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Avant-propos 

 

L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) est une des maladies touchant la circulation pulmonaire 

appelée également « petite circulation ». Cette circulation présente des particularités par rapport à la 

circulation systémique, appelée aussi « grande circulation », distinguant complètement l’HTAP de 

l’hypertension artérielle systémique par des mécanismes pathogéniques qui lui sont propres. En effet, 

la circulation pulmonaire est un système à haut débit (recevant la totalité du débit cardiaque), de basses 

pressions, de faibles résistances vasculaires, recrutable et compliant. La pathogénèse de l’HTAP est 

complexe, impliquant certainement des facteurs environnementaux et des prédispositions 

individuelles, conduisant à un remodelage vasculaire dans la circulation pulmonaire aboutissant à une 

élévation des pressions au sein de cette circulation.  

Bien que les mécanismes physiopathologiques de l’HTAP ne soient pas encore clairement identifiés, 

des caractéristiques décrivant un « phénotype pseudo-tumoral » ont été observées au cours du 

développement de l’HTAP. Dès lors, l’objectif de ce travail de thèse a été de mieux comprendre la 

physiopathologie de l’HTAP en s’intéressant à une voie jouant un rôle particulièrement prépondérant 

dans la cancérogénèse: la protéine p53, un des plus importants suppresseurs de tumeur inactivés dans 

la plupart des cancers humains.  

Afin de bien comprendre le rationnel de notre travail, la première partie de ce manuscrit est constituée 

d’une introduction décrivant l’HTAP, les caractéristiques du phénotype pseudo-tumoral dans la 

physiopathologie de l’HTAP et enfin la protéine p53 et son inactivation dans la cancérogénèse.            
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Introduction 

 

Chapitre 1: l’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) 

1 Définition de l’HTAP 

1.1 Définition et épidémiologie de l’HTAP 

Le terme d’ « hypertension artérielle pulmonaire » (HTAP) décrit une maladie vasculaire pulmonaire 

grave caractérisée par une augmentation progressive des pressions artérielles pulmonaires, dont le 

principal symptôme est l’essoufflement à l’effort. Elle est définie par une pression artérielle 

pulmonaire moyenne (PAPm) supérieure ou égale à 25 mmHg au repos (la valeur normale de la PAPm 

étant de 15 mmHg), mesurée lors d’un cathétérisme cardiaque droit. Cette maladie peut être fatale car 

une élévation chronique des pressions dans les artères pulmonaires (AP) conduit à une hypertrophie 

cardiaque droite, aboutissant à une insuffisance ventriculaire droite pouvant entraîner le décès du 

patient.  

C’est également une maladie rare puisque son incidence annuelle (nouveaux cas diagnostiqués en un 

an) en France est de 2,4 cas/million d’habitants et sa prévalence (nombre de cas à un moment donné 

dans la population française) est de 15 cas/million d’habitants (Humbert et al., 2006). Par ailleurs, 

c’est une maladie qui survient à tout âge, avec un pic de fréquence à 30-50 ans, et plus 

particulièrement chez les femmes (ratio 1,7 : 1 dans l’HTAPi) sans que l’on en sache réellement la 

raison (Safdar, 2013). 

Malgré les progrès réalisés ces dernières années en termes de nouveaux traitements pharmacologiques, 

le pronostic de cette maladie reste mauvais, associé à une qualité de vie médiocre. En effet, le taux de 

survie observé dans la population française grâce à une analyse réalisée sur 674 patients recrutés dans 

17 centres d’octobre 2002 à octobre 2003 est de 67% à 3 ans (Humbert et al., 2010). Plus récemment, 

une plus large étude (registre REVEAL) incluant 2635 patients dans 55 centres américains de mars 
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2006 à décembre 2009 établit un taux de survie similaire, de 68% à 3 ans et 57% à 5 ans (Benza et al., 

2012). 

