phénomènes intervenant 

lors de la migration cellulaire, nous avons d'évalué les modifications de la densité des 

"cytosquelettes d'actine, de tubuline et d'une classe de filaments intermédiaires : la 

vimentine". 

Après le conditionnement sous atmosphère hypoxique ou normoxique, Les cellules 

sont marquées pour l'α-actine du muscle lisse (α-SMA), la β-tubuline ou la vimentine comme 

décrit précédemment (5.1 marquages immunologiques). 

Les images sont analysées à l'aide du logiciel ImageJ. La densité du cytosquelette est 

évaluée par la mesure de la densité intégrée de la fluorescence émise par l'Alexafluor
®
 488 

(c.à.d. par la fluorescence pour le marquage d'une des protéines du cytosquelette). 

 

5.5. Mesure de la translocation nucléaire du NFAT 

L'étude de la voie du NFAT a été réalisée via le suivi de la translocation nucléaire de 

ce dernier. Comme décrit précédemment, le NFAT est un facteur de transcription cytosolique, 

qui après déphosphorylation par la calcineurine (activation) est transloqué dans le noyau pour 

activer des gènes cibles. La détection de cette protéine au niveau nucléaire nécessite donc une 

méthodologie différente. Pour les expériences concernant le NFAT, les cellules sont fixées au 

PFA 4 % pendant 10 minutes à 37°C. Après fixation, les cellules sont perméabilisées et les 

sites non spécifiques sont saturés avec du PBS contenant 0,5 % de Triton X-100 (Dutscher) et 

5 % de BSA pendant 45 minutes. Les anticorps primaires dilués dans une solution de PBS 

avec 5 % de BSA et 0,5 % de Triton X-100 sont incubés une nuit à 4°C. Puis les cellules sont 

lavées avec du PBS 1X, et les anticorps secondaires sont incubés pendant une heure dans du 

PBS BSA 5 %, 0,5 % de Triton X-100. Après lavage au PBS, les noyaux cellulaires sont 

marqués grâce au DAPI (1/1000) pendant 5 minutes. 

Les lamelles sont ensuite montées grâce à du milieu de montage contenant un agent 

anti affadissement (Dako Fluorescent Mounting Medium, Dako),  

  

superposition α-SMA calponine 

A B C 
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Afin de déterminer le taux de translocation nucléaire du NFAT, chaque cellule 

observée a été analysée séparément. La cellule a été divisée en trois zones distinctes à l'aide 

du logiciel ImageJ. À l'aide du marquage de l'α-actine du muscle lisse, le contour de la cellule 

a été obtenu et a permis d'isoler la première zone : surface cellulaire totale (Figure 37). Grâce 

au marquage nucléaire du DAPI, la zone nucléaire a été isolée, il s'agit de la deuxième zone 

(Figure 37). Enfin, la troisième zone a été obtenue par soustraction de la zone nucléaire dans 

la zone totale, il s'agit de la zone cytoplasmique (Figure 37). Pour chaque zone, la 

fluorescence moyenne du canal vert, qui correspond au marquage du NFAT a été mesurée. Le 

taux de translocation correspond à la fluorescence du NFAT contenu dans le noyau par 

rapport à la fluorescence du NFAT dans le cytosol. Une augmentation significative de ce 

rapport reflète la translocation du NFAT dans le noyau. 

 

 

Figure 37 : Méthode d'analyse de la translocation du NFAT dans le noyau. 

Pour chaque CMLAP, le marquage de l'α-SMA a servi à obtenir la région d'intérêt (ROI) : "surface 

cellulaire totale", le marquage du DAPI a servi à obtenir la ROI "nucléaire". La translocation 

nucléaire du NFATc4 a été quantifiée en calculant le rapport des intensités de fluorescence du 

marquage NFATc4 (Alexa-488) dans la ROI nucléaire sur la ROI surface totale - nucléaire. La barre 

d’échelle représente 10 µm. 

 

5.6. Marquages des canaux TRPV1 et TRPV4 

Dans le but d'évaluer l'expression en corrélation avec la localisation de TRPV1 et 

TRPV4 au sein de la cellule musculaire lisse, des marquages immunofluorescents pour ces 

deux isoformes ont été réalisés. Le profil d'expression de TRPV1 et TRPV4 a été établi par 

analyse des images avec le logiciel ImageJ. Une section rectiligne traversant la cellule a été 

réalisée sur plusieurs cellules par condition. Le profil d'intensité de fluorescence le long de cet 

axe a ensuite été réalisé. 
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Pour les marquages de TRPV4 sur les cellules de souris, un protocole différent a été 

mis au point afin de préserver au mieux la structure de la membrane et la présence des 

protéines membranaires au sein de la membrane, et d'éviter leur internalisation. Pour cela, les 

cellules sont fixées pendant 90 min avec une solution de glutaraldéhyde à 0,1 % à température 

ambiante. Les cellules sont ensuite rincées avec une solution de NH4, puis au PBS. Les 

cellules ont ensuite été perméabilisées et les sites non spécifiques bloqués avec une solution 

de PBS-BSA-saponine. 

 

5.7. Liste des anticorps utilisés 

(cf. page suivante) 

 



 

 

Tableau 4 : Liste des anticorps primaires utilisés. 

 

Tableau 5 : Liste des anticorps secondaires et fluorochromes utilisés. 

  

Anticorps primaire Référence et fournisseur Espèce Dilution Utilisation 

α-actine du muscle lisse clone 1A4 Sigma anticorps monoclonal de souris 1/100
ème

 immunofluorescence 

β-actine clone AC-74 Sigma anticorps monoclonal de souris 1/10000
ème

 western blot 

β-tubuline clone DM1A Sigma anticorps monoclonal de lapin 1/1000
ème

 immunofluorescence 

vimentine clone V9 Sigma anticorps monoclonal de lapin 1/1000
ème

 immunofluorescence 

calponine 1/2/3 clone FL-297 Santa Cruz/Cliniscience anticorps polyclonal de lapin 1/50
ème

 immunofluorescence 

TRPV1 AB63083 Abcam anticorps polyclonal de lapin 1/200
ème

 Immunofluorescence 

TRPV1 ACC-029 Alomone anticorps polyclonal de lapin 1/200
ème

 western blot 

TRPV4 AB39260 Abcam anticorps polyclonal de lapin 1/200
ème

 western blot 

TRPV4 Cter ACC-034 Alomone anticorps polyclonal de lapin 1/50
ème

 immunofluorescence 

TRPV4 boucle extracellulaire ACC-124 Alomone anticorps polyclonal de lapin 1/25
ème

 immunofluorescence 

NFATc4 clone H-74 Santa Cruz/Cliniscience anticorps polyclonal de lapin 1/100
ème

 immunofluorescence 

KI-67 AB 9260 Merk Milliport anticorps polyclonal de lapin 1/200
ème

 immunofluorescence 

Anticorps secondaire Référence et fournisseur Espèce Dilution Utilisation 

Alexa-Fluor 568 Molecular Probe/Invitrogen chèvre anti-souris ou anti-lapin 1/200
ème

 immunofluorescence 

Alexa-Fluor 488 Molecular Probe/Invitrogen chèvre anti-souris ou anti-lapin 1/200
ème

 immunofluorescence 

DAPI Sigma - 1/1000
ème

 immunofluorescence 

Phalloïdine - FITC Sigma - 1/500
ème

 immunofluorescence 

7
6
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6. Mesure de la [Ca
2+

]i 

6.1. Principe 

L’utilisation de sondes calciques permet de réaliser des mesures dynamiques de la 

concentration en calcium libre intracellulaire. Une telle sonde est composée d’une partie 

capable de liée un ou plusieurs ions calcium et d’une partie liée à un chromophore. Au 

cours de cette étude, nous avons utilisé les sondes calciques Indo-1/AM, et Fura-PE3/AM. 

Ces deux sondes sont dérivés de chélateurs de calcium EGTA et BAPTA (Figures 38 et 

40). 

La fixation d’ions calcium sur ces sondes provoque un changement de conformation 

qui engendre des modifications des propriétés fluorescentes de la sonde. Cela se traduit par 

une variation de l’intensité de la fluorescence émise, mais aussi par un déplacement du spectre 

d’excitation ou d’émission de la sonde en question.  

 

Un paramètre important à prendre en compte lors de l’utilisation d’une sonde calcique est sa 

constante d’affinité pour le calcium. La constante d’affinité est le rapport entre la constante de 

dissociation (Kd) (sonde non liée au calcium) et la constante d’association (Ka) (sonde liée au 

calcium). Cette constante est utilisée pour exprimer l’affinité d’un ligand pour son récepteur. Un 

faible Kd se traduit par une forte affinité pour le récepteur, c'est-à-dire qu’une faible concentration 

du ligand, ici le calcium, sera efficace. 

 

Pour permettre le passage de ces sondes à l’intérieur de la cellule, une fonction 

acétométhyle ester (AM) a été ajoutée à la molécule. Cette fonction permet à la sonde de 

traverser la membrane plasmique. Une fois dans le cytosol, le groupe acétométhyle ester est 

clivé par des enzymes endogènes : les estérases, piégeant ainsi la sonde dans le cytosol. 

Le Fura-PE3 et l’Indo-1 possèdent un fort rendement quantique, c'est-à-dire qu’ils 

possèdent un rapport élevé entre le nombre de photons émis et le nombre de photons absorbés 

ce qui en fait des sondes de choix pour réaliser de l’imagerie calcique sur des cellules 

uniques. Ces deux sondes constituent ce que l’on appelle des sondes ratiométriques. 

L’utilisation d’un ratio entre deux longueurs d’ondes d’émission (ou d’excitation) permet 

d’avoir le reflet de la concentration calcique intracellulaire tout en s’affranchissant des 

variations de fluorescence dues à des artefacts tels que des variations de concentration de la 

sonde calcique (dégradation, répartition hétérogène dans la cellule), des variations d’intensité 

de la source lumineuse ou de l’épaisseur de la cellule. L’emploi de ces deux sondes nécessite 

donc des systèmes de mesures adaptés détaillés dans les paragraphes suivants, du fait de 

l’utilisation de deux longueurs d’onde différentes (en excitation comme c’est le cas pour le 

Fura-PE3 ou d’émission dans le cas de l’Indo-1).  
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6.2. Microspectrofluorimétrie et sonde calcique Indo-1 

6.2.1. Principe 

L’Indo-1/AM possède une Kd par rapport au calcium de 250 nM. C’est une sonde dite 

à simple excitation et à double émission. L’excitation se fait à une longueur d’onde unique à 

355 nm et la fluorescence émise est séparée en deux faisceaux dont l’un est filtré à 405 nm et 

l’autre à 480 nm. La liaison de quatre ions Ca
2+

 à cette sonde s’accompagne à la fois d’une 

variation de l’intensité de sa fluorescence, mais également d’un déplacement de son spectre 

d’émission. Il y a une diminution du spectre à 480 nm (forme libre de la sonde) et une 

augmentation du spectre à 405 nm qui correspond à la forme liée au calcium, sans 

modification du spectre d’excitation (355 nm). Le ratio des longueurs d’ondes émises permet 

d’avoir un reflet de la concentration calcique intracellulaire. 

 

 

Figure 38 : Structure de la sonde Indo-1/AM. 

 

6.2.2. Procédure expérimentale 

Les cellules cultivées sur lames de verre sont incubées avec 5 µM d’Indo-1/AM dans 

une solution de Krebs-HEPES 2 mM Ca
2+

 pendant 30 minutes à 37°C à l’abri de la lumière 

afin de permettre à la sonde de traverser la membrane plasmique et aux estérases de libérer la 

sonde active. Puis les cellules sont rincées avec une solution de Krebs-HEPES 2 mM Ca
2+

 

afin d’éliminer l’excédant d’Indo-1 et placées dans du Krebs durant toute la durée de 

l’expérimentation. 

Les cellules sont observées à l’aide d’un microscope inversé à épifluorescence (Nikon 

Diophot). La lumière d’excitation est fournie par une lampe à mercure de 100 W et est 

atténuée grâce à un filtre neutre pour éviter une photolyse trop rapide de la sonde. La longueur 

d’onde d’excitation est filtrée à 355 nm puis reflétée vers la préparation par un miroir 

dichroïque de 380 nm. Une partie de la fluorescence émise est captée par l’objectif (à 

immersion à huile X40), puis retraverse le miroir dichroïque à 380 nm avant d’arriver sur un 

second miroir dichroïque à 455 nm. La lumière reflétée à 455 nm est filtrée à 405 nm, tandis 

que la lumière traversant le miroir est filtrée à 480 nm. L’intensité de fluorescence aux deux 

longueurs d’onde d’émission ainsi séparée est mesurée et convertie en variation de potentiel 

par deux photomultiplicateurs. Les signaux sont recueillis par un diviseur analogique qui 

donne en continu le rapport de la fluorescence à 405 nm et à 480 nm permettant ainsi une 

estimation de la concentration calcique intracellulaire selon l’équation de Grynkiewicz [303]. 

  



 

Matériels et méthodes 79 

 

Équation de Grynkiewicz : [Ca
2+

]i = (Kd.β) x  
      

      
 

 

Kd : constante de dissociation de l'Indo-1/AM (250 nM d'après Grynkiewicz), 

β : rapport du signal de fluorescence en l'absence de Ca
2+

 et à saturation de Ca
2+

 pour λ480 nm, 

Rmin : rapport F405/F480 mesuré en absence de Ca
2+

, 

Rmax : rapport F405/F480 mesuré en présence d'une concentration de Ca
2+

 saturante. 

 

Les cellules sont stimulées par l’éjection de l’agent pharmacologique choisi grâce à 

une micropipette obtenue par étirement d’un capillaire en verre à l’aide d’une étireuse 

verticale (PC-10 Narishige) et grâce à un système d’éjection pneumatique (Picospitzer). Pour 

l’activation des SAC, les cellules ont été stimulées par l’éjection d’une solution de Krebs 

hypotonique (Tableau 3). Cette solution provoque un flux d’eau entrant dans la cellule, la 

faisant gonfler et activant ainsi les canaux sensibles à l’étirement. 

 

6.2.3. Analyse des résultats 

Chaque tracé obtenu est analysé à l’aide du logiciel Origin 6.0 (Microcal). La [Ca
2+

]i 

basale est mesurée, l'amplitude de la réponse calcique enregistré, ainsi que la pente de 

l'augmentation de la. [Ca
2+

]i (Figure 39). 

 

 

Figure 39 : Analyse des réponses calciques. 

Représentation d’une réponse calcique d’une CMLAP suite à une stimulation. Pour chaque réponse, 

la valeur basale (A), l’amplitude (B) de la réponse, ainsi que la pente de l’augmentation de la [Ca
2+

]i 

ont été mesuré. 

 

6.3. Imagerie calcique et sonde calcique Fura-PE3 

6.3.1. Principe 

La mesure de la [Ca
2+

]i sur les chambres étirables en silicone via l'utilisation de la 

sonde Indo-1 n'était pas réalisable car la fluorescence émise cette dernière ne traversait pas la 

membrane. Nous avons donc utilisé une autre sonde calcique qui possède des longueurs 

d'onde d'excitation et d'émission différentes. Le Fura-PE3/AM possède un Kd par rapport au 

calcium de 140 nM. C’est une sonde dite à double excitation et à simple émission. Le Fura-

PE3/AM est excité à deux longueurs d’onde (à 340 nm et à 380 nm) et émet une fluorescence 

à une longueur d’onde unique (à 510 nm) indépendamment de la présence de calcium ou non. 

En présence de calcium, la fluorescence émise suite à l’excitation à 340 nm (F340) est 

augmentée, alors que la fluorescence émise suite à l’excitation à 380 nm (F380) est diminuée. 

La mesure du rapport de fluorescence F340/F380 permet donc d’avoir le reflet de la 

concentration en calcium intracellulaire. Les mesures en Fura-PE3 nécessitent un appareillage 
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de changement continu de filtres excitateurs ou de monochromateurs pour effectuer les deux 

excitations à 340 nm et 380 nm. Les expériences réalisées en Fura-PE3 sont donc limitées en 

terme de résolution temporelle en raison du changement continu des filtres d’excitations. 

 

 
Figure 40 : Structure de la sonde Fura-PE3/AM. 

 

6.3.2. Procédure expérimentale 

Les cellules ensemencées sur les chambres étirables en silicone (B-bridge 

international) sont incubées pendant 30 minutes à 37°C dans une solution de Krebs-HEPES 

2 mM de Ca
2+

 contenant 5 µM de FURA-PE3/AM. Puis les cellules sont rincées à l’aide 

d’une solution de Krebs pendant 30 minutes supplémentaires. Les cellules sont excitées 

alternativement à 340 nm et à 380 nm pendant 800 et 400 millisecondes respectivement, grâce 

à une roue à filtres (Sutter Instruments) pilotée par ordinateur via le logiciel d’acquisition 

Metafluor (Ropper Scientific). La source lumineuse est une lampe au Xénon de 100 W, la 

lumière incidente traverse les filtres de la roue à filtres, puis est réfléchie sur la préparation 

grâce à un miroir dichroïque, et seules les longueurs d’onde de 510 ± 23 nm vont être 

sélectionnées grâce à un filtre. Ce signal va alors être capté et enregistré par une caméra CCD 

(Coolsnap fx Monochrome, Photometrics) et l’acquisition des images est réalisée toutes les 5 

secondes à une résolution de 16 bits et 1030 x 1030 pixels. Les informations sont alors 

transmises à un ordinateur et l’acquisition se fait avec le logiciel Metafluor (Ropper 

Scientific). Les cellules sont stimulées par adjonction du composé pharmacologique 

directement dans la chambre en silicone à l’aide d’une pipette. 

 

6.3.3. Analyse des résultats 

Les intensités de fluorescence émises suite aux excitations à 340 nm et 380 nm sont 

mesurées au niveau d’un champ de cellules choisies aléatoirement. Ces intensités sont 

corrigées en soustrayant le bruit de fond, puis le rapport des deux intensités de fluorescence 

corrigées est réalisé.  

Chaque tracé obtenu est analysé à l’aide du logiciel Origin 6.0 (Microcal). De la même 

manière que pour l'Indo-1 (Figure 39), on mesure les ratios 340/380 nm en conditions basales 

(ratio basal), ainsi que le pic de la réponse (lors de l’ajout de l’agoniste de TRPV4, ou lors de 

la vidange des stocks calciques). La différence entre ces deux ratios donne l'amplitude de la 

réponse exprimée en delta ratio 340/380 nm mettant ainsi en évidence les variations de 

calcium induit par la stimulation choisie.  
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7. Le patch-clamp 

7.1. Principe 

Décrite par Hamill [304], la technique du patch-clamp (pour patch : fragment de 

membrane et clamp : maintien) permet de mesurer l’intensité des courants ioniques qui 

traversent les membranes cellulaires. Cette technique consiste à mettre en contact une pipette 

en verre remplie d’une solution ionique (conductrice) avec une membrane cellulaire contenant 

des canaux ioniques. La pipette est connectée à un amplificateur, permettant d'enregistrer des 

amplitudes de courants de l’ordre du picoampère (pA). 

Le principe repose sur la loi d’Ohm U = R.I, où U est la tension (potentiel), R la 

résistance et I le courant. Cette relation est plus souvent notée I = U. G, où G est la 

conductance (G = 1/R). 

Dans cette étude, cette technique est utilisée en mode voltage clamp ou potentiel 

imposé, c'est-à-dire que grâce à l’amplificateur connecté à la pipette, on peut imposer le 

potentiel (tension) de notre système et mesurer le courant I. Dans ce mode, la tension U est 

donc maintenue constante. Les variations de I dépendent donc directement de G, la grandeur 

d’intérêt puisqu’elle dépend directement des propriétés intrinsèques du canal : elle représente 

la facilité avec laquelle les ions traversent le pore du canal membranaire. 

Lorsqu’un canal s’ouvre suite à un stimulus, la résistance diminue (donc la 

conductance augmente), et un courant d’ions I se crée à travers ce canal. Plus le flux d’ions 

traversant la membrane est important, plus le courant généré est important. Le flux des ions 

dépend du gradient électrochimique (Vimposé-Eion). Ce gradient électrochimique est en réalité 

la différence de potentiel entre le potentiel imposé par l’expérimentateur via l’amplificateur 

(voltage imposé) et le potentiel d’équilibre de l’ion (Eion) donné par l’équation de Nernst. Ce 

courant est obtenu grâce à la loi d’Ohm modifiée : (Vimposé-Eion) = R .I, donc I = G. (Vimposé-

Eion). Ce courant est alors amplifié, mesuré et visualisé par ordinateur à l’aide du logiciel 

Clampex. 

Il existe quatre configurations de patch-clamp (Figure 41). 

 

Équation de Nernst : Eion =  
  

  
   

                    

                    
 

 

R est la constante des gaz parfaits (8.314 J.mol.K
-1

), 

T est la température en Kelvin, 

F la constante de Faraday (96 485 C.mol
-1

), 

Z la valence de l’ion (nombre de charges portées par l’ion). 

 

7.2. Configuration "cellule attachée" 

En configuration "cellule attachée" ou "cell attached" en anglais, la micropipette en 

verre est appliquée directement sur la membrane de la cellule. On peut mesurer ainsi les 

courants qui traversent la membrane grâce à l’ouverture des canaux situés au niveau de cette 

portion de membrane. Dans cette méthode non invasive, le milieu interne de la cellule est 

conservé ainsi que toutes les interactions du canal d’intérêt avec les protéines intracellulaires. 

Cette méthode permet d’enregistrer des courants unitaires, due à l’ouverture d’un seul canal. 
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L’activation des canaux SAC a été obtenue en appliquant une dépression rapide et de 

façon reproductible à l’intérieur de la pipette de patch avec un saut de 0 à -60 mmHg en 

utilisant un système de d'étirement High Speed Pressure Clamp (Clampex HSPC-1 ; ALA-

scientific). 

 

 
Figure 41 : Les différentes configurations en patch-clamp. 

(A) Configuration cellule attachée (cell attached en anglais), 

(B) Configuration "inside-out", 

(C) configuration cellule entière (whole cell en anglais), 

(D) Configuration "outside-out". 

 

 

Figure 42 : Schémas de la configuration cellule attachée et de l’étirement membranaire. 

(A) Représentation schématique et photographie de la configuration cellule attachée. (B) Un 

étirement de la membrane est appliqué à travers la pipette de patch, induisant une déformation de la 

membrane plasmique. Photographies d’après [305].  
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7.3. Configuration "cellule entière" 

En configuration "cellule entière" ou "whole cell" en anglais, la pipette de verre est au 

contact de la cellule de la même manière qu’en configuration cellule attachée, cependant le 

fragment de membrane sous la pipette est rompu (à l’aide d’une aspiration) afin de mettre en 

continuité l’intérieur de la cellule avec l’intérieur de la pipette. Ainsi, on mesure l’activité 

macroscopique de l’ensemble des canaux cellulaires. 

 

8. Étude de l’alignement cellulaire 

Après trois jours d’ensemencement des CMLAP de souris, les chambres étirables sont 

soumises à un étirement dans les conditions précédemment décrites. L’implication des canaux 

TRP est étudiée avec des chambres étirables incubées 30 minutes à 37°C avec des inhibiteurs 

pharmacologiques, préalablement à l’étirement. Les chambres étirables sont lavées au PBX 

1X et les cellules sont fixées au PFA 4 % pendant 10 minutes à température ambiante. Les 

cellules sont ensuite perméabilisées et les sites de liaisons aspécifiques saturés avec une 

solution de blocage contenant du PBS 1X, du Triton X-100 (0,25 %) et de la BSA (5 %) 

pendant 30 minutes à température ambiante. L’actine fibrillaire est marquée par la phalloïdine 

pendant une heure (10 ng/mL, Sigma) diluée au 1/200
ème

 couplée au fluorochrome FITC 

(fluorescéine isothicyanate). La visualisation est réalisée par microscopie confocale décrite 

précédemment. Chaque chambre est orientée de la même façon sur la platine du microscope, 

afin de mesurer l’alignement cellulaire par rapport à l'axe d'étirement. 

Pour chaque condition, quatre à cinq champs par chambre sont évalués, avec 

approximativement 20 à 30 cellules par champ. À partir des images enregistrées avec le 

logiciel EZ-C1 3.91, l’angle entre l’axe longitudinal des cellules et l’axe d’étirement est 

mesuré grâce au logiciel ImageJ. Les CMLAP formant un angle par rapport à l’axe 

d’étirement de 90 ± 30°, sont considérées comme étant alignées. Cette méthode est inspirée de 

l’étude de Charles K. Thodeti [306]. 