1.2 Signes cliniques, diagnostic et suivi de l’HTAP 

Les signes cliniques de l’HTAP ne sont malheureusement pas spécifiques de l’HTAP, ce qui a pour 

conséquence un retard de diagnostic et de prise en charge (environ 2 ans), participant ainsi au mauvais 

pronostic de cette maladie. Dans 98% des cas, une dyspnée à l’effort puis au repos se met en place 

progressivement, signe clinique qui s’avère être souvent négligé. Les manifestations cliniques de 

l’HTAP traduisent classiquement une atteinte cardiaque droite et peuvent être accompagnés de signes 

cliniques d’une maladie sous-jacente associée à l’HTAP. En cas d’aggravation de la maladie vers une 

insuffisance cardiaque droite, des signes de cette insuffisance cardiaque apparaissent: douleurs 

thoraciques, asthénie, palpitations, hémoptysies, syncopes…  

Devant de tels symptômes, en particulier une dyspnée non expliquée et/ou un historique pouvant faire 

penser à une HTAP, si la suspicion d’HTAP se confirme par des examens préliminaires, il est 

nécessaire de réaliser un cathétérisme cardiaque droit, examen de référence permettant d’établir 

formellement le diagnostic d’HTAP (Figure 1: Approche diagnostique de l’HTAP). Cette technique 

mesurant les paramètres hémodynamiques cardio-vasculaires (pressions et débits) au niveau des 

cavités cardiaques droites et de l’artère pulmonaire, le diagnostic d’HTAP est confirmé si la PAPm 

mesurée est supérieure ou égale à 25 mmHg au repos (une élévation des résistances vasculaires 

pulmonaires supérieures à 3 unités Wood y est généralement associée).  

La sévérité de l’HTAP est évaluée au moment du diagnostic, après instauration d’un traitement et tout 

au long du suivi du patient, afin de mettre en place une stratégie thérapeutique la plus appropriée 

possible. Ainsi il est nécessaire de prendre en compte: l’historique du patient, la classe fonctionnelle 

NYHA (New York Heart Association), le test de marche de six minutes (qui permet d’évaluer l’impact 

de la maladie sur l’activité physique), les paramètres échographiques et hémodynamiques, le pic de 

VO2, les taux biologiques de certains biomarqueurs (BNP, troponine) et l’apparition d’éventuels 

signes d’une insuffisance cardiaque droite (Hoeper et al., 2013; McLaughlin et al., 2009; McLaughlin 



 Introduction : Hypertension Artérielle Pulmonaire 

14 

 

et al., 2011). Ainsi, une classification clinique fonctionnelle de l’HTAP composée de quatre classes est 

proposée par la NYHA se basant sur l’atteinte de la dyspnée sur l’activité physique et la vie 

quotidienne du patient (Tableau 1: Classification fonctionnelle NYHA adaptée à l’HTAP).  

 

Classe fonctionnelle  Description 

Classe 1 HTAP sans limitation de l’activité physique.  

Une activité physique ordinaire ne cause pas de dyspnée, de fatigue, de 

douleur thoracique excessive, ni de syncope. 

Classe 2 HTAP avec une légère limitation de l’activité physique. 

Le patient est à l’aise au repos mais une activité physique ordinaire cause 

une dyspnée, une fatigue et une douleur thoracique excessive, voire même 

une syncope. 

Classe 3 HTAP avec une limitation marquée de l’activité physique. 

Le patient est à l’aise au repos mais la moindre activité physique cause une 

dyspnée, une fatigue, une douleur thoracique excessive, ou une syncope. 

Classe 4 HTAP avec une incapacité de réaliser une quelconque activité physique 

sans symptômes. Le patient présente des signes d’insuffisance cardiaque 

droite. La dyspnée et la fatigue peuvent être présentes au repos et 

l’inconfort augmente à la moindre activité physique. 

  

Tableau 1: Classification fonctionnelle NYHA adaptée à l’HTAP.  
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Figure 1: Approche diagnostique de l’HTAP. Source: (Hoeper et al., 2013) 

BGA = blood gas analysis; CHD = congenital heart disease; CTD = connective tissue disease; 

CTEPH = chronic thromboembolic pulmonary hypertension; DLCO = diffusion capacity of the lung 

for carbon monoxide; ECG = electrocardiogram; HR-CT = high-resolution computed tomography; 

PA = pulmonary angiography; PAH = pulmonary arterial hypertension; PAPm = mean pulmonary 

artery pressure; PAWP = pulmonary arterial wedge pressure; PCH = pulmonary capillary 

hemangiomatosis; PEA = pulmonary endarterectomy; PFT = pulmonary function testing; PH = 

pulmonary hypertension; PVOD = pulmonary veno-occlusive disease; PVR = pulmonary vascular 

resistance; RHC = right heart catheter; RV = right ventricle; V/Q = ventilation/perfusion; x-ray = chest 

radiograph. 
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1.3 Classification clinique de l’HTAP 

La première classification clinique de l’hypertension pulmonaire (HTP) a été établie en 1973 afin de 

classer l’HTP en différents groupes présentant des similitudes dans leurs physiopathologies, leurs 

caractéristiques hémodynamiques et leurs approches thérapeutiques. Depuis, cette classification a été 

revue et corrigée en 1998, 2003 et 2008, pour être une nouvelle fois affinée lors du cinquième 

symposium mondial sur l’HTP en 2013 à Nice (Simonneau et al., 2013) (Tableau 2: Classification 

actualisée de l’hypertension pulmonaire). Cette dernière classification a permis d’identifier cinq 

grands groupes: l’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP), l’hypertension pulmonaire causée par 

des cardiopathies gauches, l’hypertension pulmonaire causée par des maladies respiratoires et/ou liée à 

hypoxie, l’hypertension pulmonaire post-embolique chronique (CTEPH) et l’hypertension pulmonaire 

liée à des mécanismes multifactoriels incertains. Dans cette thèse, nous nous intéressons aux 

mécanismes physiopathologiques du groupe HTAP qui lui-même est divisé en quatre sous-groupes: 

les HTAP idiopathiques (HTAPi) définies par la survenue de la maladie en l’absence de facteur de 

risque connu associé, les HTAP héritables (HTAPh, anciennement dénommées HTAP familiales) 

définies par plusieurs cas d’HTAP au sein d’une même famille et/ou par la présence dans le génome 

du patient d’une mutation dans un des gènes connus pour prédisposer au développement de l’HTAP 

(BMPR2, ALK1, ENG, SMAD9, CAV1, KCNK3), les HTAP associées à la prise de médicaments et les 

HTAP associées à diverses pathologies (connectivites, infection par le virus de l’immunodéficience 

humaine (VIH), hypertension portale, cardiopathie congénitale, schistosomiase). 

 



 Introduction : Hypertension Artérielle Pulmonaire 

17 

 

 

Tableau 2: Classification actualisée de l’hypertension pulmonaire. Source: (Simonneau et al., 2013) 

ALK1: Activin receptor-like kinase 1, SMAD9: Mothers against decapentaplegic homolog 9, KCNK3: 

Potassium channel subfamily K member 3 

 

 

 

Tableau 1: Classification actualisée de l’Hypertension Pulmonaire∗ (d’après Simonneau et al, 2013)

1. Pulmonary arterial hypertension

1.1 Idiopathic PAH

1.2 Heritable PAH

1.2.1 BMPR2

1.2.2 ALK-1, ENG, SMAD9, CAV1, KCNK3

1.2.3 Unknown

1.3 Drug and toxin induced

1.4 Associated with:

1.4.1 Connective tissue disease

1.4.2 HIV infection

1.4.3 Portal hypertension

1.4.4 Congenital heart diseases

1.4.5 Schistosomiasis

1′ Pulmonary veno-occlusive disease and/or pulmonary capillaryhemangiomatosis

1′′. Persistent pulmonary hypertension of the newborn (PPHN)