 

 
Figure 43 : Méthode de mesure de l'alignement cellulaire. 

L’alignement de chaque cellule a été déterminé grâce à son axe longitudinal. Les cellules qui 

présentent un angle de 90 ± 30° par rapport à l’axe d’étirement dont considérée comme alignées (en 

vert). Méthode adaptée de [306]. 
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9. Étude de la migration cellulaire 

Deux techniques différentes ont été utilisées pour mesurer la migration des CMLAP. 

Tout d'abord, la technique de l'invasion de brèche nous a permis d'évaluer la migration suite 

au conditionnement à l'hypoxie. Comme les brèches n'étaient pas réalisables sur les 

membranes en silicone, nous avons effectué un suivi en "time-lapse" des CMLAP afin 

d'évaluer la migration suite au conditionnement à l'étirement. 

 

9.1. Technique de l’invasion de brèche 

La technique de l’invasion de brèche est une technique simple à mettre en œuvre in 

vitro et qui permet de quantifier la migration cellulaire en 2D. Le principe repose sur la 

capacité des cellules à "réparer" une lésion in vitro. Une "brèche" ou lésion est réalisée sur 

une monocouche de cellules, puis différentes images sont prises à partir du moment ou la 

brèche a été réalisée, à intervalles réguliers durant la migration cellulaire qui intervient pour 

réparer la brèche. Les images sont ensuite comparées afin de déterminer le taux de migration 

cellulaire. 

Pour cela, les cellules sont ensemencées dans des boîtes de Pétri de 35 mm jusqu’à 

confluence. Après une incubation de 24 heures dans un milieu sans sérum, une brèche est 

réalisée à l’aide d’un cône de pipette afin d’obtenir une aire dépourvue de cellules. Les 

cellules sont ensuite conditionnées en atmosphère normoxique ou hypoxique. Après 

24 heures, les agonistes et/ou antagonistes spécifiques sont ajoutés. Après 24 heures 

supplémentaires, les cellules sont fixées au méthanol et marquées en bleu à l’hémotoxyline 

pendant 20 minutes. Les puits sont rincés à l’eau. Des images sont prises aux deux bords de la 

brèche.  uatre images sont prises à des positions distinctes de la brèche à l’aide d’un 

microscope droit avec un objectif X40. Les images sont acquises avec le logiciel Quancoul et 

analysées en comptant les cellules qui ont migré dans la zone acellulaire. 

 

 

Figure 44 : Méthode de l'invasion de brèche. 

Une fois les CMLAP à confluence, une brèche est réalisée. Après fixation et coloration (à 

l’hématoxyline, en bleu), les CMLAP qui sont passées dans la zone acellulaire sont comptées. 
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9.2. Vidéo-microscopie 

La vidéo-microscopie en "time-lapse" a été utilisée pour évaluer la migration des 

CMLAP. Les cellules ont été ensemencées sur des membranes étirables en silicone et 

conditionnées ou non à l’étirement (10 ou 20 % de la longueur initiale, 1 Hz, pendant 24 

heures). Puis les cellules ont été filmées (avec une acquisition d'une image toutes les 

10 minutes) à l’aide d’un microscope Nikon TE2000 inversé et d’un objectif X 10 sur une 

période de 24 heures sous une atmosphère humide à 37°C. Les images ont été obtenues à 

l'aide d’une caméra Nikon DXM 1200F et du logiciel d’acquisition LUCIA 5.0. Puis les 

images ont été analysées avec le logiciel ImageJ (NIH) et le plugin "Cell tracker" (plugin 

réalisé à l'Institut Curie par Fabrice Cordelière). La distance euclidienne (c.à.d. la distance 

absolue entre le point de départ de la cellule et son point d'arrivé), la distance accumulée 

(c.à.d. la distance réellement parcourue par la cellule) (Figure 45), la vitesse et la direction 

sont mesurées sur une série d'images consécutives correspondantes à 10 heures 

d’enregistrement. Toutes les trajectoires de chaque cellule ont été mesurées en établissant le 

point d’origine (0,0) au point de départ de la cellule. 

 

Figure 45 : Distance de migration et distance 

accumulée. 

La distance euclidienne (pointillés) est la distance 

entre le point de départ de la cellule et son point 

d’arrivée. La distance accumulée (en vert) est la 

distance réellement parcourue par la cellule 

pendant le temps donné. L'indice de direction 

(directionality index - D) est le ratio entre la 

distance accumulée et la distance euclidienne. Un 

rapport égal à 1 signifie que la cellule s’est 

déplacée en ligne droite. 
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10. Étude de la prolifération cellulaire 

De la même manière que pour l'évaluation de la migration, deux techniques ont été 

utilisées au cours de cette thèse pour mesurer l'impact des conditionnements hypoxique et 

mécanique sur la prolifération cellulaire. L'incorporation de BrdU a été utilisée sur les 

CMLAP de rat après conditionnement à l'hypoxie. La lecture de ce test colorimétrique n'était 

pas adaptable sur les chambres étirables en silicone, nous avons donc évalué la prolifération 

cellulaire à l'aide du marqueur KI-67 par immunofluorescence. 

 

10.1. Technique d’incorporation du BrdU 

L’impact sur la prolifération cellulaire est évalué de manière indirecte. La méthode 

d’incorporation du BrdU (bromodésoxyuridine) évalue en réalité la quantité de cellules en état 

de synthèse d’ADN (phase S du cycle cellulaire). On admet alors qu’en mesurant le taux 

d’incorporation du BrdU, c'est-à-dire la proportion de cellules en phase S , on mesure la 

proportion de cellules qui sont rentrées dans le cycle cellulaire (et ne sont plus en phase de 

quiescence) et sont donc en phase de prolifération/division cellulaire. Cette technique utilise 

un analogue de la thymidine, le BrdU qui va s’intégrer dans l’ADN génomique au cours de la 

phase S du cycle cellulaire. 

Les cellules sont ensemencées dans une plaque 96 puits à une concentration de 5000 

cellules par puits. Après 24 heures, les cellules sont placées dans du DMEM sans sérum afin 

de les synchroniser (toutes les cellules sont dans la même phase du cycle cellulaire). Après ce 

temps d’incubation, les cellules sont conditionnées et ou stimulées dans du milieu DMEM 

avec 0,2 % de SVF (concentration de sérum minimale permettant d’avoir des cellules viables 

sans induire de prolifération). 

Après 24 heures de stimulation, la synthèse d’ADN est mesurée à l’aide 

d’incorporation de BrdU (Roche Diagnostic). Les CMLAP sont marquées avec le BrdU 

(10 µM) pendant 2 heures à 37°C à l’abri de la lumière, puis fixées et dénaturées par une 

solution alcoolisée (Solution Fix-denat, Roche Diagnostic) pendant 30 minutes à température 

ambiante. Le BrdU incorporé est révélé par un anticorps couplé à la péroxidase pendant 

90 minutes, à température ambiante. Après trois rinçages au PBS, une solution substrat de la 

peroxydase (tétraméthylbenzidine, TMB, Roche Diagnostic) permet une révélation 

colorimétrique de l’anti-BrdU grâce à un lecteur de microplaques à 380 nm avec une longueur 

de référence à 490 nm (EL808, Bio-Tek Instrument). Trois réplicas pour chaque condition ont 

été réalisés. 
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10.2. Suivi du marqueur KI-67 

La protéine KI-67 est un marqueur de cellule en prolifération décrit par Gerdes en 

1983 [307]. Il s’agit d’un antigène présent sur une protéine nucléaire de 360 kDa présente 

dans les cellules prolifératives. 

Après marquage immunofluorescent, les cellules sont observées au microscope 

confocal à l’aide d’un objectif X20 à immersion à huile. Un minimum de trois acquisitions 

par condition est effectué. Les images sont ensuite analysées à l’aide du logiciel ImageJ. Une 

cellule en condition non proliférante présente une absence de marquage pour le KI-67, alors 

qu'une cellule en prolifération présente un marquage KI-67 nucléaire. 

Le nombre de cellules présentant un marquage KI-67 nucléaire est compté. Le 

pourcentage de prolifération est évalué en comptant le nombre de cellules en prolifération par 

rapport au nombre total de cellules. 

 

11. Étude de la viabilité cellulaire 

La viabilité cellulaire est évaluée avec le test colorimétrique de cytotoxicité Wst-1. Ce 

test est basé sur le clivage des sels de tétrazolium Wst-1(4-(3-(4-Iodophenyl)-2H-5-

tetrazolio)-1,3-benzènedisulfonate) incolores par des déshydrogénases de la chaîne 

respiratoire des mitochondries des cellules vivantes (Figure 46). Sous l’action de ces 

enzymes, un dérivé formazan soluble de coloration jaune est obtenu, quantifiable par 

spectrophotométrie à 450 nm. 

Les cellules sont ensemencées dans une plaque 96 puits (5000 cellules par puits) dans 

un milieu DMEM supplémenté avec 10 % de SVF pendant 24 heures sont déposées dans des 

plaques 96 puits. Elles sont ensuite placées pendant 24 heures dans du milieu DMEM 0 % de 

sérum afin de les synchroniser. Après ce temps d’incubation, les cellules sont stimulées avec 

l’agoniste spécifique dilué dans du milieu DMEM 0,2 % SVF. Après 24 heures de 

stimulation, 10 µL de Wst-1 sont ajoutés et l’absorbance de chaque puits est mesurée 2 heures 

plus tard par un lecteur Elisa réglé sur une longueur d’onde de 450 nm. Trois réplicas ont été 

réalisés pour chaque condition. 

 

 

Figure 46 : Structure du Wst-1. 

Le Wst-1 est transformé en formazan par l’action des déshydrogénase mitochondriales. Plus l’action 

de ces enzymes est importante plus la cellule possède une chaîne de réactions enzymatiques efficace. 

On considère la cellule comme "viable".  
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12. Liste des agonistes, antagonistes et inhibiteurs utilisés 

 

Nom Fournisseur Cible 
Concentration finale 

utilisée 

capsaïcine Sigma agoniste de TRPV1 10 µM 

résinafératoxine (RTX) Tocris agoniste de TRPV1 100 nM 

capsazépine Sigma antagoniste de TRPV1 10 µM 

probénécide Sigma agoniste TRPV2 1 µM 

tranilast Sigma antagoniste TRPV2 10 µM 

4α-PDD Sigma agoniste de TRPV4 5 µM 

GSK 1016790A Sigma agoniste de TRPV4 1 µM 

HC067047 Tocris antagoniste de TRPV4 5 µM 

GsMTx-4 PeptaNova inhibiteurs des SAC 5 µM 

streptomycine Gibco inhibiteurs des SAC 200 µM 

rouge de ruthénium Sigma inhibiteur des TRPV 10 µM 

sérotonine (5-HT) Sigma agoniste des récepteurs 5-HT 10 µM 

acide cyclopiazonique 

(CPA) 
Sigma inhibiteur des pompes SERCA 10 µM 

thapsigargine  inhibiteur des pompes SERCA 1 µM 

cyclosporine A (CsA) Cell signaling inhibiteur de la calcineurine 1 µM 

BAPTA-AM Sigma chélateur de calcium 5 µM 

Tableau 6: Liste des agonistes, antagonistes et inhibiteurs utilisés. 

 

13. Analyse statistique des résultats 

Les résultats sont exprimés en moyenne ± erreur standard de la moyenne (SEM). "n" 

indique le nombre de cellules utilisées pour les différentes études. "N" indique le nombre de 

rats ou de souris utilisés. 

Pour comparer les moyennes, des tests non paramétriques (Mann-Whitney en cas de 

comparaison de 2 groupes, Kruskal-Wallis en cas de comparaison de plus de 2 groupes) et 

paramétriques ANOVA (suivi d’un test post-hoc de Dunnet) ont été utilisés à l’aide du 

logiciel GraphPad – Prism 5.01
®
. Un test du χ² a été utilisé pour comparer les proportions de 

cellules répondant à une stimulation, ou les proportions de cellules en prolifération entre les 

différentes conditions. Les différences sont considérées comme significatives quand p < 0,05. 

* indique une différence significative pour p < 0,05 ; ** pour p < 0,01 et *** pour p < 0.001. 
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1. Avant-propos 

Dans le contexte de l'HTP, il est désormais établi que l'activité des SAC est 

augmentée dans les CMLAP. En effet, plusieurs études menées au laboratoire et par d'autres 

groupes montrent une augmentation de la réponse calcique médiée par les canaux SAC [47, 

250, 299]. De nombreux canaux TRP possèdent une activité mécanosensible et de 

nombreuses études ont montré leur implication dans la circulation pulmonaire, et plus 

particulièrement dans les CMLAP. Un grand nombre d'études concerne les canaux TRPC1 et 

TRPC6, deux isoformes mécanosensibles. Leur expression, ainsi que leur activité sont 

augmentées dans les CMLAP issues des modèles animaux d'HTP (rats hypoxiques chroniques 

et "monocrotaline") et de patients HTAP. Cependant, comme décrit dans la section 

"Introduction - canaux TRP et hypertension pulmonaire", ces deux isoformes ne suffisent pas 

à elles seules à expliquer la survenue d’une HTP. En effet, les modèles animaux qui possèdent 

un défaut d'expression de TRPC1 ou de TRPC6 présentent quand même un remodelage 

artériel [257, 258]. 

Le grand nombre de canaux TRP exprimés dans la circulation pulmonaire, ainsi que 

leur caractère polymodal, leur capacité à s'associer et à former des hétérotétramères nous 

permettent de penser que d'autres isoformes pourraient être impliquées dans le développement 

de l'HTP. Nous avons décidé de centrer cette étude sur les isoformes TRPV1, V2 et V4. En 

effet, ces isoformes sont non seulement mécanosensibles, mais elles font également partie des 

isoformes les plus exprimées dans les CMLAP [248]. L'isoforme TRPV4 participe à la 

contraction induite par la 5-HT [296, 297]. De plus, les travaux du groupe du Pr Sham et du 

notre ont montré que cette isoforme était surexprimée dans les CMLAP de rats hypoxiques 

chroniques [103, 296]. L'étude des isoformes TRPV1 et TRPV2 apporte un caractère plus 

novateur. À ce jour, peu de travaux concernent ces isoformes dans le contexte de l'HTP. 

Cependant, des résultats préliminaires montrent une surexpression de l'isoforme TRPV1 chez 

les animaux hypoxiques chroniques, mais pas de l’isoforme TRPV2 (Figure 49). 

En utilisant le modèle du rat hypoxique chronique, nous avons ciblé les isoformes 

TRPV1, TRPV2 et TRPV4. L'évaluation des réponses calciques induites par l'activation de 

chacun de ces canaux en conditions normales et pathologiques nous a permis de déterminer 

quelles isoformes étaient affectées par l'HTP induite par une hypoxie chronique. 

 

1.1. Utilisation du modèle du rat hypoxique chronique 

Les cœurs des animaux soumis à trois semaines d’hypoxie ont un rapport de Fulton 

significativement augmenté par rapport aux rats contrôles : 0,45 ± 0., 4 (N = 3) et 

0,25 ± 0,009 (N = 3) respectivement (Figure 47). Cette hypertrophie cardiaque droite valide 

l'état hypertendu des animaux hypoxiques chroniques.  
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Figure 47 : Rapport de Fulton. 

Les histogrammes représentent le rapport de Fulton 

mesuré chez les rats contrôles (Nx) et les hypoxiques 

chroniques (CH). Chaque valeur représente une valeur 

moyenne ± SEM. (N) indique le nombre d'animaux 

testés. 

** indique une différence significative par rapport au 

contrôle avec p < 0,01. Test de Mann et Whitney. 

 

 

 

1.2. Effet de l’hypoxie chronique sur la réponse calcique induite par l’activation des 

canaux TRPV1, V2 et V4 

Les réponses calciques induites par l'activation de ces trois isoformes (TRPV1, V2 et 

V4) ont été étudiées par microspectrofluorimétrie à l'aide de la sonde Indo-1/AM. L’ajout de 

capsaïcine (10 µM), agoniste de TRPV1, sur des cellules musculaires lisses fraîchement 

dissociées déclenche une réponse qui est significativement augmentée dans les cellules issues 

de rats hypoxiques chroniques. L'amplitude de la réponse passe de 120,5 ± 8 nM (n = 35) à 

152,9 ± 7,7 nM (n = 48) (Figure 48). A l’inverse l’ajout de probénécide (1 µM), agoniste des 

TRPV2, permet d’obtenir une réponse calcique, mais celle-ci n’est pas amplifiée dans les 

cellules issues de rats hypoxiques chroniques. On observe une amplitude de 136,3 ± 9,8 nM 

(n= 29) dans les cellules contrôles et une amplitude de 132,2 ± 9,5 nM (n= 45) dans les 

cellules issues de rats hypoxiques chroniques (Figure 48). Enfin, comme cela est montré dans 

l'étude de D. Dahan réalisée au laboratoire, les réponses induites par la stimulation au 4α-

PDD (5 µM), agoniste de TRPV4, sont significativement augmentées dans les CMLAP issues 

de rats hypoxiques chroniques [103]. 

 

    

Figure 48 : Amplitude des réponses calciques induites par une stimulation à la capsaïcine 

(10 µM) ou au probénécide (1 µM). 

Les histogrammes représentent la valeur de l'augmentation de la [Ca
2+

]i en nM induite par 

l'application de (A) capsaïcine (10 µM) ou (B) de probénécide (1 µM) sur des CMLAP issues de rats 

contrôles (Nx) ou hypoxiques chroniques (CH). (n) indique le nombre de cellule étudiées. ** indique 

une différence significative pour p < 0,01. ns : non significatif. Test de Mann et Whitney. 
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Ces résultats montrant une suractivation des isoformes TRPV1 et TRPV4 concordent 

avec les expériences de Western blot montrant une surexpression de l'isoforme TRPV1 

(Figure 49), et de TRPV4 [103]. 

 

 

Figure 49 : Expression de TRPV1 et TRPV2 dans les artères intrapulmonaires de rats 

contrôles et hypoxiques chroniques. 

(A) Histogramme représentant le niveau d'expression de TRPV1, TRPV2 et TRPV4 rapporté au 

niveau d'expression de la β-actine mesuré dans les artères intrapulmonaires de rats contrôles (Nx) et 

de rats hypoxiques chroniques (CH). Chaque valeur représente une valeur moyenne ± SEM. (N) 

indique le nombre d'animaux utilisé. * représente une différence significative par rapport au groupe 

contrôle avec p < 0,05. Test de Mann et Whitney. (B) Immunoblots représentatifs de TRPV1, TRPV2 

et TRPV4. Résultats issus du travail de thèse de Diana Dahan. 

 

Dans la mesure où seules les isoformes TRPV1 et TRPV4 sont surexprimées et 

suractivées suite à une hypoxie chronique, et comme l'activation de ces deux isoformes 

potentialise la migration des CMLAP [87], nous avons restreint la suite de l'étude à ces deux 

isoformes. Dans ce modèle animal d'HTP, deux facteurs majeurs interviennent : la baisse de la 

PO2 due à l'exposition à l'hypoxie chronique, et l'augmentation des tensions pariétales au sein 

de la media, due d'une part au phénomène de la vasoconstriction hypoxique, et d'autre part à 

l'augmentation de la pression sanguine intraluminale (cf. loi de Laplace). 

Afin de connaître la part réelle de chacun de ces stimuli et les mécanismes cellulaires 

pouvant être à l'origine des perturbations physiologiques observées dans le modèle animal, 

nous avons mené une étude à l'échelle cellulaire en discriminant l'effet de l'hypoxie de l'effet 

de l'étirement (tension) intervenant dans le développement de l'HTP. Pour cela, nous avons 

développé des modèles de conditionnement cellulaires in vitro. 

Nous avons tout d’abord cherché à déterminer l’influence de l’hypoxie seule sur ces 

deux isoformes, à la fois sur leur expression et sur leur activation, mais nous avons également 

cherché à décrire l'influence de l'hypoxie sur les mécanismes cellulaires intervenant dans la 

mise en place de la pathologie. 
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2. L'hypoxie exerce-t-elle un effet direct sur les canaux 

TRPV1 et TRPV4 dans les CMLAP ? 

Le modèle du rat hypoxique chronique ne nous permet pas de discriminer entre un 

effet direct de l’hypoxie et un effet de l’étirement induit par la vasoconstriction hypoxique 

pulmonaire et l’augmentation des tensions engendrées par l’hypertension. Nous avons donc 

cherché à savoir si la suractivation des SAC, et plus particulièrement la suractivation des 

isoformes TRPV1 et TRPV4 observées précédemment, était due à l’effet direct de l’hypoxie 

indépendamment d'un effet de l’étirement. 

 

2.1. Principaux résultats 

Ce travail a été réalisé sur des CMLAP provenant de rats sains. Les CMLAP ont été 

exposées in vitro à l'hypoxie dans un incubateur tri-gaz (Heracell 150i, Thermo Scientific) 

dont le niveau d'O2 peut être modulé. Ce conditionnement nous permettra de caractériser le 

rôle de l'hypoxie indépendamment de tout autre facteur. Deux populations de cellules ont été 

établies : des CMLAP cultivées dans des conditions d'hypoxie (1 % ou 10 % d'O2) ou de 

normoxie (21 % O2) pendant 24 ou 48 heures, protocole couramment utilisé dans la 

littérature [132, 308]. 

Nous avons mis en évidence une augmentation de la réponse calcique médiée par les 

canaux TRPV1 et TRPV4 suite à un conditionnement à l’hypoxie (1 % O2, 48 heures). Cette 

augmentation des réponses calciques pourrait impliquer une surexpression des canaux 

TRPV1 et TRPV4, comme cela a été montré pour TRPC1 [308]. Cette hypothèse a été 

vérifiée par des approches de RT-PCR quantitative et de Western-blot. L'hypoxie pourrait 

également réguler la proportion de canaux à la membrane, puisque son implication dans la 

relocalisation de TRPC6 a été publiée [309] de la même façon que l'IGF-1 (Insulin Growth 

Factor-1) régule la translocation de TRPV2 [310]. Cette hypothèse a été vérifiée par 

immunofluorescence couplée à de la microscopie confocale. 

L'activation de TRPV1 et TRPV4 potentialise la migration des CMLAP [87]. On peut 

donc imaginer que l'augmentation des réponses calciques augmenterait la migration des 

CMLAP. Des expériences de migration par invasion de brèche nous ont permis d'évaluer le 

rôle de l'hypoxie sur la migration des CMLAP. Ces expériences ont été couplées à des 

expériences d'immunofluorescence ciblant les protéines du cytosquelette (cytosquelette 

d'actine, de tubuline et de vimentine), afin de mesurer le remodelage du cytosquelette, ainsi 

que par des techniques colorimétriques d'incorporation du BrdU, afin d'évaluer la 

prolifération des CMLAP. 

Enfin, l'augmentation en conditions d'hypoxie de la réponse calcique induite par 

l'activation des SAC, dont TRPV1 et TRP4, pourrait activer des voies de signalisation 

impliquées dans le développement de l'HTP. En effet, l'hypoxie agit sur la voie de HIF-1 

surexprimant TRPC1 et TRPC6 [132]. Nous avons donc étudié le rôle de l'activation des SAC 

et de l'hypoxie sur un facteur de transcription sensible aux variations de Ca
2+

 intracellulaire, et 

impliqué dans le développement de l'HTP : le NFAT. Pour cela, nous avons quantifié la 

translocation nucléaire du NFAT par immunofluorescence confocale. 
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2.2. Publication 

Les résultats concernant cette partie ont fait l'objet d'une publication dans Pflügers 

Archiv., European Journal of Physiology parue le 10 mars 2015 [311]. Dans un premier 

temps, ils seront directement rapportés sous la forme d'un article, puis des expériences 

complémentaires non publiées seront présentées. 