2. Pulmonary hypertension due to left heart disease

2.1 Left ventricular systolic dysfunction

2.2 Left ventricular diastolic dysfunction

2.3 Valvular disease

2.4 Congenital/acquired left heart inflow/outflowtract obstruction and congenital

cardiomyopathies

3. Pulmonary hypertension due to lung diseases and/or hypoxia

3.1 Chronic obstructive pulmonary disease

3.2 Interstitial lung disease

3.3 Other pulmonary diseases with mixed restrictive and obstructive pattern

3.4 Sleep-disordered breathing

3.5 Alveolar hypoventilation disorders

3.6 Chronic exposure to high altitude

3.7 Developmental lung diseases

4. Chronic thromboembolic pulmonaryhypertension (CTEPH)

5. Pulmonary hypertension with unclear multifactorial mechanisms

5.1 Hematologic disorders: chronic hemolytic anemia, myeloproliferativedisorders, splenectomy

5.2 Systemic disorders: sarcoidosis, pulmonaryhistiocytosis, lymphangioleiomyomatosis

5.3 Metabolic disorders: glycogen storage disease, Gaucher disease, thyroid disorders

5.4 Others: tumoral obstruction, fibrosing mediastinitis, chronic renal failure, segmental PH

BMPR = bone morphogenic protein receptor type II; CAV1 = caveolin-1; ENG = endoglin; 

HIV = human immunodeficiency virus; PAH = pulmonary arterial hypertension.

∗5th WSPH Nice 2013. Main modifications to the previous Dana Point classification are in bold.
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2  Aspects physio-pathologiques caractéristiques de l’HTAP  

L’HTAP est une pan-vasculopathie pulmonaire puisqu’elle touche toutes les couches de la paroi des 

petites artères pulmonaires pré-capillaires: l’intima, la media et l’adventice (Figure 2: Structure 

schématique de la paroi artérielle et illustration d’une artère pulmonaire remodelée au cours de 

l’HTAP). Plusieurs caractéristiques physio-pathologiques participent à ce « remodelage 

vasculaire pulmonaire » (Figure 3: Anomalies dans la circulation pulmonaire au cours de l’HTAP), 

incluant entre autres une vasoconstriction, une muscularisation, une inflammation chronique et des 

anomalies morphologiques dont des lésions plexiformes et des lésions thrombotiques, conduisant à 

l’épaississement de la paroi vasculaire et à l’oblitération progressive des artères pulmonaires. 

 

 

Figure 2: Structure schématique de la paroi artérielle (A) et illustration d’une artère pulmonaire 

remodelée au cours de l’HTAP (B). 

A 

B 
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Figure 3: Anomalies dans la circulation pulmonaire rencontrées au cours de l’HTAP. On peut observer 

une néo-muscularisation des petites artérioles distales pré-capillaires (A), une hypertrophie de la média 

et de l’adventice des artères proximales (B), une raréfaction vasculaire (C), la formation de néo-intima, 

associée à l’infiltration de cellules inflammatoires (D) et la formation de lésions plexiformes (E). 

Source: (Rabinovitch, 2012) 

 

A 

B 

C 

D 

E 
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2.1 Vasoconstriction  

Au niveau de l’endothélium, l’altération de la balance vasodilatation/vasoconstriction est une des 

anomalies caractéristiques de l’HTAP. Ainsi les traitements actuellement proposés visent à corriger 

cette dysfonction endothéliale qui se manifeste à différents niveaux:  

2.1.1 Activation de la voie vasoconstrictrice de l’endothéline 

Chez les patients HTAP, il a été observé une sur-activation de la voie de l’endothéline avec une 

augmentation de la synthèse d’ET-1 (Giaid et al., 1993; Stewart et al., 1991). Ce peptide est considéré 

comme un puissant vasoconstricteur dont l’effet est médié par deux types de récepteurs: les récepteurs 

ET-A localisés sur les cellules musculaires lisses des artères pulmonaires (CML-AP) et les récepteurs 

ET-B localisés sur les CML-AP et les cellules endothéliales des artères pulmonaires (CE-AP). 

L’endothéline, libérée par l’endothélium, agit principalement sur le muscle lisse sous-jacent où il 

induit une vasoconstriction (et une prolifération) via l’activation des phospholipases C, conduisant à la 

formation d’inositol triphosphate (IP3), puis à l’augmentation intracellulaire de calcium (Ca
++

) 

(également observée dans l’HTAP).  

2.1.2 Altération de la voie vasodilatatrice du monoxyde d’azote (NO) 

Le NO est normalement produit par la synthétase endothéliale de monoxyde d’azote (eNOS) dans les 

CE puis diffuse dans les CML où il active la guanylate cyclase soluble (GCs) qui produit alors du 

guanosine monophosphate cyclique (GMPc) aux propriétés vasodilatatrices et anti-prolifératives. Dans 

l’HTAP, cette voie est altérée puisque il a été décrit une diminution de l’expression et de l’activité de 

la eNOS dans les poumons de patients HTAP conduisant à une production réduite de NO (Giaid et al., 

1995; Kaneko et al., 1998; Xu et al., 2004). Par ailleurs, une augmentation de l’expression de la 

phosphodiestérase 5 (PDE5), enzyme dégradant le second messager GMPc, a été observée dans les 

CML-AP d’HTAP expérimentales et humaines (Murray et al., 2002; Wharton et al., 2005), conduisant 

à une baisse du taux intracellulaire de GMPc.  
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2.1.3 Altération de la voie vasodilatatrice des prostacyclines 

La prostacycline (ou prostaglandine I2 (PGI2)) est un important vasodilatateur pulmonaire endogène 

synthétisé par les CE-AP à partir de l’acide arachidonique et exerçant ses activités vasodilatatrice et 

anti-proliférative sur les CML-AP via l’activation de la voie de l’adénosine monophosphate cyclique 

(AMPc). Dans l’HTAP, il a été montré un défaut de synthèse de prostacycline par les CE-AP, via la 

perte de l’expression  du gène de la prostacycline synthase (Christman et al., 1992; Tuder et al., 1999). 

2.1.4 Activation de la voie vasoconstrictrice et hyper-proliférative de la sérotonine 

La voie vasoconstrictrice de la sérotonine (5-HT) est suractivée dans l’HTAP. En effet une 

augmentation du taux plasmatique de 5-HT a été observée dans l’HTAP (Herve et al., 1995), 

probablement liée à une libération excessive de 5-HT contenue dans les plaquettes où elle est 

majoritairement stockée (MacLean et al., 2000). Les récepteurs 5-HT1B, 5-HT2A et 5-HT2B semblent 

médier la vasoconstriction induite par la 5-HT dans les artères pulmonaires humaines via, entre autre, 

une activation de la signalisation calcique (Morecroft et al., 1999; Rodat-Despoix et al., 2009). Les 

récepteurs 5-HT2 sont la cible d’une nouvelle molécule, le tergulide, qui a montré des résultats 

prometteurs en préclinique et qui est actuellement testée chez les patients HTAP (Dumitrascu et al., 

2011; Sitbon et al., 2012). La 5-HT exerce également une action mitotique sur les CML-AP 

participant au remodelage vasculaire de l’HTAP via le transporteur membranaire de la 5-HT (5-HTT 

ou SERT). Ainsi une augmentation de l’expression de ce transporteur 5-HTT dans la media des AP 

remodelées de patients HTAP et dans les CML-AP mises en culture est à l’origine d’une prolifération 

augmentée en réponse à la 5-HT par rapport à des CML-AP de patients témoins (Eddahibi et al., 

2001). Confirmant l’implication du 5-HTT dans le développement de l’HTAP, des souris mutantes 

surexprimant le 5-HTT (souris SM22-5HTT+) développent spontanément une HTAP (Guignabert et 

al., 2006).  