ION CHANNELS, RECEPTORS AND TRANSPORTERS

Effect of hypoxia on TRPV1 and TRPV4 channels in rat
pulmonary arterial smooth muscle cells

Thibaud Parpaite1,2 & Guillaume Cardouat1,2 & Marthe Mauroux1,2 &

Jennifer Gillibert-Duplantier1,2 & Paul Robillard1,2
& Jean-François Quignard1,2

&

Roger Marthan1,2
& Jean-Pierre Savineau1,2

& Thomas Ducret1,2,3

Received: 19 December 2014 /Revised: 9 March 2015 /Accepted: 10 March 2015
# Springer-Verlag Berlin Heidelberg 2015

Abstract Transient receptor potential (TRP) channels of the
vanilloid subfamily, mainly TRPV1 and TRPV4, are
expressed in pulmonary artery smooth muscle cells
(PASMC) and implicated in the remodeling of pulmonary
artery, a landmark of pulmonary hypertension (PH). Among
a variety of PH subtypes, PH of group 3 are mostly related to a
prolonged hypoxia exposure occurring in a variety of chronic
lung diseases. In the present study, we thus investigated the
role of hypoxia on TRPV1 and TRPV4 channels independent-
ly of the increased pulmonary arterial pressure that occurs
during PH. We isolated PASMC from normoxic rat and cul-
tured these cel ls under in vi t ro hypoxia . Using
microspectrofluorimetry and the patch-clamp technique, we
showed that hypoxia (1 % O2 for 48 h) significantly increased
stretch- and TRPV4-induced calcium responses. qRT-PCR,
Western blotting, and immunostaining experiments revealed
that the expression of TRPV1 and TRPV4 was not enhanced
under hypoxic conditions, but we observed a membrane trans-
location of TRPV1. Furthermore, hypoxia induced a reorga-
nization of the F-actin cytoskeleton, the tubulin, and interme-
diate filament networks (immunostaining experiments),

associated with an enhanced TRPV1- and TRPV4-induced
migratory response (wound-healing assay). Finally, as
assessed by immunostaining, exposure to in vitro hypoxia
elicited a significant increase in NFATc4 nuclear localization.
Cyclosporin A and BAPTA-AM inhibited NFATc4 transloca-
tion, indicating the activation of the Ca2+/calcineurin/NFAT
pathway. In conclusion, these data point out the effect of hyp-
oxia on TRPV1 and TRPV4 channels in rat PASMC, suggest-
ing that these channels can act as direct signal transducers in
the pathophysiology of PH.

Keywords Calcium .Hypoxia .Migration . Stretch-activated
channels . TRP channels . Vascular smoothmuscle

Introduction

Acute hypoxia induces hypoxic pulmonary vasoconstriction
(HPV) which is a specific adaptive physiological response of
pulmonary circulation to ensure an efficient blood oxygena-
tion [42]. However, prolonged hypoxia exposure occurring in
a variety of chronic lung diseases (chronic obstructive pulmo-
nary disease, asthma…) eventually leads to pulmonary hyper-
tension (PH) of group 3 [37]. PH is characterized by a pro-
gressive elevation of pulmonary arterial pressure leading to
right heart failure and ultimately to death [17]. Subsequently
to chronic hypoxia, pulmonary arteries (PA) undergo structur-
al and functional changes [19,33], both of which implicate
pulmonary arterial smooth muscle cells (PASMC). Indeed,
morphological (such as hypertrophy and hyperplasia) and
functional changes (such as modulation of ion channel expres-
sion and activity) of PASMC are involved in hyperreactivity
of PA to contractile agonists, thickening of large pulmonary
vessel medial wall, as well as in muscularization of small
pulmonary vessels [12,30].
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In examining the role of ion channels in PH, we and others
recently demonstrated that the activity of stretch-activated
channels (SAC) and TRPV4 in particular, was increased in
PASMC from chronically hypoxic rat [2,4,7,49], an animal
model of PH of group 3 [41]. Transient receptor potential
(TRP) channels are non-selective cationic channels (NSCC)
and are implicated in diverse cellular functions in smooth
muscle cells [13]. Based on structural homology, TRP super-
family are subdivided into seven main subfamilies. In PASM
C, TRPC (BCanonical^), TRPV (BVanilloid^), and TRPM
(BMelastatin^) are all expressed [45,50], and among the
TRPV subfamily, TRPV1, TRPV2, and TRPV4 constitute
the molecular basis of SAC [18,27,28,40], are the most abun-
dantly expressed [50]. TRPV channels are Ca2+−permeable
NSCC, activated by a wide variety of stimuli, including phys-
ical, thermal, and chemical stimuli such as 4α-phorbol-12,13-
didecanoate (4α-PDD), capsaicin, GSK1016790A, and
resiniferatoxin, selective agonists of TRPV1 and TRPV4. At
the cellular level, an increase in intracellular calcium concen-
tration ([Ca2+]i) is a key step in the initiation of a variety of
cellular functions such as contraction, proliferation, and mi-
gration [16,24]. Moreover, we previously showed that capsa-
icin and 4α-PDD increase [Ca2+]i and induce rat PASMC
migration [5,25]. The involvement of TRPV1 and TRPV4 in
hypoxia-induced proliferation of human PASMC and in
serotonin-induced proliferation of rat PASMC, respectively,
was also described [5,46]. Thus, SAC, TRPV1, and TRPV4
in particular, appear as good candidates for linking hypoxia-
induced effect and vessel remodeling.

However, if in vivo exposure to chronic hypoxia directly
modulates SAC/TRPV4 in PASMC [2,4,49], the mechanism
by which hypoxia affects these channels remains unknown.
Indeed, hypoxia could directly act via, for example, hypoxia-
sensitive transcription factors or indirectly via the increase in
pulmonary arterial pressure that occurs during HPV and PH
establishment. Indeed, because of the location of PASMC in
the arterial wall, an elevation in intraluminal pressure is direct-
ly transduced by SAC, which can act as signal transducers
thus providing a feedback mechanism. In the present study,
we investigated the role of hypoxia, independently to this
potential stretch effect: we isolated PASMC from normoxic
rat and cultured these cells under in vitro hypoxia.We focused
our attention on TRPV1 and TRPV4 channels. We sought to
compare single stretch-activated channel activity (patch-
clamp technique in cell-attached configuration) and [Ca2+]i
responses (microspectroflurimetric assay) elicited by hypo-
tonic stimulation-induced cell swelling, capsaicin and
resiniferatoxin (selective agonists of TRPV1), 4α-PDD and
GSK1016790A (selective agonists of TRPV4), as well as
the expression of TRPV1 and TRPV4 (qRT-PCR, Western
blot and immunostaining) in PASMC cultured under
normoxic or hypoxic conditions (1 % O2 for 48 hours).
Furthermore, we explored the putative effect of hypoxia on

TRPV1- and TRPV4-induced PASMC migration (wound-
healing assay), proliferation (BrdU incorporation), cell viabil-
ity (Wst-1 assay), and cytoskeleton reorganization (immuno-
staining). Finally, we also tested the implication of the Ca2+/
calcineurin/NFATc4 pathway in these hypoxia-induced
effects.

Materials and methods

PASMC isolation and culture

Intrapulmonary arteries (IPA) were dissected from lungs of
male Wistar rats (250–350 g body weight), according to the
animal care and use of our local ethics committee (BComité
d’éthique de Bordeaux en expérimentation animale^N° 50) in
agreement with theGuide for the Care and Use of Laboratory
Animals published by the United States Institute of Health and
European Directives. Briefly, rats were euthanized with i.p.
injection of pentobarbital sodium (190 mg/kg). Then, the en-
tire heart-lung preparation was rapidly removed en bloc. IPA
of the first and second orders from the left lung was dissected
free from surrounding connective tissues and endothelium
(de-endothelialized IPA) under binocular control and sterile
conditions. As already described [4], freshly dissociated
PASMCwere obtained using an enzymatic dissociation meth-
od. Briefly, small pieces (1×1 mm) of IPA were placed suc-
cessively in different dissociation solutions containing colla-
genase, papain, and dithioerythritol at 37 °C. Tissues were
then gently agitated using a polishedwide-bore Pasteur pipette
to release the cells. Cells were then seeded on adequate sup-
port and cultured in culture medium (DMEM-HEPES supple-
mented with 1 % penicillin-streptomycin, 1 % Na-pyruvate,
1 % nonessential amino acids, and 10 % foetal calf serum
(FCS)). Before the experiments, PASMC were growth-
arrested by using serum-free culture medium supplemented
with 1 % insulin-transferrin-selenium (ITS). For calcium and
electrophysiological measurements, cells were directly stored
in serum-free culture medium enriched with 1 % ITS. They
were maintained at 37 °C in a humidified atmosphere gassed
with 5 % CO2.

In vitro hypoxia exposure

PASMC of control group (Bnormoxia^) were exposed to a gas
mixture containing 21 % O2, 74 % N2, and 5 % CO2. Cells of
hypoxia group were exposed to a gas mixture containing 10%
O2, 85 % N2, and 5 % CO2 (Bhypoxia 10 % O2^) or 1 % O2,
94 % N2, and 5 % CO2 (Bhypoxia 1 % O2^) for 24 or 48 h in a
tri-gas incubator (Heracell 150i, ThermoScientific, Saint
Herblain, France).
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Microspectrofluorimetric assay of cytosolic calcium

The Ca2+-sensitive fluorescent probe indo-1 was used to re-
cord changes in [Ca2+]i. The cells plated on glass coverslips
were incubated with 5 μM indo-1 penta-acetoxymethyl ester
(indo-1/AM) in Krebs-HEPES solution (see composition be-
low) at room temperature for 40 min, then washed and main-
tained in the same saline solution before the fluorescence
measurements.

For single cell measurements, the dual emission
microspectrofluorimeter was constructed from a Nikon
Diaphot inverted microscope fitted with epifluorescence
(×40 oil immersion fluorescence objective; numerical aper-
ture, 1.3) (Nikon, Champigny sur Marne, France). For excita-
tion of indo-1, a collimated light beam from a 100-watt mer-
cury arc lamp (Nikon) was filtered at 355 nm and reflected
from a dichroic mirror (380 nm). The emitted fluorescence
signal was passed through a pinhole diaphragm slightly larger
than the selected cell and directed onto another dichroic mirror
(455 nm). Transmitted light was filtered at 480 nm, reflected
light was filtered at 405 nm, and the intensities were recorded
by separate photo-multiplier-tubes (P100, Nikon). Under the-
se experimental conditions, the fluorescence ratio
(F405/F480) was calculated and recorded on-line as a voltage
signal. [Ca2+]i was estimated from the F405/F480 using the
formula [Ca2+]i=Kdβ (R−Rmin) / (Rmax−R) derived by
Grynkiewicz et al. [10]. R is the experimental ratio value;
Rmin and Rmax are the minimum and maximum fluorescence
ratios, respectively; Kd is the dissociation constant for indo 1;
and β is the fluorescence ratio at 480 nm in the absence and in
the presence of a saturating concentration of Ca2+. In control
experiments, Rmin and Rmax were determined in perme-
abilized PASMC in the presence of 5 mM EGTA and 5 mM
Ca2+ added to physiological saline solution, respectively.
PASMC were permeabilized with 25 μM β-escin. Rmin and
Rmax were 0.07 and 0.85, respectively. Intermediary fluores-
cence ratio values were obtained from cells bathed in solutions
of variable Ca2+ concentrations. The calibrating curve was
then constructed, allowing the graphical determination of
Kdβ=1000. The amplitude of the [Ca2+]i rise was determined
as the difference between the basal [Ca2+]i recorded before the
stimulation and the [Ca2+]i recorded at the peak response in
responding cells.

Electrophysiological recording

Single-channel activity was recorded from cell-attached
patches using the technique described by Hamill et al. [14].
The electrodes were pulled on a PC-10 (Narishige, Japan)
puller in two stages from borosilicate glass capillaries
(1.5 mm OD, 1.16 mm ID, Harvard Apparatus, Phymep,
Paris, France). The pipettes had a mean resistance of 5–
7MΩ when measured in standard recording conditions. Cells

were viewed under phase contrast with a Nikon Diaphot
inverted microscope. A RK 400 patch amplifier (Biologic,
Claix, France) was used for cell-attached recordings.
Stimulus control, data acquisition, and processing were car-
ried out on a PC computer using Clampex v10.2 software
(Molecular Devices, Foster City, CA). Current records were
filtered with a Bessel filter at 1 kHz. Data were analyzed using
Clampfit v10.2 software (Molecular Devices).

RNA and cDNA synthesis

After enzymatic dissociation, cells were seeded on flasks and
grown in full medium containing 10 % FCS until confluence,
prior to 48 h serum deprivation in hypoxia (1 % O2) or
normoxia (21 % O2). Cells were washed twice in phosphate-
buffered saline (PBS) and then RNA was extracted using
NucleoSpin®RNA II kit according to the manufacturer’s in-
structions (Macherey-Nagel, Hoerdt, France). Briefly, cells
were lysed by incubation in Blysis buffer^ solution, in order
to inactivate RNases and create appropriate binding condi-
tions which favor adsorption of RNA to the silica membrane.
After lysis, homogenization and reduction of viscosity were
achieved by filtration with NucleoSpin® filter units. Residual
genomic DNA was removed efficiently by time-saving on-
column digestion with rDNase provided. Total RNAwas elut-
ed in RNAse free water. The concentration of RNAwas mea-
sured spectrophotometrically by Spectrostar nano microplate
reader (BMG Labtech, Champigny sur Marne, France). The
total RNA (1 μg) was reverse transcribed into complementary
DNA (cDNA) by using AMV reverse transcriptase (Sigma,
Saint Quentin Fallavier, France) in presence of RNase inhib-
itor and oligo d(T) as a primer at 42 °C for 60min followed by
heating at 94 °C for 3 min.

Polymerase Chain Reaction

Polymerase chain reaction (PCR) was performed with a
Rotor-Gene 2000 (Corbett Research/Qiagen, Venlo,
Netherlands) as previously described [25]. cDNA from
10 ng of total RNA were added to 0.2 μl of 50X Titanium
Taq DNA Polymerase combined to its buffer (Clontech
Laboratories, Saint Germain en Laye, France), 1 mM dNTP,
each of the appropriate primer (Sigma Genosys, Saint Quentin
Fallavier, France; see Table 1 for concentrations and se-
quences), and 0.5X SYBR Green (Molecular Probes/
Invitrogen, Cergy Pontoise, France). The reaction was initiat-
ed at 50 °C for 2 min, 95 °C for 10 min, and followed by
40 cycles of denaturation at 95 °C for 15 s and annealing/
extension at 70 °C for 30 s. PCR negative controls were sys-
tematically made by using water instead of cDNA. All specific
primers were designed by using the primer analysis software
(Oligo 6.6, Molecular Biology Insights, Cascade, CO, USA).
The efficiency of the PCR reactions was always more than
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90 %. Specificity of the amplified PCR products was checked
with melting curve analysis and by electrophoresis analysis on
a 2 % agarose gel containing SYBR Green.

Western blot

After enzymatic dissociation, cells were seeded on flasks and
grown in full medium containing 10 % FCS until confluence,
prior to 48 h serum deprivation in hypoxia (1 % O2) or
normoxia (21 % O2). Cells were then washed twice in
phosphate-buffered saline (PBS). After scrapping, they were
isolated by centrifugation, 500g for 5 min. PBS was removed
and replace by 100 μL RIPA buffer (R0278, Sigma) with anti-
protease cocktail (P8340, 1/100, Sigma) and DNase (1/100),
and incubated for 30 min on ice. After sonication, insoluble
material was removed by centrifugation at 15,000g for 10 min
at 4 °C, and the amount of proteins was assessed by the Lowry
method [23]. After heat denaturation for 6 min at 90 °C, 20 μg
of proteins were separated by 5–2 % acrylamide gel electro-
phoresis. The proteins were then transferred onto
polyvinylidene fluoride membranes (Immobilion-P,
Millipore, Molsheim, France) using a semi-dry electroblotter
(Biorad, Marnes la Coquette, France) at 300 mA for 45 min.
Unspecific sites were saturated for 1 h using PBS-TWEEN
0.1%, 5% bovine serum albumin (BSA), and 1% goat serum.
The membranes were then incubated overnight at 4 °C
with diluted primary antibodies: rabbit anti-TRPV1
(ACC-029, 1/200, Alomone, Jerusalem, Israel) or rabbit
anti-TRPV4 (AB39260, 1/200, Abcam, Paris, France).
The membranes were then washed with PBS-TWEEN
0.1 % and treated with the corresponding horse-radish
peroxidase-linked secondary goat anti-rabbit antibodies
(170-5046, 1/10,000, Biorad) for 2 h at room tempera-
ture. After several washes in PBS-TWEEN 0.1 %, the
membranes were processed for chemiluminescent detec-
tion using HRP substrate (WBKLS0500, Millipore), ac-
cording to the manufacturer’s instructions. Immunoblots
were then revealed and acquired using Fuji LAS-3000
imaging system. Finally, membrane were stripped and
revealed with secondary goat anti-mouse antibodies
(172-1011, 1/10,000, Biorad) to reveal primary mouse
anti β-actin antibodies (A5316, 1/10,000, Sigma).
Images were quantified using ImageJ software.

Immunofluorescence experiments

After enzymatic dissociation, cells were seeded on 8-well
chamber slides (Becton Dickinson, Le Pont de Claix,
France) and grown in full medium containing 10 % FCS until
confluence, prior to 48 h serum deprivation in hypoxia (1 %
O2) or normoxia (21 % O2). Cells were washed twice in PBS
and then fixed for 10 min in 4 % paraformaldehyde solution
(Sigma). After fixation, cells were permeabilized with PBS
containing 0.5 % Triton-X100 (Dutscher, Brumath, France)
for 5 min. Unspecific binding sites were blocked with PBS
containing 4 % BSA for 30 min. Primary antibodies in PBS
1 % BSA were applied 1 h at room temperature. Cells were
then washed with PBS and labeled with secondary antibodies
for 1 h in PBS-1 % BSA. Alexa-Fluor 488 goat anti-mouse or
anti-rabbit, and Alexa-Fluor 568 goat anti-mouse or anti-
rabbit were used as secondary antibodies (1/200, Molecular
Probes/Invitrogen). After PBS wash, cell nuclei were stained
with DAPI for 5 min (1/1000, Sigma). Slides were then
mounted with coverslips with an anti-fade Dako Fluorescent
Mounting Medium (Dako, Courtaboeuf, France) and then ob-
served under a Nikon D-Eclipse C1 confocal scanning micro-
scope using the Nikon Apo Plan 60X/1.4NA oil immersion
objective. Fluorescent images were acquired at 16-bit resolu-
tion using the Nikon EZC1 software using the Helium-Blue
Laser Diode (405 nm, for DAPI staining), the Helium-Neon
Laser Diode (543 nm, for Alexa-Fluor 568), and the Argon
laser line (488 nm, for Alexa-Fluor 488), prior to analysis with
ImageJ software.

CML phenotype and TRPV immunostainings In order to
validate smooth muscle cell phenotype, cells were labeled
with a monoclonal anti-α smooth muscle actin (α-SMA) an-
tibody (clone 1A4, 1/100, Sigma) and polyclonal calponin
1/2/3 (FL-297, 1/50, Santa Cruz/Cliniscience, Nanterre,
France). TRPV1 and TRPV4 expressions were evaluated with
a polyclonal anti-TRPV1 antibody (AB63083, 1/200, Abcam)
or a polyclonal anti-TRPV4 antibody (ACC-034, 1/50,
Alomone).

Cytoskeleton immunostaining Briefly, cells were seeded
and grown as described above, but after 24 h serum depriva-
tion in hypoxia (1 % O2) or normoxia (21 % O2), 4α-PDD or
capsaicin were eventually added in the wells for 24 more

Table 1 Sequences of the primer pairs (S sense, AS antisense) are shown as well as GenBank accession number, product length, product Tm, and
concentration for TRPV1 and TRPV4 genes

Gene Sequence GenBank accession number Product length (bp) Product Tm (°C) Concentration (nM)

TRPV1 S: AGCGAGTTCAAAGACCCAGA NM_031982.1 268 88.2 200
AS: TTCTCCACCAAGAGGGTCAC

TRPV4 S: GCCACCCTACCCTTACCGTA NM_023970.1 158 88.8 200
AS: GGAAGGAGCCATCGACGAAGA
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hours. At the end of this treatment, cells were fixed and
stained. α-SMA, microtubule, and intermediate filament net-
works were studied with a monoclonal anti-αSMA antibody
(clone 1A4, 1/100, Sigma), a monoclonal anti-tubulin anti-
body (clone DM1A, 1/1000, Sigma), or a monoclonal anti-
vimentin antibody (clone V9, 1/1000, Sigma). Integrated den-
sity of fluorescent signal was determined using ImageJ soft-
ware. Results were expressed as the percentage of integrated
density of the sum of three different random images as com-
pared to control untreated cells.

NFAT immunostaining PASMCwere grown in full medium
containing 10 % FCS for 24 h, followed by 48 h serum dep-
rivation in hypoxia (1 % O2) or normoxia (21 % O2). Then,
cells were incubated with inhibitors or vehicle for 30 min
before the stimulation with agonist for 30 min in presence or
absence of inhibitors. In a second set of experiments, to apply
cell swelling, cells were superfused with hypotonic extracel-
lular solution (225 mOsm/kg) for 15 min, followed by an
additional 15 min superfusion with isotonic solution
(310 mOsm/kg). At the end of these stimulations, cells were
immediately fixed with 4 % formaldehyde in warmed PBS
(37 °C) for 10 min, and stained. A polyclonal anti-NFATc4
antibody (H-74, 1/100, Santa Cruz) was used for the NFAT
staining protocol. Images were analyzed with ImageJ soft-
ware. NFATc4 nuclear localization was quantified by measur-
ing fluorescence intensity in the nucleus compared with fluo-
rescence intensity in the cytosplasm.

In vitro migration assay

Cells (2.105) were seeded in a Petri dish and cultured in cul-
ture medium with 10 % FCS until confluence. Next, after
incubation for 24 h in serum-free culture medium in
normoxia, a straight scratch was performed in the monolayer
of cells using a pipette tip to obtain a wide acellular area and
cells were incubated in hypoxia (1 % O2) or normoxia (21 %
O2). After 24 h, the medium was then replaced with the same
medium containing or not the agonists and the inhibitors in the
same condition (hypoxia or normoxia). Following 24 h under
these conditions, cells were fixed with methanol and stained
with hematoxylin for 20 min. Imaging of the two wound
edges were performed (at four different positions along the
scratch) and cells that migrated into the acellular area were
counted.

In vitro proliferation assay

Briefly, cells were seeded at a density of 5×103 cells per well
in a 96-well tissue culture plate and cultured in complete cul-
ture medium containing 10 % FCS. After 24 h, the medium
was removed and replaced by a serum-free medium. After an
additional period of 24 h at 37 °C, the mediumwas changed to

complete culture medium containing 0.2 % serum in hypoxia
(1 % O2) or normoxia (21 % O2). Following 24 h incubation
under these conditions, agonists were eventually added. Next,
24 h later, the media were removed and replaced with medium
containing BrdU (10 μM), and cells were incubated for an
additional 2 h at 37 °C. DNA synthesis was then assayed using
Cell Proliferation ELISA, BrdU colorimetric method (Roche
Applied Science, Meylan, France), according to the manufac-
turer’s instructions. Newly synthesized BrdU-DNAwas deter-
mined using an EL808 ultra microplate reader (Bio-Tek
Instruments, Colmar, France) at a wavelength of 380 nm with
a reference wavelength of 490 nm.

In vitro cell viability

Cells were seeded at a density of 5×103 cells per well in a
standard 96-well tissue culture plate and cultured in complete
culture medium containing 10% FCS. After 24 h, the medium
was removed and replaced by a serum-free medium. After an
additional period of 24 h at 37 °C, the mediumwas changed to
complete culture medium containing 0.2 % serum in hypoxia
(1 % O2) or normoxia (21 % O2). Following 24 h incubation
under these conditions, agonists were eventually added. Next,
24 h later, the water soluble tetrazolium-1 (Wst-1, Roche
Applied Science) was added to the media and cells were in-
cubated for an additional 2 h at 37 °C. Cleavage of tetrazolium
salt into formazan was determined, according to the manufac-
turer’s instructions, using an EL808 ultra microplate reader
(Bio-Tek Instruments) at a wavelength of 450 nm with a ref-
erence wavelength of 490 nm.