2.1.5 Altération de la voie vasodilatatrice de VIP 

La voie de VIP (vasoactive intestinal peptide) est également altérée dans l’HTAP puisque la 

concentration sérique de VIP est diminuée chez les patients HTAPi (Petkov et al., 2003). Le VIP 

exerce normalement une activité vasodilatatrice via ces récepteurs VPAC (ou vasoactive intestinal 
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peptide receptors) couplés à des adénylates cyclases conduisant à une activation du second messager 

AMPc. Cette voie VIP est une nouvelle cible thérapeutique potentielle intéressante au vu des résultats 

cliniques prometteurs de l’aviptadil, un équivalent de VIP administré par voie inhalée (Leuchte et al., 

2008).  

2.1.6 Activation de la voie vasoconstrictrice et hyper-proliférative RhoA/ROCK 

La voie RhoA (Ras homolog gene family, member A) / ROCK (Rho-associated protein kinase) étant 

activée par des facteurs de croissance up-régulés dans l’HTAP (PDGF (Platelet-derived growth 

factor), angiotensine II, 5-HT), elle est également impliquée dans l’HTAP en jouant un rôle dans la 

contraction et la prolifération des CML-AP (via la phosphorylation de la chaine légère de myosine) 

(Antoniu, 2012). En effet, le système RhoA-ROCK est surexprimé et suractivé chez les patients 

HTAPi et dans des modèles in vivo d’HTAP expérimentales (Do e et al., 2009; Guilluy et al., 2009; 

Nagaoka et al., 2004; Oka et al., 2007; Shimizu et al., 2013). D’un point de vue thérapeutique, des 

inhibiteurs spécifiques de ROCK, le fasudil et le Y27632, ont d’ores et déjà été testés chez des patients 

HTAP et dans des modèles in vivo expérimentaux d’HTAP, en testant différentes voies 

d’administration, et ont présenté des résultats très prometteurs (Abe et al., 2004; Abe et al., 2006; 

Barman et al., 2009; Doggrell, 2005; Fujita et al., 2010; Fukumoto et al., 2005; Nagaoka et al., 2005).  

2.1.7 Dysfonction de canaux potassiques 

Une diminution de l’expression et de l’activité de certains canaux potassiques K
+
, en particulier des 

canaux voltage-dépendants Kv1.5 et Kv2.1, a été observée dans les CML-AP de patients HTAP 

(Bonnet et al., 2006; Bonnet et al., 2007; Humbert et al., 2004b; Yuan et al., 1998a; Yuan et al., 

1998b). Ces canaux K
+
 voltage-dépendants étant des régulateurs du potentiel membranaire, une 

réduction de l’activité des canaux K
+
 entraine une altération du courant K

+
 qui diminue la capacité à 

l’hyperpolarisation membranaire inhibitrice de la prolifération cellulaire. Cette réduction de l’activité 

des canaux K
+
 favorise donc plutôt une dépolarisation membranaire, activant les canaux Ca

++ 
voltage-

dépendants de type L, ce qui induit une augmentation de la concentration intracellulaire en Ca
++

, 

favorisant la contraction et la prolifération cellulaire, deux composantes majeures de l’HTAP (Bonnet 

et al., 2007; Platoshyn et al., 2000). De plus, l’altération du courant K
+
 entraine une augmentation de 
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la concentration intracellulaire en K
+
, ce qui a pour effet d’inhiber l’activité des caspases et nucléases 

impliquées dans l’apoptose (Mandegar et al., 2002; Park et al., 2010; Remillard et al., 2004), 

participant ainsi à la résistance à l’apoptose cellulaire (Figure 4: Conséquences intracellulaires de la 

dysfonction des canaux potassiques dans le remodelage vasculaire dans l’HTAP). De manière 

intéressante, la restauration de l’expression de Kv1.5 dans un modèle expérimental de transfert de 

gène chez le rat a réduit l’hypertension pulmonaire induite par hypoxie chronique (Pozeg et al., 2003). 