Recording solutions and application of stimulations

The standard Krebs-HEPES extracellular solution contained
(in mM) the following: 118.4 NaCl, 4.7 KCl, 2 CaCl2, 1.2
MgSO4, 4 NaHCO3, 1.2 KH2PO4, 6 D-glucose, and 10N-2-
hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid (HEPES).
The osmolality (measured with a cryoosmometer type 15
Löser/Fisher Scientific, Illkirch, France) of the external salt
solution was adjusted to 310 mOsm/kg with mannitol, and
pH adjusted to 7.4 with NaOH. The TRPVagonists, capsaicin
and 4α-PDD, were applied to the recorded cell by pressure
ejection from a glass pipette located close to the cell for the
period indicated on the records. All the inhibitors were added
to the extracellular solution 30 min before the application of
agonists.

For the hypotonic-induced calcium response, the extracel-
lular solution contained (in mM) the following: 91.3 NaCl, 5.9
KCl, 2.2 CaCl2, 1.2MgCl2, 14 D-glucose, 91mannitol, and 10
HEPES. The osmolality of the external salt solution was ad-
justed to 310 mosm/kg with mannitol, and pH adjusted to 7.4
with NaOH. To apply cell swelling using hypotonic solution,
cells were superfused with the former solution without
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mannitol (osmolality: 225 mosm/kg; pH=7.4). This solution
was applied to the recorded cell by pressure ejection from a
glass pipette located close to the cell for the period indicated
on the records. It was verified, in control experiments, that no
change in [Ca2+]i was observed during test ejection of isotonic
Krebs-HEPES.

For the cell-attached patch clamp recording, the bathing
solution had the following composition (in mM): 140 KCl,
2.2 CaCl2, 1.2 MgCl2, 14 D-glucose, and 10 HEPES (osmo-
lality: 310 mosm/kg; pH=7.4, adjusted with KOH). The re-
cording pipette was filled with a solution containing (in mM):
140 NaCl, 2.2 CaCl2, 1.2 MgCl , 14 D-glucose, 10 HEPES,
and 10 tetraethylammonium chloride (TEA), (osmolality:
310 mOsm/kg; pH=7.4). Mechanical stimulation was per-
formed by applying to the back end of the patch pipette a
negative pressure (suction with a pressure step from 0 to
−60 mmHg) using a Clampex controlled pressure clamp
HSPC-1 device (ALA-scientific, Npi, Tamm, Germany).

Reagents

General salts were from VWR (Fontenay sous Bois, France).
All other chemicals were purchased from Sigma, except
DMEM-HEPES, FCS, and penicillin-streptomycin which were
obtained from Gibco (Invitrogen), cyclosporin A from Cell
Signaling, GsMTx-4 toxin from PeptaNova (Sandhausen,
Germany), HC067047 and resiniferatoxin were from Tocris
(Lille, France). 4α-PDD, BAPTA-AM, capsaicin, capsazepine,
cyclosporin A, GSK1016790A,HC067047, and resiniferatoxin
were dissolved inDMSO and diluted 1:2000 into the bath to the
final mentioned concentrations. At this dilution, the solvent
(DMSO) alone had no effect on channel activity.

Data and statistical analysis

Results are expressed as mean ± S.E.M. Each experiment was
repeated several times (n indicates the number of cells obtain-
ed from at least three different rats). Mann-Whitney test or χ2

test were used to determine statistical significance, differences
with P<0.05 were considered significant.

Results

Effect of hypoxia on stretch-activated channels

First, to investigate whether in vitro exposure to hypoxia in-
creased the hypotonic solution-induced [Ca2+]i response in
PASMC [4,49], a commonly used protocol to investigated
SAC activity [11], cells were subjected to different levels of
hypoxia (1 or 10 % O2) for 24 or 48 h.

After 48 h of culture under normoxia (21 % O2), all of the
analyzed cells exhibited a stable resting [Ca2+]i (69±6 nM, n=

51, Fig. 1a, c). In 43 % of tested cells (51 of 119 cells), appli-
cation of the hypotonic solution (reduction in osmolarity from
310 to 225 mOsm by omission of mannitol) for 2 min elicited
a fast increase in [Ca2+]i (Fig. 1a) which amplitude was 159±
17 nM (n=51, Fig. 1e). After 48 h of culture under hypoxia (1
or 10 % O2), both the percentage of responding cells and the
amplitude of [Ca2+]i response were increased. Indeed, the per-
centages of responding cells were 58 and 55 % (hypoxia 10
and 1 % O2 respectively) vs. 43 % (normoxia 21 % O2)
(Fig. 1d), and the amplitude of the calcium response was
215±26 nM and 227±14 nM (hypoxia 10 % (n=25) and
1 % O2 (n=83), respectively) vs. 159±17 nM (n=51) under
normoxia (Fig. 1e). Hypoxia also induced a significant in-
crease of the resting [Ca2+]i value of PASMC from 69±6
nM (n=51) to 93±5 nM (n=83) in normoxia and hypoxia
(1 % O2) PASMC, respectively (Fig. 1c).

In contrast, when cells were exposed to hypoxia for a
shorter duration of 24 h, whatever the severity of this
latter (1 or 10 % O2), neither the percentage of
responding cells, nor the amplitude of the hypotonic-
induced calcium response, was affected by these hypox-
ic culture conditions (data not shown). According to
these results, further experiments investigating the effect
of hypoxia were performed under the condition
Bhypoxia 1 % O2 for 48 h^.

We then investigated the effect of in vitro exposure to hyp-
oxia (1 % O2 for 48 h) on single stretch-activated channel
activity using cell-attached patch-clamp recording. To this
end, we applied a negative pressure to the back end of the
patch pipette to stretch the cell membrane. Holding potential
(−80 mV) was applied from null resting membrane potential
obtained using high potassium (140 mM) containing bath so-
lution. When a suction (−60 mmHg) was applied to the patch
pipette, channel opening was induced showing activation of
inward currents (Fig. 1f). Hypoxia induced a significant in-
crease of the channel activity from 0.17±0.03 (n=5) to 0.43±
0.09 (n=8) in normoxia and hypoxia PASMC, respectively
(Fig. 1g), but had no effect on the amplitude of the single
channel current (Fig. 1h).

Implication of SAC in the hypotonic solution-induced
calcium response

Furthermore, as already shown in freshly dissociated and long
lasting cultured normoxic PASMC [4], we confirmed that
stretch-activated channels are implicated in the hypotonic-
induced [Ca2+]i rise in cells cultured under normoxia for
48 h. To determine the role of extracellular calcium in hypo-
tonic solution-induced calcium response, experiments were
performed in absence of extracellular Ca2+. Under such con-
ditions, [Ca2+]i responses were completely abolished or
strongly reduced by 81 % to an amplitude of 31 nM in the
only one responding cell out of 36 (Fig. 2b), confirming that

Pflugers Arch - Eur J Physiol



the plasma membrane stretching induced by hypotonic stim-
ulation activates Ca2+ influx. We thus examined the effect of
the following pharmacological SAC inhibitors: GsMTx-4 (a
peptide toxin from the tarantulaGrammostola spatulata), gad-
olinium (a member of the trivalent ions lanthanides), and
streptomycin (an aminoglycoside antibiotic). In the presence
of GsMTx-4 (5 μM), Gd3+ (100 μM), or streptomycin
(200 μM), hypotonic solution-induced Ca2+ response was sig-
nificantly decreased by 66, 46, and 64 %, respectively (n=16,

n=14, and n=17, Fig. 2b). As a recent study shows that
TRPV1 and TRPV4 operate as mechanosensitive channels
activated by extracellular hypotonic solution–induced
stretching of plasma membrane [39], we examined the effect
of hypotonic solution in presence of ruthenium red (10 μM), a
TRPV channel blocker. In this condition, the calcium response
was reduced by 40 % (n=25, Fig. 2c). Moreover, in presence
of capsazepine (10 μM) or HC067047 (5 μM), specific inhib-
itors of TRPV1 and TRPV4, respectively, hypotonic-induced
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Fig. 1 Effect of hypoxia on stretch-activated channels. Freshly dissoci-
ated rat PASMC was cultured for 48 h under normoxia (21 % O2) or
different levels of hypoxia (1 and 10 % O2). a–e Using indo-1 as Ca2+

probe, [Ca2+]i determination was carried out on single cell bathed in
recording medium containing 2 mMCa2+. Typical recordings of PASMC
cultivated under normoxia (a) or hypoxia (b) are shown when hypotonic
solution (225 mOsm) was applied for the period indicated by the hori-
zontal bar. Resting [Ca2+]i values (c), percentage of cells responding to
hypotonic solution (d), and amplitude of these calcium rises (e). f–h
Representative records of current traces (patch clamp; cell-attached

configuration at −80 mV holding potential) recorded in cells cultured
under normoxia or hypoxia (1 % O2 for 48 h) during a pressure step from
0 to −60 mmHg applied to the patch electrode (f). The letters c and o
indicate the closed and open channel states, respectively. Channel activity
(g) and amplitude of the unitary currents (h) recorded during stretches
applied to the patch electrode. Data are mean value±S.E.M. The propor-
tion of responding cells is indicated in brackets. Significant difference
from normoxic conditions is indicated by one asteriskwhen P<0.05, two
asterisks when P<0.01, and three asterisks when P<0.001, χ2 or Mann-
Whitney tests
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[Ca2+]i rises were greatly reduced by 69 and 48 %, respective-
ly (n=15 and n=20, Fig. 2c).

We then repeated the same experiments on cells cultured
under in vitro hypoxia (1%O2 for 48 h, Fig. 2). In the absence
of extracellular calcium, the percentage of responding cells to

hypotonic solution was increased in comparison with that ob-
served in cells cultured in normoxia (7 of 43 cells vs. 1 of 36,
respectively). In the presence of GsMTx-4 (5 μM, Fig. 2a),
Gd3+ (100 μM), or streptomycin (200 μM), hypotonic-
induced Ca2+ response was significantly decreased by 43,
40, and 35 %, respectively (n=13, n=15, and n=18,
Fig. 2b). Moreover, in presence of ruthenium red (10 μM),
capsazepine (10 μM) or HC067047 (5 μM), hypotonic-
induced Ca2+ responses were reduced by 64, 36, and 61 %,
respectively (n=16, n=34, and n=20, Fig. 2c). These results
indicate that among the different SAC expressed in rat PASM
C, TRPV1 and TRPV4 operate as mechanosensitive channels
and participate in the hypotonic-induced calcium response.

Effect of hypoxia on TRPV1- and TRPV4-induced
calcium response

Since rat PASMC express functional TRPV1 and TRPV4
channels allowing [Ca2+]i increase [25], we therefore investi-
gated whether in vitro exposure to hypoxia increased these
TRPV1- and TRPV4-induced calcium responses.

In cells cultured under normoxia (21 % O2 for 48 h), appli-
cation of selective agonists of TRPV1 (capsaicin (10 μM) or
resiniferatoxin (100 nM)) for 1 min elicited a fast increase in
[Ca2+]i (Fig. 3a), the amplitude of which was 145±14 nM (n=
23 of 61 tested cells, Fig. 3b) and 94±9 nM (n=22 of 57 tested
cells, Fig. 3b), respectively. In the presence of capsazepine
(10 μM), specific inhibitor of TRPV1, capsaicin-induced cal-
cium response was reduced by 36 % (n=14, Fig. 3d), whereas
in the absence of extracellular calcium, no response was regis-
tered in the 24 tested cells (Fig. 3d). In PASMC cultured under
hypoxic conditions (1 %O2 for 48 h), neither the percentage of
responding cells to capsaicin, nor the amplitude of the calcium
response was modified (Fig. 3c).

In cells cultured under normoxia (21 % O2 for 48 h), ap-
plication of selective agonists of TRPV4 (4α-PDD (5 μM) or
GSK1016790A (1 μM)) for 1 min elicited a fast increase in
[Ca2+]i (Fig. 4a). Activation of TRPV4 channels with 4α-
PDD or GSK1016790A elicited a higher calcium response:

a

b

c

�Fig. 2 Involvement of SAC in the hypotonic solution-induced calcium
response. a [Ca2+]i determination was carried out on single cell. Typical
recordings of rat PASMC cultured 48 h under hypoxia (1 % O2 for 48 h)
are shown when hypotonic solution (225 mOsm) was applied for the
period indicated by the horizontal bar in the absence (control
conditions) or presence of SAC inhibitor (GsMTx-4, 5 μM). b
Inhibitory effect of Ca2+-free solution (0 Ca2+), SAC inhibitors
(GsMTx-4 (5 μM), Gd3+ (100 μM), or streptomycin (strepto, 200 μM))
on the hypotonic-induced calcium response. c Inhibitory effect of TRPV
inhibitors (ruthenium red (RR, 10 μM), capsazepine (CPZ, 10 μM), or
HC067047 (HC, 5 μM)) on the hypotonic-induced calcium response.
Data are mean value ± S.E.M. The proportion of responding cells is
indicated in brackets. Significant difference from normoxic conditions
is indicated by one asterisk when P<0.05 and two asterisks when
P<0.01, Mann-Whitney test
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220±20 nM (n=21 of 35 tested cells, Fig. 4b) and 185±13
nM (n=18 of 36 tested cells, Fig. 4b), respectively. In the
presence of HC067047 (5 μM), specific inhibitor of TRPV4,
4α-PDD-induced calcium response was reduced by 46 % (n=
13, Fig. 4d). In the absence of extracellular calcium, [Ca2+]i
responses were completely abolished or strongly reduced by
91 % in the only one responding cell out of 61 tested cells
(Fig. 4d). In PASMC cultured under hypoxic conditions (1 %
O2 for 48 h), the percentage of responding cells to 4α-PDD
was not modified: 57 % (21 of 37 cells), but the amplitude of
the calcium response was potentiated: 311±30 nM (n=21) vs.
220±20 nM (n=21) by these culture conditions (Fig. 4c).

Effect of hypoxia on TRPV1 and TRPV4 mRNA
and protein expression

qRT-PCR analysis was used to investigate the effect of hypoxia
(1 % O2 for 48 h) on the mRNA expression levels of TRPV1
and TRPV4. As shown in Fig. 5a, TRPV1 and TRPV4mRNA
levels were not significantly changed in hypoxic culture con-
ditions (in 4–6 separate experiments). Consistent with these

results, specific anti-TRPV1 and anti-TRPV4 antibodies de-
tected bands at 100 and 98 kDa, respectively, consistently in
6–9 separate experiments (Fig. 5b). The size of these bands
was in agreement with the predicted molecular mass of the two
isoforms. Western blot analysis also showed that TRPV1 and
TRPV4 expression was not significantly changed in hypoxic
cells compared with normoxic ones (Fig. 5b).

Effect of hypoxia on TRPV1 and TRPV4 intracellular
localization

In order to determine whether hypoxia effect may be associ-
ated with differences in TRPV1 and TRPV4 intracellular lo-
calization, we performed immunostaining experiments. First,
we verified that cultured rat PASMC expressed both α-SMA
and calponin (Fig. 6a), well known smooth muscle cell
markers, confirming the homogeneity of the cell population.

Anti-TRPV1 and anti-TRPV4 antibodies showed a dif-
fused staining throughout the cell, revealing that PASMC cul-
tured under normoxia (21 % O2 for 48 h) were TRPV1 and
TRPV4 positive (Fig. 6b, d). Hypoxia (1 % O2 for 48 h)
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Fig. 3 Effect of hypoxia on TRPV1-induced calcium response. a [Ca2+]i
determination was carried out on single cell. Typical recordings of rat
PASMC cultured 48 h under normoxia (21 % O2) are shown when
capsaicin (10 μM) was applied for the period indicated by the
horizontal bar. b Percentage of responding cells and amplitude of the
calcium rises in response to capsaicin (10 μM) or resiniferatoxin (100
nM). Cells were cultured 48 h under normoxia (21%O2). c Percentage of

responding cells and amplitude of the calcium rises in response to
capsaicin (10 μM). Cells were cultured 48 h under normoxia (21 % O2)
or hypoxia (1 % O2). d Inhibitory effect of capsazepine (CPZ, 10 μM) or
Ca2+-free solution (0 Ca2+) on the capsaicin-induced calcium response.
Data are mean value ± S.E.M. The proportion of responding cells is
indicated in brackets. Significant difference is indicated by two
asterisks when P<0.01, Mann-Whitney test
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induced a specific TRPV1 membrane translocation (Fig. 6b).
Indeed, hypoxia increased the average ratio (PM/CS) of the
fluorescence signal of the cytoplasmic membrane (PM) to the
fluorescence signal of the cytosol (CS) from 0.68±0.04
(n=11) to 1.84±0.73 (n=11) in normoxia and hypoxia
PASMC, respectively (Fig. 6c). In contrast, no change of
TRPV4 membrane-association was observed (Fig. 6d), and
the PM/CS ratio was not modified under hypoxia, i.e., 0.67
±0.08 (n=12) vs. 0.70±0.08 (n=12) in normoxia and hypoxia
cells, respectively (Fig. 6e).

Effect of hypoxia on TRPV1- and TRPV4-induced
PASMC migration

Since TRPV1 and TRPV4 channels are implicated in PASMC
migration [25] and that these channels are affected by hypoxia
(intracellular localization and calcium response), we therefore
tested the ability of hypoxia to amplify TRPV1- and TRPV4-
induced migratory responses. Figure 7a illustrates the effects
of capsaicin and 4α-PDD on PASMCmigration as determined

by the wound-healing assay. Under normoxic culture condi-
tions, when cells were incubated with 10 μM capsaicin or
5 μM 4α-PDD for 24 h in serum-free DMEM, agonists sig-
nificantly stimulated migration by 2.2- and 1.6-fold, respec-
tively. Interestingly, hypoxia potentiated these migratory re-
sponses. Indeed, the same treatment of PASMC cultured un-
der hypoxia (1 % O2 for 48 h) with capsaicin or 4α-PDD for
24 h increased cell migration by 203 and 123 %, respectively.
Whatever the culture condition (normoxia or hypoxia), these
agonist-induced migratory effects were inhibited by addition
of capsazepine (10 μM) or HC067047 (5 μM).

In another set of experiments, we verified that this observed
change in cell migration was not due to an increase in cell
growth. Using BrdU and Wst-1 colorimetric methods, we
assessed the ability of capsaicin and 4α-PDD to increase cell
proliferation and cellular growth/survival. As shown in
Fig. 7b–c, whatever the method used and the culture condition
(normoxia or hypoxia), stimulation of cells with capsaicin
(10 μM) or 4α-PDD (5 μM) for 24 h in low serum (0.2 %
FCS) DMEM did not significantly increase cell proliferation
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Fig. 4 Effect of hypoxia on TRPV4-induced calcium response. a [Ca2+]i
determination was carried out on single cell. Typical recordings of rat
PASMC cultured 48 h under normoxia (21 % O2) are shown when 4α-
PDD (5 μM) was applied for the period indicated by the horizontal bar. b
Percentage of responding cells and amplitude of the calcium rises in
response to 4α-PDD (5 μM) or GSK1016790A (1 μM). Cells were
cultured 48 h under normoxia (21 % O2). c Percentage of responding

cells and amplitude of the calcium rises in response to 4α-PDD (5 μM).
Cells were cultured 48 h under normoxia (21 % O2) or hypoxia (1 % O2).
d Inhibitory effect of HC067045 (HC, 5 μM) or Ca2+-free solution (0
Ca2+) on the 4α-PDD-induced calcium response. Data are mean value ±
S.E.M. The proportion of responding cells is indicated in brackets.
Significant difference is indicated by one asterisk when P<0.05, Mann-
Whitney test
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or cellular viability whereas positive control (DMEM with
10 % FCS) did it. In addition, as already described [46], the
proliferation was significantly enhanced by hypoxia in pres-
ence of 10 % FCS (Fig. 7b)

Effect of hypoxia on TRPV1- and TRPV4-induced
cytoskeleton reorganization

Since cell migration requires simultaneous changes in both
cell morphology and adhesion [35], and since we have already
demonstrated that TRPV1 and TRPV4 stimulation induces
cytoskeleton reorganization [25], we investigated the effects
of hypoxia on capsaicin- and 4α-PDD-induced cytoskeleton
alteration.

First, we investigated the effect of hypoxia per se on cyto-
skeletal changes (Fig. 8). In control normoxic cells (Fig. 8a),
staining of actin cytoskeleton with an anti-α-SMA antibody
was diffuse throughout the cell and cells displayed actin stress

fibres generally parallel to the longitudinal axis. The density
of the actin filament network increased in the cell periphery.
Hypoxia (1 % O2 for 48 h, Fig. 8d) significantly increased the
intensity of the staining by 2.87-fold as compared to control
staining (Fig. 8a, e). Staining for tubulin showed that the mi-
crotubule network was organized in fine networks from punc-
tuates staining in both normoxia (Fig. 8f) and hypoxia
(Fig. 8i). No significant changes were observed in the inten-
sity of the staining upon hypoxic culture conditions (Fig. 8j).
Finally, staining for vimentin revealed that intermediate fila-
ment network was organized in fine network from perinuclear
areas (Fig. 8k). After 48 h under hypoxia (1 % O2), the stain-
ing intensity was increased by 5.32-fold and was denser in the
nuclear periphery (Fig. 8n–o). These results suggest that hyp-
oxia per se is associated with changes in cytoskeleton archi-
tecture, and in the intracellular distribution and/or expression
of cytoskeletal proteins.

Second, we confirmed that TRPV1 and TRPV4 stimulation
induced the reorganization of the F-actin cytoskeleton
(Fig. 8a–c, e), and the tubulin (Fig. 8f–h, j) and intermediate
filament (Fig. 8k–m, o) networks in normoxic cells. Briefly,
stimulation of cells with 10 μM capsaicin significantly in-
creased the intensity of the staining for α-SMA and vimentin
by 1.73- and 5.78-fold, respectively, whereas no significant
change was observed concerning the tubulin network. In the
presence of 5 μM 4α-PDD, the staining of the actin filament
and tubulin networks was more intense (93 and 109 % in-
creases, respectively) whereas no significant change was ob-
served concerning the vimentin network.

Finally, we assessed the potential effect of hypoxia on this
TRPV1- and TRPV4-induced cytoskeleton reorganization.
Hypoxia exposure (1 % O2 for 48 h) did not potentiate the
TRPV1- and TRPV4-induced cytoskeleton reorganization,
except for the 4α-PDD-induced vimentin network reorganiza-
tion (Fig. 8e, j, o). However, in presence of capsazepine
(10 μM) and HC067047 (5 μM), the effect of hypoxia per
se on cytoskeletal changes (Fig. 9) was inhibited suggesting
that this effect could implicate TRPV1 and TRPV4 channels.

Effect of hypoxia on TRPV1- and TRPV4-induced NFAT
nuclear translocation

We then investigated the Ca2+/calcineurin/NFAT cascade sig-
naling pathway since the Ca2+-dependent transcription factor
NFAT (nuclear factor of activated T cells) is a common sub-
strate of calcineurin involved in gene transcription. We fo-
cused on NFATc4 (NFAT3) isoform, the prominent isoform
in rat pulmonary artery [48].

Immunofluorescence staining for NFATc4 in control
normoxic cells showed cytoplasmic localization with little or
no NFAT in the nuclei (Fig. 10a). Treatments of cells with
capsaicin (10 μM) or 4α-PDD (5 μM) for 30 min caused
reproducible translocation of NFATc4 into nuclei as shown
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Fig. 5 Effect of hypoxia on TRPV1 and TRPV4 mRNA and protein
expression. a qRT-PCR analysis of the relative expression of TRPV1
and TRPV4 mRNA in rat PASMC cultured 48 h under normoxia (21 %
O2) or hypoxia (1 % O2). Data are expressed as percent normalized to
HPRT mRNA. The number of independent experiments is indicated in
brackets. Mann-Whitney test showed no significant difference. b
Representative Western blot showing TRPV1 and TRPV4 channel
expression in rat PASMC cultured 48 h under normoxia (21 % O2) or
hypoxia (1 % O2). Upper panels indicate the expression of proteins of
interest and β-actin. Lower panels indicate the summary of TRPV1 and
TRPV4 protein expression measured by Western blot and normalized to
β-actin expression level in rat PASMC cultured 48 h under normoxia or
hypoxia. The number of independent experiments is indicated in
brackets. Mann-Whitney test showed no significant difference
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in the representative confocal fields and their corresponding
intensity profiles (Fig. 10b and d). Quantitative analysis dem-
onstrated that the NFATc4 nuclear/cytoplasmic fluorescence
ratio was 2.03±0.13 (n=30, Fig. 10f) in basal conditions and
3.50±0.22 (n=29, Fig. 10f) and 3.58±0.24 (n=52, Fig. 10g)
after capsaicin or 4α-PDD stimulation, respectively.We there-
fore investigated the change of NFATc4 localization in

PASMC pretreated for 30 min with 5 μMBAPTA-AM, a cell
permeant Ca2+ chelator, or 1 μM cyclosporin A (Fig. 10c, e),
an inhibitor of calcineurin which prevents the NFAT nuclear
translocation. In these conditions, a significant decrease in
agonist-induced NFATc4 nuclear/cytoplasmic fluorescence
ratio was observed as compared to control conditions
(Fig. 10f, g).
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Fig. 6 Effect of hypoxia on TRPV1 and TRPV4 intracellular
localization. a Representative confocal immunofluorescence fields of
smooth muscle cell markers in rat PASMC cultured under normoxia
(21 % O2). Cell nuclei were stained with DAPI. Cells were stained with
a primary antibody for α smooth muscle actin (α-SMA) and an Alexa-
Fluor 488-conjugated secondary antibody, and with a primary antibody
for calponin and an Alexa-Fluor 568-conjugated secondary antibody. b, d
Representative confocal immunofluorescence fields of rat PASMC
cultured under normoxia (21 % O2 for 48 h) or hypoxia (1 % O2 for
48 h). Cells were stained with a primary antibody for TRPV1 or

TRPV4, and an Alexa-Fluor 488-conjugated secondary antibody. c, e
Evaluation of membrane localization of TRPV1 and TRPV4 channels
by the fluorescence intensity profile of a typical line scan indicated by
the double-headed arrows in cell. The average ratios (PM/CS) of the
fluorescence signals of the cytoplasmic membrane (PM) to the
fluorescence signals of the cytosol (CS) of representative cells are
indicated under the panels. All images were taken with the same
illumination time. Data are mean value ± S.E.M. The number of cells is
indicated in brackets. Significant difference is indicated by one asterisk
when P<0.05, Mann-Whitney test. Scale bar=10 μm
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Then, we investigated the effect of hypoxia (1 % O2 for
48 h) on NFATc4 nuclear translocation (Fig. 10f, g). In the
absence of agonist, the NFATc4 nuclear/cytoplasmic ratio of
fluorescence was increased by 39 % after hypoxia exposure:
2.83±0.22 (n=40, in hypoxia, Fig. 10f) vs. 2.03±0.13 (n=30,
in normoxia, Fig. 10f). In contrast, hypoxia exposure did not
potentiate the TRPV1- and TRPV4-induced nuclear translo-
cation observed in normoxia: the NFATc4 nuclear/
cytoplasmic fluorescence ratio was 2.90±0.28 (n=23,
Fig. 10f) and 3.68±0.39 (n=24, Fig. 10g), respectively. As
in normoxic conditions, this agonist-induced NFATc4

relocalization was inhibited in presence of BAPTA-AM
(5 μM) or cyclosporin A (1 μM).

Finally, to determine if stretch is able to induce NFAT trans-
location sensitive to hypoxia, we investigated the change of
NFATc4 localization in PASMC superfused with hypotonic ex-
tracellular solution (225 mOsm/kg). This hypotonic stimulation
caused reproducible translocation of NFATc4 into nuclei as
shown in the representative confocal fields and their corre-
sponding intensity profiles (Fig. 11a). Indeed, in normoxic cells,
the NFATc4 nuclear/cytoplasmic ratio of fluorescence was in-
creased by 97 % after hypotonic solution exposure (Fig. 11b).
However, this effect was not potentiated by hypoxia (Fig. 11c).

Discussion

In vivo, during development of hypoxic PH, PA are subjected
to numerous stimuli such as increased pulmonary arterial pres-
sure or exposure to circulating factors in addition to hypoxia.
In the present work, we thus investigated the role of hypoxia on
PASMC independently of these additional factors. Using clas-
sical agonists and antagonists at the commonly used concen-
trations in cultured PASMC [2,5,25,29,38,46,49–51], we have
demonstrated that hypoxia modulates TRPV1 and TRPV4
channels that are the molecular basis of SAC, to potentiate
the effect of stretch thus suggesting that these channels can
act as direct signal transducers in the pathophysiology of PH.

In a previous study [4], in PASMC from chronically hyp-
oxic rat (CH rat), a common animal model of PH, we have
demonstrated an increased in the activity of SAC and in its
related hypotonic solution-induced calcium response. Indeed,

a

b

c

�Fig. 7 Effect of hypoxia on TRPV1- and TRPV4-induced PASMC
migration. a Effects of capsaicin or 4α-PDD on migration of rat
PASMC cultured under normoxia (21 % O2 for 48 h) or hypoxia (1 %
O2 for 48 h), evaluated by wound-healing assay. Cells were migrated in
serum-free DMEM (control conditions, 0 % FCS), supplemented with
10 μM capsaicin, or 10 μM capsaicin with 10 μM capsazepine, or 5 μM
4α-PDD, or 5 μM 4α-PDD with 5 μM HC067047 for 24 h. Results are
expressed as a percentage of cells migrating in control conditions. b, c
Effects of capsaicin or 4α-PDD on proliferation (b) and viability (c) of rat
PASMC cultured under normoxia (21 % O2 for 48 h) or hypoxia (1 % O2

for 48 h), evaluated by BrdU and Wst-1 colorimetric methods,
respectively. Cell proliferation was assessed by quantitative
determination of DNA synthesis using the Cell Proliferation ELISA
BrdU colorimetric method. Cell viability was assessed by the
colorimetric water soluble tetrazolium-1 assay, based on living cells’
cleavage of tetrazolium salt into formazan. Cells were incubated for
24 h in DMEM containing 0.2 % FCS (control conditions, 0.2 % FCS)
supplemented with 10 μM capsaicin (TRPV1) or 5 μM 4α-PDD
(TRPV4), or DMEM containing 10 % FCS before BrdU or Wst-1
incubation. Data are mean value±S.E.M. The number of independent
experiments is indicated in the brackets. Significant difference between
control conditions without agonist and experimental conditions is
indicated by one asterisk (P<0.05). Significant difference between
normoxic and hypoxic conditions is indicated by simple number sign
(P<0.05), Mann-Whitney test
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although the in vitro applied tension by cell swelling is cir-
cumferential, whereas in vivo the applied tension is longitudi-
nal according to the orientation of the cell within arteries, these
two types of stimulation activated the same population of
SAC with a similar sensitivity to pharmacological agents. In
the present study, we isolated PASMC from normoxic rat and

cultured these cells under in vitro hypoxia. We showed that
hypoxia (1 or 10 % O2 for 48 h) significantly increased the
hypotonic solution-induced calcium response, suggesting that
hypoxia might affect PASMC and SAC in particular. As hyp-
oxia is known to impact on K+ channels and thus on mem-
brane potential [31], a determinant of Ca2+ entry, we confirm

Pflugers Arch - Eur J Physiol



these results using another strategy (patch-clamp technique in
cell-attached configuration). In the presence of TEA, at a hold-
ing potential of −80 mV, negative pressure directly applied to
the cell membrane via the patch-clamp pipette induced
stretch-activated inward currents. In PASMC cultured under
hypoxia, channel activity was enhanced in comparison with
that observed in PASMC cultured under normoxia, pointing
out that SAC were affected by in vitro hypoxia exposure in-
dependently of K+ channel modulation. As reported in
intralobar pulmonary arteries from CH rat suffering from PH
[4], we propose that in vitro hypoxia-induced hyper-activity of
SAC occurring with subsequent higher elevation of [Ca2+]i
may generate myogenic tone, contributing in part to hypoxic
PH. Moreover, in the absence of extracellular calcium, the
percentage of responding cells to hypotonic solution was in-
creased as already observed in PASMC from CH rat. We pre-
viously suggested [7] that SAC and ryanodine receptor type 1
(RyR1) are strongly coupled in PASMC from CH rat,
caveolae participating to this coupling by forming a complex
microenvironment adequate for bringing closer membrane
SAC and RyR1. Futhermore, the remaining hypotonic
solution-induced calcium response in the presence of
TRPV1 and TRPV4 inhibitors suggest that TRPV1 and
TRPV4 are not the sole mechanosensitive channels implicated
in this response. Indeed, several other TRP channels have
been described as stretch-activated channels in rat PASMC
[12]. Hence, the relative contributions and interactions of
TRPV1 and TRPV4 channels, and other stretch-activated
channels in the hypotonic solution-induced calcium response
require further investigations. Conversely, regardless of the
severity of the hypoxia (1 or 10 % O2), a shorter exposure of
24 h was not sufficient to increase this calcium response. In
accordance, Yang et al. [49] have observed that in PA from the
chronically hypoxic rat, the increase of mechanosensitive
channel TRPV4 transcript was detected within 24 h, and the

�Fig. 8 Effect of hypoxia on TRPV1- and TRPV4-induced cytoskeleton
reorganization of PASMC. Representative confocal immunofluorescence
fields of rat PASMC cultured under normoxia (21 % O2 for 48 h) or
hypoxia (1 % O2 for 48 h). a–d Cells were stained with a primary
antibody for α smooth muscle actin (α-SMA) and an Alexa-Fluor 488-
conjugated secondary antibody. f–i Microtubule network stained with a
primary antibody for tubulin and an Alexa-Fluor 488-conjugated
secondary antibody. k–n Intermediate filament network stained with a
primary antibody for vimentin and an Alexa-Fluor 488-conjugated
secondary antibody. Quantification of fluorescence is expressed as a
percentage of integrated density of normoxic (21 % O2) or hypoxic
cells (1 % O2) for α-SMA (e), tubulin (j), and vimentin (o). Cell nuclei
were stained with DAPI. All images were taken with the same
illumination time. Data are mean value ± S.E.M. The number of
independent experiments is indicated in the brackets. Significant
difference between control conditions without agonist and experimental
conditions is indicated by one asterisk (P<0.05). Significant difference
between normoxic and hypoxic conditions is indicated by simple number
sign (P<0.05), or by triple number sign (P<0.001), Mann-Whitney test.
Scale bar=20 μm

a

b

c

Fig. 9 Involvement of TRPV1 and TRPV4 in the hypoxia-induced
cytoskeleton reorganization of PASMC. As already described in the
legend of the Fig. 8, cells were stained for the F-actin cytoskeleton, and
the tubulin and intermediate filament networks using specific antibodies.
Quantification of fluorescence is expressed as a percentage of integrated
density of untreated cells for α-SMA (a), tubulin (b), and vimentin (c) in
presence of capsazepine (10 μM) or HC067047 (5 μM) under hypoxic
conditions (1 % O2 for 48 h). Data are mean value ± S.E.M. The number
of independent experiments is indicated in the brackets. Significant
difference between control hypoxic conditions without antagonist and
experimental conditions is indicated by two asterisks when P<0.01,
Mann-Whitney test
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increase in protein was only observed after 48 h of hypoxia
exposure.

Then, among the different stretch-activated channels
expressed in pulmonary artery, we focused our attention on

a

b

c

d

e

f g
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TRPV1 and TRPV4 channels since they constitute the molec-
ular basis of SAC [27,40] and are involved in the migration of
rat PASMC [25]. Moreover, we and others recently demon-
strated that the activity of TRPV4 was increased in PASMC
from chronically hypoxic rat [2,49]. In this connection, the
present work demonstrates that only the TRPV4-induced
and not the TRPV1-induced calcium response was enhanced
by in vitro hypoxia exposure (1 % O2 for 48 h). Similarly, in

some cell types such as human umbilical vascular endothelial
(HUVEC) cells, rat hippocampal astrocytes, TRPV4 activity
was also increased by hypoxic stimuli [1,34]. Conversely,
overnight exposure to hypoxia combined to hyperglycemia
potentiated the TRPV1 activity in other cell type such as na-
tive rat sensory neurons and human embryonic kidney-
derived 293 (HEK293) cells expressing TRPV1 [36]. In
others recent studies, acute anoxia increased the TRPV1-
induced calcium response in DRG neurons [15], whereas
acute hypoxia partly activated basal TRPV1 current and atten-
uated capsaicin-induced TRPV1 current in HEK293 cells ex-
pressing TRPV1 [22]. The aforementioned studies thus dem-
onstrate the complex effects of hypoxia on TRPV channels.
One possible explanation is a specific effect of hypoxia on
amino acid residues and conformations in the protein, altering
intrinsic regulatory mechanism of the channel. Another possi-
bility, considering the high sensitivity of TRPV1 and TRPV4
to a variety of endogenous lipid-derivedmolecules [43], is that
hypoxia modulates the level of their endogenous ligands.
Indeed, prolonged exposure of mice to hypoxia increased
epoxyeicosatrienoic acid production after 24 h [32]. Finally,
hypoxia could also increase expression and/or plasma mem-
brane localization of TRPV. Several studies have revealed that
expression of some subtypes of the TRP channels are en-
hanced by hypoxia. Exposure of rat cultured PASMC to

�Fig. 10 Effect of hypoxia on TRPV1- and TRPV4-induced NFATc4
nuclear translocation. a–e Representative confocal immunofluorescence
fields of NFATc4 staining in rat PASMC cultured under normoxia (21 %
O2 for 48 h). Cell nuclei were stained with DAPI. Cells were stained with
a primary antibody for NFATc4 and an Alexa-Fluor 488-conjugated
secondary antibody. Intensity profiles (right panel) were determined for
regions indicated by the double-headed arrows in cell. a Control
conditions, b treatment with capsaicin (10 μM) for 30 min, c pre-
treatment with cyclosporin A (CsA, 1 μM) for 30 min followed by
30 min capsaicin stimulation (10 μM), d treatment with 4α-PDD
(5 μM) for 30 min, e pre-treatment with CsA (1 μM) for 30 min
followed by 30 min 4α-PDD stimulation (5 μM). Scale bar=10 μm. f,
g Quantification of the NFATc4 fluorescence ratio (nuclear to
cytoplasmic) after 30 min incubation with f capsaicin (10 μM) or g 4α-
PDD (5 μM). Data are mean value ± S.E.M. The number of cells is
indicated in brackets. Significant difference from normoxic (21 % O2)
control conditions is indicated by two asterisks (P<0.01), or three
asterisks (P<0.001). Significant difference from hypoxic (1 % O2)
control conditions is indicated by double number sign (P<0.01), or
triple number sign (P<0.001), Mann-Whitney test

a

b c

Fig. 11 Effect of hypoxia on
hypotonic solution-induced
NFATc4 nuclear translocation. a
Representative confocal
immunofluorescence fields of
NFATc4 staining in PASMC
cultured under normoxia (21 %
O2 for 48 h) and superfused with
hypotonic extracellular solution
(225 mOsm/kg) for 15 min. Cell
nuclei were stained with DAPI.
Cells were stained with a primary
antibody for NFATc4 and an
Alexa-Fluor 488-conjugated
secondary antibody. Intensity
profiles (right panel) were
determined for regions indicated
by the double-headed arrows.
Scale bar=10 μm. b, c
Quantification of the NFATc4
fluorescence ratio (nuclear to
cytoplasmic). Data are mean
value ± S.E.M. The number of
cells is indicated in brackets.
Significant difference from
corresponding control condition
is indicated by three asterisks
(P<0.001), Mann-Whitney test
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hypoxia increased TRPC1 and TRPC6 expression [47], and
similar results were obtained for TRPV1 in human cultured
PASMC [46]. Hypoxia also elicited the membrane transloca-
tion of a TRPC6/TRPV5 fusion protein [20]. Our present re-
sults based upon qRT-PCR, Western blotting, and immuno-
staining experiments, revealed that, in rat PASMC, the expres-
sion of TRPV1 and TRPV4 was not enhanced during the first
hours of hypoxia exposure, thus favoring the hypothesis of a
relocalization of the channels and/or an alteration of their in-
trinsic properties.

The present study also demonstrates that hypoxia signifi-
cantly amplified the already described TRPV1- and TRPV4-
induced PASMC migration [25], a crucial step in the progres-
sion of PH [30]. Indeed, cell migration is a multifactorial and
multistep process that requires a simultaneous change in both
cell morphology and adhesion that depend on [Ca2+]i [16].
However, calcium is not the only actor in the signaling cas-
cade since, whereas the migratory response is more important
in response to TRPV1 activation than to TRPV4, the reverse is
true concerning the amplitude of the calcium response. Since
(i) hypoxia, per se, is associated with changes in cytoskeleton
architecture (as shown in the present work) or up-regulation of
actin-associated proteins [52] and (ii) Goswami’s group re-
cently provided evidence that TRPV1 and TRPV4 directly
interact with cytoskeleton [8,9], one can suppose that hypoxia
facilitates the TRPV1- and TRPV4-induced depolymerization
of microtubules, resulting in an enhanced migratory response.

We next sought to determine the participation of the NFAT
transcription factor in these TRPV1 and TRPV4-induced ef-
fects. NFAT has been described as an integrator of calcium
signaling, playing a crucial role in the physiopathology of
PASMC. Indeed, this transcription factor has been implicated
in murine chronic hypoxia-induced pulmonary arterial remod-
eling with α-SMA up-regulation [3]. Wang et al. also sug-
gested that NFAT activation is involved in hypoxia-induced
human PASMC proliferation [44]. Moreover, it has been dem-
onstrated that TRPV4-mediated Ca2+ influx ensures NFAT-
dependent gene expression in osteoclasts [26]. Capsaicin-
induced TRPV1 activation was also followed by a NFAT nu-
clear translocation in neurons of dorsal root ganglion (DRG)
[21]. In the present study, capsaicin and 4α-PDD induced
comparable nuclear translocation of NFATc4. Since (i) a re-
cent work demonstrated that intermittent hypoxia causes an
NFATc3-dependent increase in vasoconstrictor reactivity to
endothelin-1 in mouse mesenteric arteries [6] and (ii) hypoxia
alters TRPV4-mediated calcium signaling (present study), we
speculate that hypoxia could enhance TRPV1- and TRPV4-
induced nuclear translocation of NFATc4. The present study
further demonstrates that in vitro hypoxia exposure induced
NFAT nuclear translocation, but hypoxia did not potentiate the
TRPV1- and TRPV4-induced nuclear relocalization observed
in normoxia. It is conceivable that NFAT nuclear translocation
during hypoxia might stimulate TRPV1 and TRPV4

expression through a positive feedback mechanism thus facil-
itating agonist-induced responses.

In conclusion, this study demonstrates the effect of hypoxia
on TRPV1 and TRPV4 channels, enhancing their migratory
induced-response in rat PASMC. The present findings that
in vitro hypoxia exposure affects SAC, TRPV1 and TRPV4
in particular, suggest that these channels could be primary
target genes of hypoxia-dependent transcription pathways,
playing critical role in the onset of the pathogenesis of
hypoxia-induced PH. In addition, once the disease is
established, the resulting increased intraluminal pressure and
change in transmural pressure are then directly transduced by
SAC which might then further enhance vascular remodeling
and hyperreactivity, contributing to the exacerbation of the
disease.
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2.3. Résultats complémentaires à ceux de l'article 

De nombreuses études montrent le rôle clé du facteur NFAT dans le développement et 

le maintien de l'HTP [148, 312]. Cependant, plusieurs isoformes du NFAT sont exprimées 

dans les CMLAP [148, 154, 155], et de nombreux stimuli sont capables d'activer cette voie, 

tels que la phényléphrine [155]et l’hypoxie [148]. 

Des expériences préliminaires nous ont permis de déterminer quelle(s) isoforme(s) du 

NFAT étai(en)t activée(s) par l'augmentation de la [Ca
2+

]i induite par l’ouverture des SAC. 

Les isoformes NFATc3 et NFATc4 sont les deux isoformes majoritairement exprimées dans 

les CMLAP [148, 155]. Mais, à l'heure actuelle, aucune n'est décrite comme étant activée par 

l’ouverture d'un SAC. Une étude montre la translocation nucléaire de NFATc1 par l'influx 

calcique induit par l'activation de TRPV4 au cours de la différenciation des ostéoclastes [313]. 

Nous avons donc testé ces trois isoformes après la stimulation de TRPV1 et TRPV4 par des 

expériences d'immunofluorescence. 

Des marquages immunofluorescents pour NFATc1, NFATc3 et NFATc4 dans les 

cellules contrôles montrent un marquage diffus cytoplasmique (Figure 50) et [311]. 

L'application de 4α-PDD (5 µM) ou de capsaïcine (10 µM), agonistes respectifs de TRPV4 et 

TRPV1, induit une translocation nucléaire reproductible de l'isoforme NFATc4 [311], mais 

pas des isoformes NFATc1 et NFATc3 (Figure 50).  

Le traitement avec l'un ou l'autre des agonistes à différentes durées, révèle que le 

pourcentage maximal de cellules présentant un marquage nucléaire pour le NFATc4 intervient 

à 30 minutes d'incubation (Figure 51 et Figure 52). 

Ces résultats montrent que l'activation de l'un ou l'autre des canaux TRPV1 et TRPV4 

permet seulement la translocation nucléaire de l'isoforme NFATc4. De nombreux travaux 

montrent pourtant une intervention prépondérante de l'isoforme NFATc3 dans le muscle lisse 

pulmonaire, et plus particulièrement dans l'HTP. En effet, l'exposition à une hypoxie 

chronique provoque la translocation nucléaire de cette isoforme dans les artères 

intrapulmonaires de souris [148]. De plus, les souris knock-out pour cette isoforme présentent 

un épaississement moindre de la média dans un contexte d'HTP [148]. Une autre étude 

présente NFATc1 comme cible de l'influx calcique médié par TRPV4 dans la différenciation 

des ostéoclastes [314]. Parallèlement, dans une étude de A. Yaghi et S. M. Sims [155], seule 

l'isoforme NFATc4 est activé par la stimulation d'un vasoconstricteur (phényléphrine), mais 

aussi par le 20-HETE, récemment montré comme activateur de TRPV1 [271]. Nos résultats 

suggèrent donc une voie de signalisation couplant NFATc4 et TRPV1/V4 dans les CMLAP, 

différentes des voies préalablement décrites impliquant NFATc3. 
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Figure 50 : Expression de NFATc1, et NFATc3 dans des CMLAP de rat. 

Images obtenues par immunofluorescence confocale montrant l'expression des isoformes NFATc1 et 

NFATc3 dans des CMLAP de rat. Les cellules ont été marquées pour le NFAT (B et E), les noyaux 

ont été marqués au DAPI (A et D). (C et F) profil de l’intensité de fluorescence du DAPI (en bleu) et 

du NFATc1 (C en vert) ou NFATc3 (F en vert) le long de la double flèche (A-B et D-E). La barre 

d'échelle représente 10 µm. (G et H) Translocation des isoformes NFATc1 et NFATc3 après 

stimulation au 4α-PDD (5 µM) ou à la capsaïcine (10 µM) pendant 30 minutes. Chaque valeur 

représente une valeur moyenne ± SEM. (n) indique le nombre de cellules étudiées. 
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Figure 51 : Cinétique de la translocation de NFATc4 induite par la stimulation de TRPV1. 

(A-C) CMLAP incubées pendant 10 minutes avec du 4α-PDD (5 µM).  

(D-F) CMLAP incubées pendant 30 minutes avec du 4α-PDD (5 µM). Les cellules ont été marquées 

pour l'α actine du muscle lisse (α-SMA) (A et D), et pour NFATc4 (C et F). Les noyaux sont 

marqués au DAPI (B et E). La barre d'échelle représente 25 µm. 

 

 

 

 

Figure 52 : Translocation nucléaire de NFATc4 au cours du temps suite à la stimulation de 

TRPV1 et TRPV4. 

Translocation nucléaire induite par l'application de 4α-PDD (5 µM) ou de capsaïcine (10 µM) en 

fonction du temps. Les cellules ont été incubées pendant le temps indiqué sur l'axe des abscisses. 