 

Figure 4: Conséquences intracellulaires de la dysfonction des canaux 

potassiques dans le remodelage vasculaire dans l’HTAP. 

Source: (Park et al., 2010) 
 

 

2.2 Muscularisation des petites artères pulmonaires 

La muscularisation des petites artères pulmonaires (de moins de 500 µm de diamètre) qui 

normalement le sont peu (artères proximales) voire pas du tout (artérioles distales pré-capillaires) chez 

des patients sains est une autre composante essentielle de l’HTAP. Elle est liée à l’hypertrophie de la 

média au cours de laquelle les CML-AP jouent un rôle prépondérant caractérisé par une migration, une 

hyper-prolifération et une hyperplasie de ces cellules. De nombreuses caractéristiques à l’origine de la 

prolifération exagérée des CML-AP dans l’HTAP sont présentées dans le chapitre II détaillant les 

similitudes entre la physiopathologie de l’HTAP et celle du cancer. L’implication d’autres types 
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cellulaires est également à prendre en compte dans ce processus de muscularisation, en particulier dans 

les artérioles distales où il s’agit d’une néo-muscularisation qui fait intervenir des processus 

pathobiologiques initiés dans l’endothélium et l’adventive vasculaire. Dans ce cadre, l’adventice 

permet l’afflux et/ou l’activation de cellules progénitrices circulantes ou résidentes (cellules souches, 

fibrocytes ou pericytes). Ces cellules ainsi que les fibroblastes adventitiels résidents sont capables de 

se différencier en cellules au phénotype musculaire (α-Smooth-Muscle-Actin positives) participant 

ainsi à la néo-muscularisation artérielle (Davie et al., 2004; Farkas et al., 2014; Frid et al., 2006; 

Passman et al., 2008; Stenmark et al., 2012; Yeager et al., 2011). De plus, le phénomène de transition 

endothéliale-mésenchymateuse au cours duquel des cellules endothéliales acquièrent un phénotype 

musculaire en migrant vers la média semble également participer à ce processus (Arciniegas et al., 

2007; Frid et al., 2002; Sakao et al., 2009; Zhu et al., 2006).  

2.3 Inflammation chronique 

Etant donné que l’HTAP apparait fréquemment associée à des maladies auto-immunes et infectieuses 

impliquant des phénomènes d’inflammation systémique, comme la sclérodermie systémique, le lupus 

érythémateux ou encore une infection par le VIH, l’inflammation chronique et l’auto-immunité jouent 

certainement un rôle prépondérant dans la physiopathologie de l’HTAP idiopathique et l’HTAP 

associée à ces maladies (Groth et al., 2014; Kherbeck et al., 2013; Price et al., 2012). En effet une 

élévation des taux de cytokines pro-inflammatoires, de chimiokines et un influx massif de cellules pro-

inflammatoires ont été décrits dans l’HTAP (Dorfmuller et al., 2003; Price et al., 2012; Soon et al., 

2010; Tuder et al., 1998), associée à une accumulation de cellules inflammatoires plus ou moins 

organisées en pseudo-foyers lymphoïdes et à une production d’auto-anticorps (Figure 5: 

Caractéristiques inflammatoires participant au remodelage des artères pulmonaires dans l’HTAP). 