Chaque valeur représente une valeur moyenne ± SEM. Expérience réalisée sur des CMLAP issues de 

trois animaux. 
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2.4. Conclusion effet de l’hypoxie 

Les résultats obtenus précédemment montrent un effet direct de l’hypoxie sur 

l’activation des canaux TRPV1 et TRPV4 dans les CMLAP de rat. Cependant, ce type de 

conditionnement ne permet pas de mimer entièrement un phénotype de CMLAP issue de rat 

hypoxique chronique. En effet, la surexpression des canaux TRPV1 etTRPV4, observée dans 

le modèle animal n'est pas présente après le conditionnement in vitro. Il est donc tout à fait 

pertinent d’évaluer l’implication du stress mécanique sur ces cellules indépendamment de 

l’influence de l’hypoxie. Est-ce que le facteur "stress mécanique" est impliqué dans les 

mécanismes précoces de l’établissement d’une HTP en induisant une surexpression des SAC, 

ou agit-il uniquement comme stimulus, participant à la suractivation des SAC déjà modulés 

par l'hypoxie ? 

 

3. L'étirement exerce-t-il un effet direct sur les canaux 

TRPV4 dans les CMLAP ? 

Les CML vasculaires sont, de par leur localisation, exposées continuellement à des 

contraintes mécaniques. Les CMLAP de patients souffrant d’HTP sont sujettes à des 

contraintes excessives dues à l’augmentation de la pression sanguine. Ces contraintes 

mécaniques peuvent influencer les fonctions cellulaires telles que la migration ou la 

prolifération, comme cela a été montré dans les CML d'artères systémiques où l'étirement 

cyclique potentialise la prolifération [125]. 

Le but de cette étude est donc d’explorer in vitro l’influence d’un stress mécanique en 

s'affranchissant de la composante hypoxique intervenant dans le modèle des animaux 

hypoxiques chroniques couramment utilisés dans le domaine de l'étude de l'HTP. Grâce à une 

collaboration avec le Pr Philippe Gailly de l'Université Catholique de Louvain, nous avons pu 

obtenir des souris mutées pour TRPV4 (souris knock-out pour trpv4). Ce modèle nous permet 

de combiner l’extinction du gène trpv4 avec des outils pharmacologiques. De plus, dans la 

mesure où TRPV4 est l'isoforme des TRPV la plus exprimée dans les CMLAP [248, 278], 

mais également l'isoforme présentant les réponses calciques les plus importantes [87] et les 

plus augmentées lors de l'HTP, nous avons donc décidé de focaliser ce deuxième aspect de 

l'étude uniquement, sur cette isoforme. TRPV4 est notamment impliqué lors de la 

vasoconstriction hypoxique [242], et est donc sujette au stress mécanique engendré par cette 

contraction. De plus, cette isoforme est également impliquée dans la réponse contractile à la 

5-HT [296, 297], dont la concentration circulante est augmentée chez les patients HTP [51]. 

Enfin, des travaux du laboratoire montrent un rôle de TRPV4 dans la migration des CMLAP 

[87]. Ces critères suggèrent un rôle majeur de ce canal lors de l'établissement de l'HTP. 

Les modèles d'animaux hypoxiques chroniques développent une surexpression et une 

suractivation des canaux TRPV4. Mais est-ce que ces observations peuvent être induites par 

l'augmentation des tensions pariétales ? Tout d'abord, nous avons donc voulu voir si 

l'augmentation du stress mécanique pouvait être assez importante pour induire une 

suractivation de TRPV4 dans un modèle in vivo. Pour cela, nous avons comparé les réponses 

calciques induites par l'activation de TRPV4 dans des CMLAP issues de rats "monocrotaline" 

à des CMLAP issues de rats sains. Bien que ce modèle d'HTAP comporte une forte 

composante immunologique, ainsi qu'une dysfonction endothéliale importante, le modèle du 

rat "monocrotaline" pourrait nous permettre d'évaluer le rôle de l'augmentation des tensions 

pariétales sans intervention de l'hypoxie.  
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3.1. Utilisation du rat "monocrotaline" 

Au terme des quatre semaines suivant l’injection de la monocrotaline, temps 

nécessaire au développement de l'HTAP, l’hypertrophie cardiaque droite a été évaluée par la 

mesure du rapport de Fulton afin de vérifier l'état hypertendu des animaux. Dans le groupe 

des rats "monocrotaline", ce rapport est significativement augmenté de 0,25 ± 0,01 à 

0,48 ± 0,06 (Figure 53). 

 

Figure 53 :Mesure de l’hypertrophie cardiaque 

droite 

Rapport de Fulton mesuré chez les rats contrôles 

(Ctrl) et les rats injectés à la monocrotaline (MCT). 

Chaque valeur représente une valeur moyenne ± 

SEM. (N) indique le nombre d’animaux testés. ** 

indique une différence significative pour p < 0,01. 

Test de Mann et Whitney. 

 

 

 

 

3.2. Activation des SAC 

L’HTAP se caractérise par une perturbation de l’homéostasie calcique au niveau des 

CMLAP. Nous avons suivi les variations de la [Ca
2+

]i suite à une stimulation des canaux SAC 

par un étirement de la membrane plasmique dû à l’application d’une solution hypotonique 

(225 mOsm). L’application de cette solution hypotonique pendant deux minutes induit une 

augmentation de la [Ca
2+

]i de 107 ± 11 nM (n = 30) dans les CMLAP issues de rats contrôles 

(Figure 54). En revanche, l’amplitude de la réponse calcique dans les CMLAP issues de rats 

"monocrotaline" est de 418 ± 42 nM (n = 31) (Figure 54). Cette valeur est significativement 

plus importante que dans les CMLAP contrôles. 

Afin de vérifier que cette élévation de la [Ca
2+

]i correspond bien à un influx calcique à 

travers les SAC, ces mêmes expériences ont été réalisées en présence d’inhibiteurs des SAC : 

la streptomycine (200 µM), le gadolinium (100 µM) et la GsMTx-4 (5 µM). 

En présence de 200 µM de streptomycine, les cellules analysées présentent une 

augmentation de la [Ca
2+

]i, significativement plus faible (164 ± 36 nM ; n = 18) que celle 

observée pour les CMLAP de rats "monocrotaline" en absence de streptomycine (Figure 54). 

L’amplitude des réponses est également significativement plus faible en présence de GsMTx-

4 (5 µM), elle est de 133 ± 51 nM (n = 12), et de 59 ± 10 nM (n = 19) en présence de 

gadolinium (100 µM) (Figure 54). 

Nos résultats montrent une amplitude de la réponse calcique induite par choc 

osmotique plus importante dans les CMLAP issues de rats "monocrotaline" et suggèrent une 

implication des SAC. 
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Figure 54 : Mesure de la [Ca
2+

]i suite à la stimulation des SAC. 

(A) Enregistrement des réponses calciques suite à l’application d’une solution hypotonique 

(225 mOsm) sur des CMLAP issues de rats contrôles (ctrl, en gris) ou de rats injectés à la 

monocrotaline (MCT, en noir), en absence ou présence d’inhibiteurs des SAC : streptomycine 

(200 µM, en brun), gadolinium (Gd
3+

 : 100 µM, en vert) et GsMTx-4 (5 µM, en rouge). (B) Mesure 

de l’amplitude de la [Ca
2+

]i. Chaque valeur représente une valeur moyenne ± SEM. Le chiffre 

entre parenthèse indique le nombre de cellules étudiées. ** indique une différence significative 

pour p< 0,01par rapport aux cellules contrôles et 
##

 indique une différence significative pour p < 0,01 

par rapport aux CMLAP issues de rat "monocrotaline" en absence d’inhibiteur. Test de Mann et 

Whitney. 

 

3.3. Activation de TRPV4 

Dans la suite des expériences, nous avons voulu étudier l'activation de TRPV4. 

L'amplitude de la réponse calcique induite par l'activation de TRPV4 par le 4α-PDD (5 µM) 

est significativement augmentée dans les CMLAP issues de rats "monocrotaline" par rapport 

aux CMLAP issues de rats contrôles, et présentent une amplitude de 173 ± 8 nM (n = 64) et 

106 ± 11 nM (n = 23) respectivement (Figure 55). Ces résultats montrent donc une 

suractivation de TRPV4 dans l’HTAP indépendamment de l’hypoxie. On peut suggérer une 

action de l'augmentation des tensions pariétales engendrées par l’hypertension, sur les canaux 

TRPV4. Cependant ce modèle in vivo développe une forte dysfonction endothéliale, ne nous 

permettant pas d'attribuer ces résultats à l'effet du stress mécanique seul, mais il montre qu’in 

vivo l’hypoxie n’est pas indispensable pour induire une suractivation de TRPV4. 

  

A 
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Nous avons donc développé un modèle cellulaire in vitro afin d'étudier l’action du 

stress mécanique, indépendamment de tout autre facteur sur l'activité et l'expression des 

canaux TRPV4, mais également sur la migration et la prolifération des cellules musculaires 

lisses d'artères intrapulmonaires. De la même manière que pour l'hypoxie, nous avons exposé 

des CMLAP de souris (pour tirer parti de l'utilisation de la souris trpv4 knock-out) à un 

étirement uniaxial cyclique in vitro. 

Dès leur achèvement, les résultats présentés dans cette partie devraient donner lieu à la 

rédaction d'un second article dont je serai le premier auteur : "Cyclic mechanical stretch 

activates TRPV4-mediated pulmonary arterial smooth muscle cell reorientation and 

proliferation". 

 

  
Figure 55 : Réponses calciques induites par l’activation de TRPV4 dans des CMLAP de rat 

sains et "monocrotaline". 

(A) Enregistrement représentatifs de la [Ca
2+

]i (en nM) suite à l’activation de TRPV4 par du 4α-PDD 

(5 µM) dans des CMLAP issues de rats sains (control/Ctrl) ou injectés à la monocrotaline (MCT). 

(B) Mesure de l’amplitude de la réponse calcique induite par l'application de 4α-PDD (5 µM) sur ces 

cellules. Chaque valeur représente une valeur moyenne ± SEM. (n) indique le nombre de cellules 

étudiées. *** indique une différence significative pour p < 0,001. Test de Mann et Whitney. 

 

3.4. Description du modèle d'étirement in vitro 

Nous avons cultivé des cellules musculaires lisses d’artères intrapulmonaires de souris 

saines normoxiques sur un support flexible, une chambre en silicone préalablement 

recouverte d'une matrice de collagène I (3,66 mg/mL), et les avons soumises à un étirement 

cyclique (1 Hz, à 10 % ou 20 % d'étirement) en utilisant le système STREX STX-140-10 (B-

bridge international). 

 

Un étirement cyclique permet de mimer en partie les variations de tension pariétale intervenant au 

cours du cycle cardiaque (variations de tension correspondantes au cycle systole/diastole). 

Cependant, notons que la fréquence de ce cycle est nettement plus élevée chez les rongeurs, et en 

particulier chez la souris (environ 500 à 600 pulsations/minute), que chez l'Homme (environ 

70 pulsations/minute au repos). La fréquence d'étirement de 1 Hz imposée par l'appareil 

(60 cycles/minute) est la fréquence maximale imposable au système. 
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3.5. Effet de l'étirement sur l'activité de TRPV4 

Nous avons ensuite cherché à caractériser l'effet d'un étirement cyclique sur l'activité 

des canaux TRPV4 de CMLAP de souris. Nous avons donc réalisé des expériences d'imagerie 

calcique à l'aide de la sonde fluorescente Fura-PE3/AM, en stimulant les cellules avec du 4α-

PDD (5 µM), agoniste de TRPV4.  

Le conditionnement à l'étirement (10 ou 20 %, 1 Hz) pendant 24 heures ne permet pas 

d'observer de différences significatives du ratio de fluorescence basal (λ340nm / λ380nm) (avant 

stimulation) entre les cellules ayant subi un conditionnement à l'étirement de 10 ou 20 % 

(10,5 ± 0,6 ; n = 12 et 10,8 ± 0,8 ; n= 29 respectivement) et les cellules contrôles (11,2 ± 0,4 ; 

n= 59) (Figure 56 C). Après stimulation des CMLAP avec le 4α-PDD (5 µM) on observe une 

augmentation du ratio de fluorescence (Figure 56 A). Cette réponse est transitoire, nous 

observons ensuite un retour à la valeur basale. 

L'amplitude du ratio de fluorescence suite à l'activation de TRPV4 n'est pas modifiée 

après un conditionnement à l'étirement (10 %, 1 Hz, 24 heures). En effet, on observe une 

amplitude du ratio de fluorescence de 2.6 ± 0,2 (n = 59) en conditions contrôles et de 1,7 ± 0,3 

(n = 12), dans les CMLAP soumises à un étirement de 10 % (1 Hz) pendant24 heures (Figure 

56 D). À l'inverse, un stress mécanique plus important (20%, 1 Hz) pendant 24 heures 

provoque une augmentation significative de l'amplitude par rapport aux cellules contrôles 

avec un Δratio de 5,0 ± 0.6, (n = 29) (Figure 56 D). De plus, on observe également une 

augmentation significative de la pente de la courbe, avec 0,24 ± 0,04 Δratio.s
-1

 (n = 29) après 

conditionnement à l'étirement (24 heures, 20 %, 1 Hz) et 0,13 ± 0,02 Δratio.s
-1

 (n = 59) en 

conditions contrôles (Figure 56 E). Le conditionnement à un étirement de 20 % durant 24 

heures induit donc une augmentation de la [Ca
2+

]i significativement plus forte et plus rapide 

suite à l'activation de TRPV4 par son agoniste le 4α-PDD (5 µM). Les cellules issues de 

souris TRPV4-KO ne montrent aucune variation de la fluorescence émise suite à la 

stimulation avec le 4α-PDD (Figure 56 B), aussi bien en conditions contrôles qu'après 24 

heures d’étirement, contrairement aux cellules issues de souris WT. Ces résultats prouvent la 

spécificité de l'agoniste utilisé pour ces expériences. 

Nous avons ensuite voulu confirmer ces résultats grâce à des expériences de patch-

clamp en configuration "cellule entière" afin de réaliser des courbes I/V suite à l'activation de 

TRPV4 par du 4α-PDD (5 µM). En conditions contrôles, l'amplitude du courant généré à -

80 mV est de -12,1 ± 5,7 pA/pF (n = 5), versus de -31,1 ± 13,3 pA/pF (n = 6) après 24 heures 

d'étirement (20 %, 1 Hz) (Figure 56 F et G). En raison du faible nombre de cellules stimulées 

lors de ces expériences préliminaires, cette augmentation d'amplitude n'est pas significative et 

nécessite la poursuite des enregistrements électrophysiologiques. 

Ces premiers résultats montrent que l’étirement uniaxial cyclique module la réponse 

calcique induite par l’activation de TRPV4 dans les CMLAP. En effet, 24 heures de 

conditionnement à un stress mécanique sont suffisantes pour induire une augmentation 

significative de la réponse calcique induite par l'activation du canal TRPV4. 

 

E 
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Figure 56 : Effet de l'étirement sur l'activité de TRPV4. 

(A) Réponses calciques induites par l'application de 4α-PDD (5 µM) sur des CMLAP issues de souris 

WT ou TRPV4-KO (B). (C) Ratio de fluorescence basale,(D) amplitude de la réponse calcique et (C) 

pente de l'augmentation du ratio de fluorescence en Δratio.s
-
1, induite par l'application de 4α-PDD (5 

µM) sur CMLAP issues de souris WT soumises à un étirement uniaxial cyclique (1 Hz, 24 heures) de 

10 % (en gris) ou 20 % (en noir) ou non (en blanc). (F) Enregistrement électrophysiologique en 

configuration cellule entière montrant un courant représentatif après application de 4α-PDD (5 µM) 

sur des CMLAP de souris WT en absence de conditionnement à l'étirement. (G) Amplitude du 

courant à -80 mV de CMLAP stimulées au 4α-PDD (5 µM) après conditionnement à un étirement 

uniaxial cyclique (1 Hz, 24 heures) de 20 % (en noir) ou non (en blanc). Chaque valeur représente 

une valeur moyenne ± SEM. (n) indique le nombre de cellules étudiées. *** indique une différence 

significative pour p < 0,001 par rapport au contrôle sans étirement. ns : non significatif. (C-E) Test de 

Kruskal et Wallis et (G) test de Mann et Whitney. 
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3.6. Effet de l'étirement sur la localisation cellulaire de TRPV4 

 

 

Figure 57 : Localisation de TRPV4 dans des CMLAP en absence d’étirement. 

Images obtenues par immunofluorescence confocale de CMLAP de souris trpv4 KO (A-C) et WT 

(D-F). La barre d’échelle représente 25 µm. (A et D) Marquages au DAPI des noyaux, (B et E) pour 

l’α-actine de muscle lisse (α-SMA) et (C et F) pour TRPV4. (G et H) Agrandissement des zones 

correspondantes au carré blanc des marquages α-SMA et TRPV4 respectivement. La barre d'échelle 

représente 10 µm.  

 

Le conditionnement à l'étirement potentialise la réponse calcique induite par 

l'activation de TRPV4. De la même manière que l'hypoxie induit une relocalisation des 

canaux TRPC6 à la membrane [309], le stress mécanique pourrait augmenter la proportion de 

canaux activables à la membrane, et ainsi potentialiser la réponse calcique induite par 

l'activation de TRPV4. Cette hypothèse a été vérifiée par immunofluorescence en étudiant la 

localisation de TRPV4 au sein de la CMLAP. Des expériences préliminaires réalisées sur des 

CMLAP issues de souris TRPV4-KO présentent une absence de marquage pour TRPV4. Ces 

résultats prouvent la spécificité de l'anticorps primaire dirigé contre TRPV4 (Figure 57 A-C). 

 

F 



 

126  Effets de l’étirement 
 

 

Figure 58 : Le conditionnement à l'étirement induit une relocalisation de TRPV4. 

Images obtenues par immunofluorescence confocale de CMLAP de souris soumises à un étirement 

uniaxial de 20 % (24 heures, 1 Hz). (A et D) Marquages au DAPI des noyaux, (B et E) pour l’α-

actine de muscle lisse (α-SMA) et (C et F) pour TRPV4. (A-C) CMLAP confluentes au sein du tapis 

cellulaire. (D-F) CMLAP en bordure de culture. La relocalisation de TRPV4 est indiquée par les 

flèches blanches. La barre d’échelle représente 25 µm. (G et H) Agrandissement des zones 

correspondantes au carré blanc des marquages α-SMA et TRPV4 respectivement. La barre d'échelle 

représente 10 µm.  

 

Dans les CMLAP issues de souris WT, le marquage pour TRPV4 présente une 

distribution homogène dans le cytoplasme des cellules positives pour l'α-actine du muscle 

lisse (Figure 57 F et H). Après 24 heures d'étirement (20 %, 1 Hz), on observe une 

relocalisation du canal. En effet, le marquage pour TRPV4 est plus prononcé à certaines 

extrémités de la cellule, le marquage cytoplasmique n'ayant pas complètement disparu (Figure 

58 F). Cependant cette relocalisation n'est pas observée sur l'ensemble des cellules présentes 

sur la membrane étirable. En effet, on peut remarquer que les cellules confluentes, au sein du 

tapis cellulaire montrent une expression de TRPV4 similaire à la condition contrôle (Figure 

58 C). À l'inverse, les cellules en bordures de culture, qui possèdent un aspect de cellules 

migrantes (prolongements cytoplasmiques) présentent une relocalisation du canal (Figure 58 

F et H). Les extensions membranaires où se retrouve le marquage pour TRPV4 correspondent 

à l'accumulation du marquage pour l'α-SMA sous membranaire (Figure 58 G et H) et 

suggèrent la présence du canal au sein de structures de type lamellipodes ou filopodes, 

essentielles lors de la migration cellulaire. 

L'augmentation de la réponse calcique pourrait également être due à une surexpression 

du canal. Des expériences de RT-PCR quantitative et de Western-blot sont actuellement en 

cours de réalisation au laboratoire, et nous permettront de vérifier cette hypothèse.  
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3.7. Effet de l’étirement sur la signalisation calcique induite par la vidange des stocks 
calciques du réticulum sarcoplasmique 

Les résultats précédents montrent qu'un étirement uniaxial cyclique important (1 Hz, 

20 %, 24 heures) induit une augmentation significative de la signalisation calcique induite par 

l'activation de TRPV4. La perturbation de l'homéostasie calcique est un élément important 

lors du développement de l'HTP. De plus, une étude récente menée au laboratoire montre que 

l'organisation spatiale des stocks calciques et des RyR dans les CMLAP de rat est importante 

pour la signalisation cellulaire et qu’est impliquée dans l'HTP. Ainsi, cette étude met en 

évidence que la réponse calcique induite par un choc osmotique est augmentée dans les 

CMALP de rats ayant développé une HTP, et que cette augmentation est associée à une 

distribution spatiale différente des isoformes des RyR. [299]. Une augmentation de la 

signalisation calcique induite par l'activation de TRPV4 pourrait avoir pour conséquence 

l'augmentation de la recapture du calcium dans le réticulum sarcoplasmique via les pompes 

SERCA par exemple. Il est donc pertinent d'évaluer le rôle d'un conditionnement in vitro à 

l'étirement sur l'état des stocks calciques. Pour cela, nous avons réalisé des expériences 

d'imagerie calcique (sonde Fura-PE3/AM) en induisant la vidange des stocks calciques du 

réticulum en bloquant les pompes SERCA à l'aide d'acide cyclopiazonique (10 µM) et de 

thapsigargine (1 µM). 

Avant stimulation, en absence de calcium extracellulaire, les CMLAP de souris WT 

présentent une [Ca
2+

]i stable de pour les CMLAP contrôles (16,3 ± 0,6 ; n = 29), pour les 

CMLAP soumises à un étirement de 10 % (14,1 ± 0,5 ; n = 36) et suite à un étirement de 20% 

(1 Hz, 24 heures) (13,3 ± 0,9 ; n= 7) (Figure 59 A). 

Suite à l'application d'acide cyclopiazonique (10 µM) et de thapsigargine (1 µM), on 

observe une augmentation de la [Ca
2+

]i. L'amplitude du ratio de fluorescence (λ340nm/λ380nm) 

présente un Δratio de 5,1 ± 0,4 (n = 29) en conditions contrôles qui augmente jusqu'à 

6,8 ± 0,5 (n = 36) après un conditionnement à 10 % d'étirement et à 6,5 ± 1,1 (n = 7) après un 

conditionnement à 20 % d'étirement (Figure 59 B). En raison du faible nombre de souris 

utilisées lors de ces expériences préliminaires (N = 2), cette augmentation d'amplitude n'est 

pas significative et nécessite la poursuite des enregistrements. 

Ces résultats concordent avec l'augmentation de l'influx calcique par CICR (calcium 

induced calcium-release) observé dans les CMLAP de rat "monocrotaline" [299]. Un influx 

calcique plus important à travers TRPV4 augmenterait la [Ca
2+

]i et potentiellement sa 

recapture dans le réticulum sarcoplasmique par des SERCA, augmentant ainsi la [Ca
2+

] dans 

le réticulum. 
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Figure 59 : Vidange des stocks calciques du réticulum sarcoplasmique par l’acide 

cyclopiazonique (10 µM) et la thapsigargine (1 µM). 

(A) Ratio de fluorescence basale avant stimulation. (B) Augmentation du Δratio de fluorescence 

induite par l'application d'acide cyclopiazonique (CPA - 10 µM) et de thapsigargine (TG - 1µM) sur 

des CMLAP issues de souris WT. Les cellules ont été soumises à un étirement cyclique de 10 ou 

20 %, (1 Hz) ou non pendant 24 heures. Chaque valeur représente une valeur moyenne ± SEM. 

(n) indique le nombre de cellules étudiées. 

 

3.8. L’étirement uniaxial cyclique modifie l’organisation du tapis cellulaire 

Après avoir quantifié l'influence de ce conditionnement in vitro sur la signalisation 

calcique, nous avons cherché à évaluer l'action du stress mécanique sur les mécanismes 

cellulaires impliqués dans le développement de l'HTP. 

Premièrement, suite à un étirement cyclique (20 %, 1 Hz), le tapis cellulaire est 

réorganisé et présente un alignement perpendiculaire par rapport à l'axe d'étirement. Cette 

réorganisation cellulaire apparaît clairement et rapidement après le début de l'étirement et se 

maintient tant que l'étirement dure (testé jusqu'à 96 heures), (Figure 60 A-D). Cette 

réorganisation rappelle l'organisation des CMLAP au sein de leur tunique (Figure 60 E). En 

effet, comme décrit dans la section "1.2.2 la media" les CMLAP sont jointives et alignées de 

cette manière au sein de la media. Ce système in vitro permet un conditionnement des cellules 

qui semblent plus proche de leur environnement in vivo. 

Si l’on suppose une intervention du stress mécanique dans l'établissement d'un 

phénotype de type "HTP", on peut alors se demander si les canaux sensibles à l'étirement, et 

plus particulièrement TRPV4, participent aux réponses précoces des CMLAP suivant 

l'application d'un étirement. Nous avons alors cherché à déterminer l'implication des SAC et 

de TRPV4 sur la réorganisation du tapis cellulaire. 

L’analyse en microscopie confocale, des cellules marquées à la phalloïdine-FITC 

révèle que les fibres de stress d'actine sont réalignées perpendiculairement à l’axe de 

l’étirement. Comme décrit dans la section "matériels et méthodes", cet arrangement du 

cytosquelette d'actine nous permet de quantifier le pourcentage de cellules présentant un 

alignement à 90° ± 30° par rapport à l'axe d'étirement.  
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On remarque alors que la réorientation des fibres de stress intervient très tôt après 

l'induction du stress mécanique. Après seulement deux heures d'étirement à 10 % (1 Hz), on 

observe une augmentation significative du pourcentage de cellules présentant un réalignement 

par rapport au tapis cellulaire en conditions contrôles. Ce pourcentage passe de 29,3 ± 0,9 % 

(N = 3) à 65,1 ± 8,4 % (N = 3). On peut également observer que l'intensité de l'étirement 

influence cette réorganisation. En effet, à 20 % d'étirement pour une durée identique 

(2 heures), le pourcentage de cellules alignées est significativement plus important avec 

93,7 ± 0,9 % (N = 3) de cellules alignées (Figure 61). Par contre, de façon intéressante, en 

doublant la durée de l'étirement, on ne change pas les résultats observés précédemment. Après 

quatre heures d'étirement (1 Hz), l'orientation du tapis cellulaire ne change pas avec 

28,7 ± 1,2 % (N = 3) de cellules alignées en conditions contrôles contre 61,1 ± 2,8 % (N = 3) 

et 93,1 ± 4,2 % (N = 3) de cellules alignées à 10 et 20 % d'étirement respectivement (Figure 

62). 

On peut constater que sur la période étudiée, le paramètre "intensité" d'étirement est 

prépondérant par rapport au paramètre "durée". 

  

Figure 60. : L'étirement cyclique uniaxial in vitro mime un 

environnement in vivo 

 (A-D) Images en contraste de phase de CMLAP de souris WT 

soumises à un étirement uniaxial cyclique (1 Hz, 20 %).(A) prise à 

t = 0h ; (B) à t = 24 h ; (C) à t = 48 h et (D) à t = 72 h. La barre 

d'échelle représente 100 µm. (E) Immunofluorescence "en face" 

d'une artère intrapulmonaire. Les noyaux sont marqués au DAPI. 

La barre d'échelle représente 10 µm. 
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Figure 61 : L'étirement induit une réorganisation du tapis cellulaire. 

(A-B) Marquages des fibres de stress d'actine à la phalloïdine-FITC sur des CMLAP de souris WT 

soumises à un étirement (20 %, 1 Hz, 2 heures) (B) ou non (A). La barre d'échelle représente 10 µm. 

(C) Nombre de CMLAP présentant un alignement à 90° ± 30° par rapport à l'axe d'étirement en % du 

nombre total de cellules soumises à un étirement (20 %, 1 Hz, 2 heures ; en noir) ou non (en blanc). 

Chaque valeur représente une valeur moyenne ± SEM. "N" représente le nombre de souris utilisées. 

Test du χ². 

 

 
Figure 62 : Effet de la durée et de l'intensité 

de l'étirement sur la réorientation des 

cellules. 

Nombre de CMLAP présentant un alignement 

à 90° ± 30° par rapport à l'axe d'étirement en % 

du nombre total de cellules soumises à un 

étirement (10 %, 1 Hz : en gris et 20 %, 1 Hz : 

en noir) ou non (en blanc) pendant 2 

(marquage plein) ou 4 heures (hachuré). 

Chaque valeur représente une valeur moyenne 

± SEM. "N" représente le nombre de souris 

utilisées. Test du χ². 

 

 

 

3.9. Le réalignement cellulaire induit par l’étirement nécessite l’activation des canaux 
sensibles à l’étirement. 

Afin de vérifier l'implication des SAC dans la réorganisation du tapis cellulaire, nous 

avons utilisé des inhibiteurs pharmacologiques des canaux SAC et TRPV. Dans un premier 

temps, nous avons testé l'implication des SAC en pré incubant pendant 30 minutes les 

CMLAP avec de la GsMTx-4 (5 µM), inhibiteur des SAC. On observe alors plus que 41,5 ± 

2,5 % (N = 3) de cellules alignées suite à un étirement de 10 % (1 Hz) pendant deux heures, et 

plus que 17,3 ± 4,8 % (N = 3) suite à un étirement de 20 % (1 Hz) pendant deux heures 

(Figure 63 B et D). Puis, l'implication des canaux TRPV a été évaluée grâce à l'application de 

rouge de ruthénium (10 µM). On observe des résultats similaires avec 39,8 ± 3,9 % (N = 3) et 

35,1 ± 23,5 % (N = 3) de cellules alignées suite à des étirements identiques (1 Hz, 2 heures à 

10 % ou 20 %, respectivement) (Figure 63 A et D).  
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Enfin, l'intervention de TRPV4 a été évaluée par l'utilisation de CMLAP issues de 

souris trvpv4-KO. Ces cellules ne présentent aucune réorganisation après un étirement (10 %, 

1 Hz, 2 heures) avec 17,1 ± 3,8 % (N = 3) de cellule alignées (Figure 63 C et E). 

Ces résultats suggèrent une intervention des canaux sensibles à l'étirement, et plus 

particulièrement du canal TRPV4, dans la réorganisation du tapis cellulaire à 90° par rapport 

à l'axe d'étirement. 

 

3.10. Effet de l’étirement sur la migration 

Comme nous l'avons montré, l'étirement affecte l'orientation du tapis cellulaire 

rapidement après son application suggérant son implication dans les phénomènes migratoires. 

La réalisation de brèches sur les chambres en silicone n'était pas réalisable, nous avons donc 

cherché à évaluer l’effet de l’étirement mécanique par un suivi de cellules en vidéo 

microscopie "time-lapse". 

Les CMLAP ont été suivies sur une période de 10 heures à une fréquence d'acquisition 

de 1 image toutes les 10 minutes. Les expériences préliminaires effectuées ne montrent 

aucune différence sur la distance parcourue spontanément par les CMLAP soumises à un 

étirement ou non. Nous avons aussi bien évalué la distance totale parcourue (distance 

accumulée) que la distance absolue (distance euclidienne). Les CMLAP contrôles et 

conditionnées ont parcouru respectivement 149 ± 14 µm (n = 24) et 147 ± 9 µm (n = 29) en 

6 heures en terme de distance réellement parcourue (distance accumulée) (Figure 64 B). Ces 

mêmes cellules ont parcouru sur la même période de temps 70 ± 8 µm (n = 24) en conditions 

contrôles contre 76 ± 6 µm (n = 29) après le conditionnement in vitro (étirement de 20 %, 

1 Hz, 24 heures) (Figure 64 A). Aucune différence significative n'a été observée entre ces 

deux populations de cellules. 

Le conditionnement à l'étirement n'induit pas non plus de changement de vitesse de 

déplacement avec 0,36 ± 0,04 µm.min
-1

 (n = 24) pour les CMLAP contrôles contre 

0,33 ± 0,02 µm.min
-1

 (n =29) après le conditionnement (Figure 64 D), ni de directions prises 

par les cellules lors de leur déplacement sur la matrice de collagène, avec 0,49 ± 0,04 (n = 24) 

pour les cellules contrôles et 0,51 ± 0,03 (n = 29) pour les cellules après le conditionnement 

(Figure 64 C). 

Comme observé lors du conditionnement à l’hypoxie [311], le conditionnement à 

l'étirement ne potentialise pas la migration basale des CMLAP en absence de stimulus. Des 

expériences complémentaires en stimulant la migration des CMLAP de souris WT avec du 

4α-PDD (5 µM), sont en cours de réalisation au laboratoire. Ces résultats nous permettront de 

regarder l'effet du conditionnement à un stress mécanique sur la migration induite par 

l'activation de TRPV4. 
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Figure 63 : Implication des canaux SAC, TRPV et TRPV4 dans la réorientation du tapis 

cellulaire. 

(A-B) Marquages des fibres de stress d'actine à la phalloïdine-FITC sur des CMLAP de souris WT 

ou (C) trpv4-KO. (A et B) CMLAP de souris WT soumises à un étirement (20 %, 1 Hz, 2 heures) en 

présence de (A) rouge de ruthénium (10 µM) ou (B) de GsMTx-4 (5 µM). (C) CMLAP de souris 

trpv4-KO soumises à un étirement (10 %, 1 Hz, 2 heures). La barre d'échelle représente 10 µm. (D) 

Nombre de CMLAP présentant un alignement à 90 ± 30° par rapport à l'axe d'étirement en % du 

nombre total de cellules, en absence (gris) ou présence de rouge de ruthénium (RR - 10 µM) ou de 

GsMTx-4 (5 µM). (E) Nombre de CMLAP issues de souris WT (en blanc) ou trpv4 KO (en rouge) 

présentant un alignement à 90 ± 30° par rapport à l'axe d'étirement en % du nombre total de cellules. 

Chaque valeur représente une valeur moyenne ± SEM. "N" représente le nombre de souris utilisées. * 

indique une différence significative pour p < 0,05 ; *** pour p < 0,001. Test du χ². 

 

3.11. Effet de l’étirement sur la prolifération cellulaire 

La prolifération des CMLAP est un autre phénomène clé lors de la muscularisation des 

artères pulmonaires intervenant au cours de l’hypertension pulmonaire. La lecture du test 

colorimétrique de BrdU avec le lecteur de plaque n'était pas réalisable sur les chambres en 

silicone. Nous avons donc évalué le taux de prolifération à l'aide de la protéine KI-67 par 

immunofluorescence. La présence de cette protéine dans les noyaux (marqués au DAPI) 

reflète l'état prolifératif des CMLAP. 
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Un étirement cyclique de 20 % pendant 24 heures augmente significativement le 

nombre de cellules possédant un marquage KI-67 nucléaire, avec 15 ± 3 % de cellules 

marquées (N = 3) (Figure 65). Cependant un étirement plus faible (10 %) ne semble pas 

suffisant pour observer un changement de l’état prolifératif des CMLAP avec 10 ± 4 % de 

cellules en prolifération après conditionnement (N = 3), contre 7 ± 3 % de cellules en 

conditions contrôle (N = 3) (Figure 65). Des résultats préliminaires réalisés sur des CMLAP 

de souris trpv4-KO montrent une absence d'augmentation du marquage KI-67 nucléaire après 

un conditionnement à 20 % d'étirement pendant 24 heures (Figure 65). On observe 1 % de 

cellules marquées (N = 1), contre 4 % en condition contrôle (N = 1) (données non montrées). 

Le paramètre intensité d'étirement influence la proportion de CMLAP en état 

prolifératif. En effet, un étirement important (20 %), établi comme mimant une condition 

pathologique potentialise la prolifération, alors qu'un étirement de 10 %, établi comme 

physiologique, n'induit pas de changement. Des expériences complémentaires seront réalisées 

afin d'évaluer si cette potentialisation de la prolifération pourrait être activée par 

l'augmentation de la signalisation calcique induite par l'activation de TRPV4. 

 

  

Figure 64 : Effet de l'étirement sur la migration des CMLAP. 

(A) Distance euclidienne en µm. (B) Distance accumulée en µm. (C) Direction prise par les CMLAP. 

Cet index correspond au rapport entre la distance euclidienne et la distance accumulée. (D) Vitesse 

de déplacement des CMLAP en µm.min
-1

. Chaque valeur représente une valeur moyenne ± SEM : en 

noir pour les CMLAP soumises à un étirement uniaxial cyclique (20 %, 1 Hz, 24 heures), et en blanc 

pour les CMLAP contrôles. (n) représente le nombre de cellules étudiées. "ns" : non significatif. Test 

de Mann et Whitney. 
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Figure 65 : Effet de l'étirement sur la prolifération des CMLAP. 

Marquages immunofluorescents de CMLAP pour le marqueur KI-67 (en magenta, indiqué par les 

flèches) et pour l'α-actine du muscle lisse (α-SMA, en vert) après conditionnement à l’étirement 

(20 %, 1 Hz, 24 heures) (B) ou non (A). Les noyaux sont marqués au DAPI (en bleu). La barre 

d'échelle représente 50 µm. (C) Quantité de CMLAP positives pour le marqueur KI-67 en % du 

nombre total de cellules. Chaque valeur représente une valeur moyenne ± SEM. (N) représente le 

nombre de souris utilisées. * indique une différence signification pour p < 0.05. Test du χ². 

 

3.12. Discussion effet de l’étirement 

Au cours de cette étude, nous avons directement cherché à déterminer si les 

modifications observées sur les CMLAP lors d'une HTP pouvaient être induites par 

l'augmentation du stress mécanique (augmentation des tensions pariétales au sein de la media) 

survenant au cours de la pathologie. Les résultats présentés montrent pour la première fois 

une action directe d'un stress mécanique appliqué in vitro sur des CMLAP 

indépendamment de tout autre facteur environnemental. 

Comme cela a été montré dans l’étude de Dick et ses collaborateurs [315], le 

conditionnement à un étirement de 10 % peut être assimilé à un "étirement physiologique", et 

le conditionnement à un étirement de 20 % à un étirement pathologique qui surviendrait au 

cours d’une HTP. Les auteurs montrent que suite à un étirement de 20 % de la longueur 

initiale pendant 24 heures les CMLAP de rat présentent des niveaux de production de ROS 

(espèces réactives de l’oxygène) significativement supérieurs aux CMLAP en absence 

d’étirement ou soumises à un étirement de 10 %. Dans notre étude, nous avons tout d’abord 

montré que l’amplitude de la réponse calcique induite par l’activation de TRPV4 (4α-

PDD, 5 µM) était corrélée avec l’intensité de l’étirement. En effet, celle-ci est fortement 

augmentée par le conditionnement à un étirement de 20 % pendant 24 heures, (Figure 56), de 

la même manière que dans les cellules issues de rats hypoxiques chroniques [103, 278]. À 

l’inverse, un étirement modéré (10 %) n’induit pas de modification de la signalisation 

calcique (Figure 56). Les vaisseaux sanguins sont constamment exposés à des contraintes 

mécaniques. En conditions physiologiques, la pression intraluminale des artères pulmonaires 

est faible (15 mmHg), et les variations de tensions pulsatiles sont connues pour réguler le 

tonus vasomoteur, ainsi que pour maintenir un phénotype musculaire lisse contractile [316]. 

Avec l’augmentation des résistances à l’écoulement et l’augmentation du travail du cœur droit 

survenant au cours de l’HTP, on peut supposer que les contraintes mécaniques liées aux 

tensions pariétales augmentent elles aussi. Un étirement supérieur à 10 % pourrait constituer 

un stimulus menant à l’augmentation de la signalisation calcique des CMLAP.  
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L’augmentation de la réponse calcique que nous avons observée pourrait être due à 

une surexpression des canaux TRPV4, comme cela a été montré précédemment dans le 

modèle du rat hypoxique chronique [103, 278]. Cette hypothèse sera vérifiée par des 

expériences de RT-PCR quantitative et de Western-blot, actuellement en cours de réalisation 

au laboratoire. Mais l’augmentation de la réponse calcique observée pourrait également être 

due à une augmentation de la proportion de canaux à la membrane. Ce mécanisme  a déjà 

été montré pour l'isoforme TRPV2 après application locale d’un stress mécanique sur des 

cellules de fibrocarcinome (HT1080) [317], ou par une stimulation des cellules CHO, 

transfectées avec TRPV2 à l'IGF-1 [310]. D’autres études montrent que l’hypoxie induit une 

relocalisation de TRPC6 [309] et de TRPV1 dans les CMLAP [311]. Nous avons donc réalisé 

une première série d’expériences d’immunofluorescence couplée à de la microscopie 

confocale nous permettant de suivre la localisation de TRPV4. Ainsi, les premiers résultats 

obtenus montrent une relocalisation à la membrane de TRPV4 dans les CMLAP soumises 

à un étirement de 20 % pendant 24 heures, conditions induisant une augmentation des 

réponses calciques (Figure 57). L’étirement induit donc une redistribution du pool de TRPV4 

cytosolique à la membrane, ces résultats préliminaires étant à confirmer par une analyse 

quantitative. 

Nos résultats montrent également que cette relocalisation touche principalement les 

CMLAP isolées, en bordure du tapis cellulaire, alors que les CMLAP confluentes au sein 

du tapis cellulaire présentent un marquage cytosolique. Une étude réalisée sur des cellules 

BTEC (cellules de carcinomes mammaires) montrent des réponses calciques induites par 

l'activation de TRPV4 (avec du 4α-PDD) différentes selon la localisation des cellules. Les 

réponses calciques sont significativement plus importantes dans les cellules en bordure du 

tapis cellulaire, par rapport à des cellules au sein du tapis cellulaire [318]. Les auteurs 

attribuent un caractère migratoire aux cellules en bordure de culture. Mais peut-on corréler 

l’augmentation de l’influx calcique induit par une relocalisation de TRPV4 à la migration ? 

La migration des CMLAP vers les vaisseaux non muscularisés est l'un des mécanismes 

intervenant lors de l'établissement de l'HTP. Or les études du laboratoire montrent que 

TRPV4 est impliqué dans la migration des CMLAP de rats normoxiques [87, 297]. De plus, 

des études montrent que l’application d’un stress mécanique de type étirement est 

impliqué dans la régulation de la prolifération et de la migration des cellules 

endothéliales [319, 320], ainsi que dans l'angiogenèse [321, 322]. 

La migration cellulaire consiste en un assemblage (au niveau du front de 

migration) et un désassemblage (queue de rétractation) constants d'adhésions à la 

matrice extracellulaire [323, 324]. De plus, la distribution de différents messagers et 

effecteurs, tels que les Rho GTPases, des kinases et les ions Ca
2+

 [233, 325] contribuent à 

créer et maintenir une polarité cellulaire nécessaire au mécanisme de la migration. Puisque le 

calcium fait office de second messager dans les mécanismes liés à la migration, des études 

ont démontré l'action des canaux calciques voltage-dépendants de type-L [326], mais aussi 

des canaux TRPM7 [327, 328], TRPC1 [329], TRPV1 et TRPV4 [87] dans la migration. Une 

étude montre notamment que TRPM7 est responsable de l’influx calcique au sein des 

lamellipodes du front de migration des fibroblastes, permettant la polarisation de la cellule 

[330] en direction des chémoattractants. De plus, il a été montré qu’une accumulation de 

TRPV2 à la membrane induit une augmentation de l’influx calcique qui potentialise la 

migration des cellules de cancer de la prostate (cellules PC3) par l’augmentation de 

l’expression de métalloprotéinases de la matrice (MMP2 et MMP9) [331]. Les points 

d'adhésions focaux contiennent de nombreuses protéines, notamment des protéines qui lient la 

matrice extracellulaire (comme les intégrines), mais aussi des protéines qui lient le 

cytosquelette d'actine (comme la taline). Des interactions entre TRPV4 et différents 

éléments impliqués dans la migration ont déjà été décrites. Ainsi TRPV4 interagit 

directement avec MAP-7 (microtubule-associated protein 7) [332], l'actine et la tubuline [221, 
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223]. Enfin, une étude récente montre une expression et une intervention de TRPV4 au 

niveau de la queue de rétractation de cellules HEK [333]. Ainsi, dans notre étude la 

relocalisation de TRPV4 induite par étirement "pathologique" pourrait créer un microdomaine 

calcique au sein de prolongements membranaires, et pourrait ainsi fournir un influx de 

calcium proche des protéines calcium-dépendantes intervenant dans la migration telles 

que la calpaïne, une protéase impliquée dans le désassemblage des adhésions focales. Un 

mécanisme similaire a déjà été montré pour TRPM7 [334]. L'entrée de calcium induite par 

l'ouverture de TRPV4 faciliterait ainsi les cycles d'assemblages/désassemblages des points de 

contacts focaux, et potentialiserait la migration des CMLAP. 

La migration fait également intervenir une réorganisation du cytosquelette. Nous 

avons montré que l'application d'un étirement uniaxial cyclique (1 Hz) à différentes intensités 

(10 % ou 20 % d'élongation) sur une courte période (2 heures) induisait un remodelage du 

cytosquelette d'actine corrélé à une réorientation des CMLAP en culture à 90° par 

rapport à l'axe d'étirement. Grâce à l'application d'inhibiteurs des SAC et des canaux 

TRPV, ainsi que par l'utilisation de CMLAP issues de souris trpv4-KO, nous avons pu mettre 

en évidence que TRPV4 était l'un des SAC requis pour la réorientation des CMLAP en 

réponse à l'étirement cyclique. Des études d’autres groupes ont montré qu'un étirement 

uniaxial induisait une réorientation similaire, (c.à.d. perpendiculairement à la force 

mécanique), des cellules endothéliales de veine ombilicale [335], mais également des cellules 

endothéliales des petits vaisseaux via l’activation de TRPV4 [306]. D'autres groupes montrent 

un alignement similaire sur des fibroblastes [302]. Il est désormais établi que TRPV4 peut 

être activé par des dérivés de l’acide arachidonique comme les EET (8,9-EET et 11,12 EET) 

[292]. Ainsi, une étude montre que l’acide arachidonique induit un remodelage du 

cytosquelette d’actine ainsi qu’une augmentation de l’expression membranaire de TRPV4 

dans des cellules dérivées de carcinomes mammaires (BTEC) [318]. Nos résultats suggèrent 

donc que l’étirement induit une mobilisation de TRPV4 à la membrane plasmique nécessaire 

au remodelage d’actine précédant la migration. 

En plus de la migration, la prolifération des CMLAP est également une étape 

importante dans la muscularisation des petits vaisseaux et l'hypertrophie de la media au cours 

de l'HTP [59]. Nos résultats montrent une augmentation du nombre de cellules positives 

pour KI-67, un marqueur de cellules en prolifération, après un conditionnement à l'étirement 

(20 %, 1 Hz, 24 heures), conditions induisant une augmentation de la réponse calcique au 4α-

PDD (5 µM). Nos résultats préliminaires réalisés sur les CMLAP issues de souris trpv4-KO 

montrent une prolifération pratiquement absente suite à un étirement (20 %, 1 Hz, 24 heures. 

Comme l'augmentation de la [Ca
2+

]i est requise pour induire la prolifération [88, 89], des 

études ont déjà montré que certains TRP interviennent dans l'induction de la prolifération des 

CMLAP. Par exemple, l'activité de TRPC1 est associée avec la prolifération des CMLAP [88, 

249]. De même, les cellules KO pour trpm7 ne prolifèrent plus suite à la stimulation par 

l’angiotensine II [336]. Une étude récente du laboratoire a montré que la perturbation de 

l’homéostasie calcique dans les CMLAP issues de rats hypoxiques chroniques et 

"monocrotaline" est associée à une modification de l’organisation des stocks calciques 

intracellulaires ainsi qu’à une augmentation de l’influx calcique par CICR [299]. De plus, une 

autre étude du laboratoire montre une interaction entre TRPV4 et RyR2 qui potentialise 

l’augmentation de la [Ca
2+

]i [103]. Nos résultats suggèrent une augmentation de la [Ca
2+

] 

contenue dans le réticulum suite à un conditionnement à l’étirement (Figure 59). Il est 

possible que cette réserve de calcium intracellulaire participe à la perturbation de 

l’homéostasie calcique observée en contexte pathologique. Le stress mécanique induit donc 

une modification de la signalisation calcique intracellulaire de la même manière que dans les 

CMLAP issues d’animaux HTP. 
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En conclusion, le conditionnement in vitro par un étirement cyclique permet de mimer 

certains aspects cellulaires de l'HTP dans les CLMAP, en particulier la migration et la 

prolifération. Ce conditionnement est également suffisant pour augmenter la réponse calcique 

induite par TRPV4. Cette suractivation pourrait être la conséquence d'une mobilisation de 

canaux à la membrane, et faciliterait les mécanismes moléculaires de la migration et de la 

prolifération des CMLAP, deux mécanismes clés intervenants au cours de l'épaississement de 

la media. Nous faisons l'hypothèse alors que l'augmentation des tensions pariétales des 

artères intrapulmonaires observée durant l'établissement de l'HTP génèrerait une 

cascade de mécanismes cellulaires induit par la relocalisation et l'activation de TRPV4 

et concourant à l'épaississement de la media et à la muscularisation des petits vaisseaux. 
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4. Conclusion 

Les deux conditionnements développés au cours de cette thèse mettent en évidence 

pour la première fois l'action directe de l'hypoxie et d'un stress mécanique (étirement 

cyclique) sur des CMLAP. Ces résultats montrent qu'un conditionnement in vitro est 

suffisant pour mimer plusieurs aspects de l'HTP (Figure 67), aussi bien au niveau moléculaire 

(suractivation de TRPV4), qu’au niveau cellulaire (migration et prolifération). 

Les canaux de type TRPV4 sont mécanosensibles [337] et sont impliqués dans la 

migration des CMLAP de rat [87]. De plus, des études révèlent une surexpression et une 

suractivation de TRPV4 dans les CMLAP de rats hypoxiques chroniques [103, 278]. Nous 

avons donc étudié indépendamment l'implication de deux stimuli physiques survenant au 

niveau de la circulation pulmonaire : l'hypoxie et le stress mécanique. Ces deux stimuli sont 

d'autant plus intéressants à étudier qu'ils sont plus présents dans un contexte d'hypertension 

pulmonaire de groupe 3. Tout d'abord, les travaux menés au cours de cette thèse mettent en 

évidence que l'influx calcique induit par l’activation de TRPV4 est augmenté dans les 

CMLAP de rats sains à la suite d’un conditionnement hypoxique (1 % O2, 48 heures) [311]. 

De manière similaire, plusieurs études montrent que suite à un stimulus hypoxique, l’activité 

de TRPV4 est également augmentée dans les cellules endothéliales ombilicales humaines 

(HUVEC) et dans les astrocytes de rat [298, 338]. Nos résultats révèlent que suite au 

conditionnement hypoxique (1 % O2, 48 heures), l’expression de TRPV4 n’est pas modifiée 

dans les CMLAP de rat. Le conditionnement utilisé n’induit pas non plus de mobilisation de 

TRPV4 à la membrane. Une explication possible à l’augmentation de l’influx calcique, est 

que l’hypoxie affecte certains résidus d’acides aminés et la conformation de la protéine, 

altérant les propriétés intrinsèques du canal. Une autre possibilité, en considérant la sensibilité 

du canal pour les nombreuses molécules dérivées de lipides endogènes [339], est que 

l’hypoxie augmente le niveau de ces ligands endogènes. En effet, l’exposition de souris à 

l’hypoxie augmente la production d’EET (8,9-EET et 11,12 EET) dans les poumons [292]. 

Cette hypothèse est renforcée par une étude qui montre que TRPV4 est activé dans les 

CMLAP de rat [297] par l’activation de la phospholipase A2 (PLA2) et la production d’EET 

[297, 340] induite par la sérotonine. Notre étude montre également des effets différents sur 

TRPV1, un autre canal mécanosensible qui partage une forte homologie de séquence avec 

TRPV4. En effet, le conditionnement à l'hypoxie (1 % O2, 48 heures) n'induit pas de 

modification de l'activité de TRPV1. Cependant, ce conditionnement induit une mobilisation 

du canal à la membrane. Comme TRPV1 interagit avec les microtubules [225], on peut 

supposer que cette relocalisation du canal, proche du cytosquelette de tubuline, faciliterait 

l'entrée de calcium nécessaire au remodelage du cytosquelette et à la migration. 

En parallèle, nos travaux mettent en évidence une augmentation de la signalisation 

calcique induite par TRPV4 dans les CMLAP de souris saines suite à un conditionnement à 

l’étirement (20 %, 1 Hz, 24 heures) (Figure 56). De la même façon que l’hypoxie induit la 

translocation de la protéine de fusion TRPC6/TRPV5 [309], nos résultats montrent une 

relocalisation de TRPV4 après un conditionnement à l’étirement (20 %, 1 Hz, 24 heures) 

(Figure 57) pouvant expliquer l’augmentation de la réponse calcique observée. Ces premiers 

résultats mettent en évidence un fait notable : les deux stimuli physiques environnementaux 

étudiés induisent des perturbations de la physiologie de la cellule musculaire lisse qui 

convergent vers une même cible : la suractivation de TRPV4, mais à travers des 

mécanismes moléculaires différents. 

L’étude menée au cours de cette thèse montre également que l’hypoxie amplifie la 

migration cellulaire  induite par la stimulation de TRPV4 [311] précédemment décrite [87]. 

La migration est un processus complexe, impliquant de nombreux facteurs faisant intervenir 

des changements de morphologies et d’adhésions cellulaires dépendant du Ca
2+

 [234]. 
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L’hypoxie induit des changements d’architecture du cytosquelette, et les travaux du groupe du 

Pr Goswami prouvent une interaction entre TRPV4 et le cytosquelette [223, 341]. On peut 

donc supposer que l’hypoxie facilite la réorganisation du cytosquelette induite par TRPV4. 

De même, le conditionnement à l’étirement induit une réorganisation du tapis cellulaire, 

impliquant une réorientation des fibres de stress d’actine (Figure 61). L’inhibition de ce 

processus dans les CMLAP issues de souris TRPV4-KO (Figure 63) renforce l’hypothèse de 

l’implication de l’activation de TRPV4 dans les mécanismes liés à la migration. 

Enfin, nous avons mis en évidence la participation du facteur de transcription NFAT. 

NFAT est décrit comme un intégrateur de la signalisation calcique, jouant un rôle important 

dans le développement de l’HTP. En effet, ce facteur de transcription est impliqué dans le 

remodelage artériel pulmonaire induit par l’hypoxie chronique [148], mais il est également 

impliqué dans la prolifération des CMLAP humaines [308]. Nous avons montré que 

l’exposition à une hypoxie in vitro induisait, per se,  une translocation nucléaire de NFATc4, 

mais l’hypoxie ne potentialise pas la translocation induite par l’activation de TRPV4 [311]. 

Nous supposons alors que l’hypoxie stimulerait l’expression de TRPV4, via la translocation 

de NFAT, facilitant ainsi la réponse induite par l’activation de TRPV4. Nos résultats mettent 

également en évidence que le conditionnement à l’étirement potentialise la prolifération des 

CMLAP de souris (Figure 65), comme cela a été montré dans les CML d’artères systémiques 

[125]. Cette augmentation de la prolifération est induite par un conditionnement identique à 

celui responsable de l’augmentation de la signalisation calcique induite par TRPV4, ainsi qu’à 

la relocalisation de TRPV4 à la membrane. Des résultats préliminaires montrent que la 

prolifération des PASMC de souris est réduite dans les PASMC issues de souris TRPV4-KO 

(Figure 65). Comme cela a été observé dans le muscle lisse bronchique [342], nous supposons 

que la translocation nucléaire de NFAT, via l’activation de TRPV4, faciliterait la prolifération 

des CMLAP. 

 

 

Figure 66 : TRPV4 un acteur central dans le développement de l'hypertension pulmonaire. 
  



 

Conclusion 141 

 

En conclusion, notre étude renforce l’hypothèse que TRPV4 serait un acteur central 

dans le développement de l’HTP. L’hypoxie et le stress mécanique, engendré par la 

vasoconstriction hypoxique, induiraient un influx calcique via l’activation de TRPV4. Durant 

l’HTP, la suractivation de ce canal engendrerait une voie de signalisation potentialisatrice de 

mécanismes aboutissant au remodelage de la media, à l’augmentation des résistances à 

l’écoulement, à l’augmentation de la PAPm et au maintien de l’HTP (Figure 66). Avec la 

surexpression et la suractivation des canaux TRPC1 et TRPC6 déjà décrites dans la littérature, 

TRPV4 constitue un nouvel acteur dans la signalisation calcique des AIP, contribuant à 

l’exacerbation de la pathologie par son action multifactorielle. 

Il serait également intéressant d'étudier l'impact qu'auraient les deux stimuli étudiés au 

cours de cette thèse de manière simultanée, et non plus en parallèle. Ces deux stimuli agissent 

sur la signalisation induite par l'activation de TRPV4. La combinaison de ces deux 

conditionnements (hypoxie et étirement cyclique) permettrait de déterminer in vitro si ces 

deux stimuli ont des effets cumulatifs sur la physiologie de la CMLAP. Comme détaillé dans 

la section "perspectives", la combinaison des deux conditionnements, ainsi qu’une approche 

tissulaire, plus intégrée, sur artère entière, apporteront d'autres d'éléments de compréhension 

pouvant servir de comparaison pour nos deux modèles. 
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1. Étude in vitro du double conditionnement : stretch et 

hypoxie 

Nos travaux montrent un effet direct à la fois de l'hypoxie et de l'étirement sur les 

CMLAP in vitro. Les deux modèles mis en place permettent de retrouver certains aspects 

cellulaires caractéristiques des CMLAP au cours d'une HTP. Dans la mesure où ces deux 

facteurs sont présents dans le modèle animal d'HTP (de groupe 3), il serait intéressant 

d'étudier, in vitro, un conditionnement cellulaire cumulant l'hypoxie et l'étirement cyclique. 

L'utilisation d'un tel conditionnement pourra nous permettre de déterminer, à l'aide 

d'expériences similaires à celles réalisées au cours de cette thèse, si ces facteurs ont des effets 

cumulatifs  sur la physiologie des CMLAP ou s'ils induisent d'autres réponses caractéristiques 

d'une HTP telles que l'inhibition de l'apoptose. 

 

2. Étude ex vivo de modèles intégrés 

2.1. Microvaisseaux pressurisés 

L’influence des deux conditionnements développés au cours de cette thèse pourra être 

étudiée sur les interactions complexes entre les différentes populations cellulaires de l'artère 

intrapulmonaire, notamment en ce qui concerne les jonctions myo-endothéliales. Mes travaux 

pourraient être enrichis par des études dans des modèles plus intégrés : au niveau du tissu 

entier et isolé. 

Tout d'abord, l'utilisation d'artères entières isolées nous permettra d'approfondir ces 

études au sein du tissu intact. Après dissection les microvaisseaux d’artères intrapulmonaires 

(diamètre < 200-300 µm) provenant de souris sauvage et knock-out pour Trpv4 seront canulés 

et pressurisés à 37 °C dans un artériographie adapté à la culture tissulaire. En effet, ce 

dispositif commercialisé par Danish Myo Technology (Culture Myograph System 204), et 

disponible au laboratoire, permet de conserver plusieurs jours les microvaisseaux en 

contrôlant leur niveau de pressurisation (Figure 68). Ce modèle intégré présente les avantages, 

d'une part, de conserver un endothélium fonctionnel, acteur important de la réactivité 

vasculaire pulmonaire impliqué dans l’HTP, et d'autre part, de travailler sur des vaisseaux de 

faible diamètre. En effet, il existe une hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle le long du 

lit artériel pulmonaire, les petits vaisseaux pulmonaires étant particulièrement importants dans 

la régulation du flux sanguin artériel aussi bien en conditions physiologiques 

(vasoconstriction hypoxique pulmonaire) que pathologiques (hypertension pulmonaire), où 

leur remodelage participe à l’augmentation des résistances vasculaires. 

Ce système permettrait, de manière similaire aux travaux présentés dans le cadre de 

cette thèse, d'étudier indépendamment l'intervention de l'hypoxie ou du stress mécanique sur 

les artères pulmonaires par des conditionnements ex vivo. 

Premièrement, les microvaisseaux pourraient être exposés à une hypoxie, en modulant 

la portion d'oxygène dans le mélange de gaz servant à buller le milieu de perfusion. Puis, les 

microvaisseaux pourraient être conditionnés à différents niveaux de pressurisation, en 

modulant la pression intraluminale. 

Les microvaisseaux seront alors placés sur un système d’imagerie calcique (Coolsnap 

fx Monochrome, Photometrics) permettant ainsi les mesures simultanées de la concentration 

calcique intravasculaire (via la sonde Fura-PE3/AM) et de la contraction (par mesure des 

variations de diamètre de l'artère). Les conséquences des deux conditionnements seront alors 
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évaluées sur l'expression de TRPV4 (immunofluorescence, qRT-PCR, Western-blot), ainsi 

que sur l’activité (réponse calcique et contraction). L’identification d'autres isoformes de 

TRPV mécanosensibles sera déterminée en étudiant les réponses calciques aux différents 

agonistes, ainsi que par des approches de siRNA sur tissu entier [343], en plus de l’utilisation 

des artères issues de souris knock-out pour trpv4. 

Cependant la canulation d'artères intrapulmonaires de souris reste difficile, de par leur 

petite taille, mais surtout par la présence de nombreuses ramifications, rendant difficile la 

pressurisation des artères. Des travaux de mise au point sont en cours de réalisation au 

laboratoire. 

 

 

Figure 68 : Microvaisseaux pressurisés. 

(A) Schéma illustrant le montage d’un microvaisseau. (B) Image en contraste de phase d’une artère 

montée et pressurisée dans un artériographe Danish Myo Technology. 

 

2.2. Tranches de poumon 

Enfin, l'utilisation de tranches de poumons pourrait permettre d'étudier simultanément 

in situ les CMLAP et les cellules endothéliales. Dans ce modèle, on conserve l'organisation 

spatiale des différents éléments (voies respiratoires, système circulatoire, parenchyme) et 

l'influence du tissu environnant notamment via les terminaisons nerveuses et les cellules du 

système immunitaire. Il permettrait une étude simultanée des principaux mécanismes liés au 

développement d'une HTP : la vasoconstriction par la mesure du diamètre des vaisseaux, le 

remodelage de la media par la mesure directe de son épaisseur, et de la lumière des vaisseaux 

dans différentes conditions, ainsi que la prolifération des CMLAP par marquage du KI-67. 

Cette méthode, couramment utilisée sur le cerveau, est plus délicate à appliquer sur le 

poumon, car c'est un organe présentant une grande élasticité. C'est pourquoi, afin de réaliser 

des sections des différents lobes pulmonaires, les voies aériennes devront être remplies 

préalablement par de l'agarose [344], rigidifiant ainsi le tissu sans léser les structures à 

étudier, puis des coupes seront réalisées à l'aide d'un vibratome. 
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3. Modèle in vivo : Étude du modèle d’hypertension 

pulmonaire sévère 

L’implication de TRPV4 dans un modèle d’hypertension pulmonaire sévère serait 

intéressante à étudier. Les rats ayant subit le double traitement (hypoxie chronique et injection 

de monocrotaline) présentent un rapport de Fulton significativement plus élevé que les rats 

sains (0,48 ± 0,04 ; N = 6 et 0,25 ± 0,01 ; N = 14 respectivement). Des études préliminaires 

montrent une très forte suractivation de ce canal dans ce modèle pathologique. En effet, une 

augmentation significative de l'amplitude de la [Ca
2+

]i est observée après stimulation au 4α-

PDD (5 µM) avec : 193 ± 18 nM (n = 27) pour le modèle sévère contre 106 ± 11 nM (n = 23) 

chez le contrôle (Figure 69). 

   

Figure 69 : Résultats préliminaires dans un modèle d'HTP sévère. 

(A) Rapport de Fulton mesuré chez les rats contrôles (Ctrl) et le modèle sévère d’HTP (injectés à la 

monocrotaline et soumis à une hypoxie chronique – MCT + CH). (B) Augmentation de la [Ca
2+

]i en 

nM induite par l'application de 4α-PDD (5 µM) sur des CMLAP issues de rats contrôles (Ctrl) ou de 

modèle d’HTP sévère (injectés à la monocrotaline et soumis à une hypoxie chronique – MCT + CH). 

Chaque valeur représente une valeur moyenne ± SEM. (N) indique le nombre d’animaux testés, (n) 

indique le nombre de cellules étudiées. *** indique une différence significative pour p < 0,001. Test 

de Mann et Whitney. 

 

4. Étude sur l'humain 

Enfin, l’accès à du tissu humain (via une collaboration entamée avec le service de 

chirurgie thoracique du CHU  de Bordeaux) est particulièrement important. Les résultats 

obtenus chez l'animal, au cours de cette thèse, mais également les résultats des expériences 

prévues en perspectives devront être confirmées dans des CMLAP humaines. 
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Le travail de cette thèse apporte des éléments de réponses sur le rôle et l’implication 

des canaux TRPV4 dans la circulation pulmonaire, et notamment dans le développement de 

l’hypertension pulmonaire, une des principales pathologies de la circulation pulmonaire. 

Durant l'établissement d'une hypertension pulmonaire de groupe 3 (liée à une 

hypoxie), deux facteurs physiques peuvent agir sur les cellules musculaires lisses de la 

circulation pulmonaire : l'hypoxie et le stress mécanique (engendré par l'augmentation des 

tensions pariétales). Nous avons montré que chacun de ces facteurs environnementaux à la 

cellule musculaire lisse, indépendamment l'un de l'autre, pouvait induire une modification de 

la signalisation calcique induite par les canaux de type SAC et TRPV4. D’un point de vue 

fondamental, ces travaux présentent un intérêt physiopathologique évident car ils permettront 

de mieux comprendre les mécanismes qui, au sein de la paroi des artères pulmonaires, 

conduisent au développement et au maintien de l’hypertension pulmonaire (HTP). En termes 

de santé publique, l’HTP représente un enjeu important, en raison du fort taux de mortalité lié 

au développement d’une insuffisance ventriculaire droite. Les démarches thérapeutiques pour 

contrer l’HTP sont encore très limitées (essentiellement des vasodilatateurs) et aboutissent 

trop souvent à une greffe cœur/poumon avec une courte espérance de vie après l’opération. 

Les résultats obtenus au cours de cette étude pourront contribuer à l’identification de 

nouvelles cibles moléculaires et éventuellement à l’élaboration de stratégies thérapeutiques 

ciblant les canaux sensibles à l’étirement et plus particulièrement les canaux TRPV 

mécanosensibles dans la circulation pulmonaire. Ces stratégies cibleraient les mécanismes 

cellulaires liés au remodelage vasculaire et à l'hypertrophie de la media qui ont lieu au cours 

de l'HTP. Au niveau cellulaire, l'augmentation de la [Ca
2+

]i est corrélée avec une 

augmentation de l'expression et de l'activation de TRPV4 chez les animaux hypoxiques 

chroniques. L’implication de TRPV4 dans de nombreux mécanismes liés à la pathologie 

(perturbation de l’homéostasie calcique, augmentation de la migration et de la prolifération) 

en fait une cible thérapeutique de choix, pouvant agir sur plusieurs aspects de la pathologie. 

Cependant, son implication dans la physiologie des CMLAP peut être perçue d'un point de 

vue bénéfique (vasoconstriction hypoxique pulmonaire) ou délétère (participation dans la 

muscularisation des petits vaisseaux). De plus, ce canal est fortement exprimé dans 

l'endothélium [345, 346], mais également dans la circulation systémique (aussi bien dans les 

grands vaisseaux que dans les petits) [248, 347], ainsi que dans les voies aériennes [348]. Ces 

éléments sont à prendre en considération pour une éventuelle utilisation thérapeutique afin 

d'éviter des effets secondaires délétères. De plus, ce canal est polymodal, il peut être activé 

par un grand nombre de stimuli, et les agents pharmacologiques actuels ciblant TRPV4 ne 

sont pas tissus spécifiques pour entreprendre leur utilisation en tant que traitement. Cependant 

des études sont actuellement en cours afin de développer de telles molécules [349]. La 

génération d’agents pharmacologiques pouvant cibler spécifiquement une isoforme des TRP 

est l’un des enjeux majeur des années à venir. 

Une autre démarche consisterait à agir sur les acteurs qui interviennent dans les voies 

de signalisations induites par l'activation de TRPV4. Le facteur de transcription NFAT, par 

exemple, joue un rôle important dans le développement de l’HTP en participant à la 

muscularisation des petits vaisseaux. Ce dernier fait actuellement l’objet de nombreuses 

études, notamment dans le contexte de l’HTP. Certains agents ciblant cette voie (comme la 

cyclosporine qui inhibe la calcineurine par exemple) sont déjà utilisés en tant 

qu’immunodépresseurs (transplantation d’organes par exemple). Le VIVIT, un peptide 

inhibiteur de la calcineurine, est déjà en cours de test clinique dans le traitement de l'HTP 

[154]. 

En conclusion, nous espérons qu’une compréhension plus approfondie, ainsi qu’une 

vision plus intégrée des canaux TRP mécanosensibles dans la pathologie, faciliteront le 

développement de nouveaux traitements pour les patients atteints d’hypertension pulmonaire.
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Rôle de l'environnement cellulaire sur les canaux sensibles à 

l'étirement dans l'hypertension pulmonaire 

Résumé : Au niveau de la circulation pulmonaire, une exposition prolongée à l’hypoxie est 

responsable du phénomène de vasoconstriction hypoxique pulmonaire (VHP) qui favorise les 

échanges gazeux. Lorsque cette VHP se généralise, elle conduit au développement d'une 

hypertension pulmonaire de groupe 3 (HTP). Cette pathologie se caractérise par un 

remodelage vasculaire induisant une élévation progressive de la pression artérielle pulmonaire 

(> 25 mmHg au repos). Ceci conduit à une défaillance cardiaque droite et, à terme, à la mort. La 

VHP est responsable de l'étirement de la membrane des cellules musculaires lisses des artères 

pulmonaires (CMLAP) et peut ainsi activer des "Stretch-Activated Channels" tels que les TRPV 

(Transient Receptor Potential Vanilloid). Il a précédemment été décrit que les canaux TRPV1 

et TRPV4, impliqués dans la migration et la prolifération des cellules vasculaires pulmonaires, 

sont surexprimés et suractivés lors de l'HTP. Cependant, ces modifications peuvent être dues à 

un effet direct de l’hypoxie ou indirect, conséquence d'un étirement membranaire plus important 

induit par la VHP. Nous avons donc étudié la contribution respective des stress hypoxique et 

mécanique, observés en contexte d’HTP, en utilisant des conditionnements in vitro sur des 

CMLAP d’animaux sains (rats et souris). Nous avons montré que l’hypoxie (1 % O2, 48 heures) 

induit une augmentation de la [Ca
2+

]i couplée à une potentialisation de la migration induite par 

l’activation de TRPV1 et V4. De même, un étirement cyclique (20 %, 1 Hz, 24 heures) provoque 

une augmentation de la [Ca
2+

]i et de la prolifération. Ces résultats montrent pour la première fois 

une action directe de l'hypoxie et du stress mécanique (étirement cyclique) sur des CMLAP. 

Mots clés : canaux sensibles à l'étirement ; hypoxie ; stress mécanique ; TRPV 

 

Implication of cellular environment on stretch-activated channels in 

pulmonary hypertension 

Abstract: Hypoxia exposure induces hypoxic pulmonary vasoconstriction (HPV) allowing 

the efficiency of gas exchanges by increasing the intraluminal pressure. Prolonged hypoxia leads 

to pulmonary hypertension of group 3 (PH), characterized by increased pulmonary pressure 

(> 25 mmHg), leading to right ventricular heart failure and ultimately death. HPV leads to stretch 

pulmonary artery smooth muscle cell (PASMC) membranes inside the vascular wall and thus can 

activate "Stretch-Activated-Channels" such as TRPV channels (Transient Receptor Potential 

Vanilloid). It has been previously shown that TRPV1 and TRPV4 channels, implicated in 

PASMC migration and proliferation, are overexpressed and overactivated in PASMC in the 

context of PH. But whether this feature is directly caused by hypoxia alone or is a consequence 

of stretch induced by the HPV is a matter of debate. We thus investigated the respective 

contribution of hypoxia and mechanical stresses observed in the context of PH using in vitro 

conditionings on PASMC from healthy animals (rats and mice). We showed that hypoxia 

(1 % O2, 48 hours) increases Ca
2+

 entry through TRPV4 channels as well as PASMC migration 

induced by TRPV1 and TRPV4 activation. Furthermore, cyclic stretch conditioning (20 %, 1 Hz, 

24 hours) triggers Ca
2+

 increase and PASMC proliferation. This work shows for the first time the 

direct implication of both hypoxia and mechanical stress (cyclic) stretch on PASMC. 

Keywords: hypoxia ; mechanical stress; stretch-activated channels ; TRPV 
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