Traditionnellement il était considéré que le phénomène initiateur était le recrutement de leucocytes et 

de monocytes circulants au niveau de l’intima via l’expression endothéliale de molécules d’adhésion 

(hypothèse appelée « inside-out »). Cependant, de plus en plus de données expérimentales 

indiqueraient que le processus inflammatoire serait initié dans l’adventice en progressant vers 

l’intérieur du vaisseau, associé ainsi au processus de remodelage intra-vasculaire (hypothèse appelée 
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«outside-in ») (Stacher et al., 2012; Tuder et al., 2013). En effet, les cellules résidentes de l’adventice 

que sont les fibroblastes sont activables rapidement en réponse à un stress vasculaire comme 

l’hypoxie, le shear stress ou encore par une infection, ce qui induit des modifications phénotypiques de 

ces fibroblastes, influençant la réaction inflammatoire intra-vasculaire. Ces fibroblastes activés 

prolifèrent, se différencient, migrent, produisent des facteurs de croissance, des molécules du tissu 

conjonctif et surtout des molécules d’adhésion, des cytokines et des chimiokines pro-inflammatoires 

qui induisent le recrutement et la rétention des cellules inflammatoires et progénitrices (Frid et al., 

2006; Li et al., 2011b; Stenmark et al., 2011). Se crée alors une boucle d’auto-activation dérégulée 

conduisant à un processus inflammatoire chronique au sein des artères pulmonaires.  

 

Figure 5: Caractéristiques inflammatoires participant au remodelage des artères pulmonaires dans 

l’HTAP. Source: (Kherbeck et al., 2013). MCP-1: Monocyte chemotactic protein 1; PDGF: Platelet-

derived growth factor; TN-C: Tenascin-C; EGF: Epidermal Growth Factor. 
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2.3.1 Surexpression de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires 

Une augmentation de la production des cytokines pro-inflammatoires: interleukines IL-1β et IL-6, 

corrélée à la sévérité de la maladie, a été clairement établie chez les patients atteints d’HTAP 

idiopathique et associée à une sclérodermie systémique (Dolenc et al., 2014; Dorfmuller et al., 2003; 

Humbert et al., 1995; Selimovic et al., 2009; Soon et al., 2010) ainsi que dans les modèles 

expérimentaux d’HTAP (Bhargava et al., 1999; Lesprit et al., 1998; Van Hung et al., 2014). Ces 

cytokines sont retrouvées au niveau circulant et au sein des artères pulmonaires remodelées où elles 

exercent leur activité pro-inflammatoire mais aussi leur effet pro-prolifératif sur les CE-AP et CML-

AP (Savale et al., 2009; Steiner et al., 2009).  

Par ailleurs, plusieurs chimiokines (cytokines solubles agissant par chimiotactisme) sont surexprimées 

dans le sérum et le tissu pulmonaire des patients HTAP: la fractalkine ou CX3CL1 qui induit la 

prolifération des CML-AP et le recrutement et l’adhésion aux CE-AP de leucocytes exprimant le 

récepteur CX3CR1 (Balabanian et al., 2002; Perros et al., 2007a); le MCP-1 (Monocyte Chemotactic 

Protein 1) ou CCL2 qui induit la migration de monocytes qui se différencient en macrophages au sein 

du tissu (Itoh et al., 2006; Sanchez et al., 2007); le RANTES (Regulated upon activation normal T cell 

expressed and secreted) ou CCL5, chimio-attractant pour les monocytes et les lymphocytes T et 

activateur indirect de ET-1 (Dorfmuller et al., 2002); et le CXCL10 qui induit le recrutement et 

l’adhésion des lymphocytes T activés aux CE et qui inhibe l’angiogénèse (Heresi et al., 2010). 

Ces facteurs pro-inflammatoires et pour certains également pro-prolifératifs peuvent être produits par 

les cellules de la paroi vasculaire pulmonaire, en particulier par les CE-AP et les fibroblastes 

adventitiels. Les plaquettes interviennent également dans ce processus puisqu’elles possèdent des 

granules sécrétoires pouvant libérer des cytokines et chimiokines pro-inflammatoires et pro-

prolifératifs comme le CXCL4, le RANTES, l’IL-1β, le TGF-β (Transforming growth factor-β) ou 

encore le TNF- (Tumor necrosis factor-) (Shi et al., 2011). S’en suit un afflux de cellules 

inflammatoires qui produisent à leur tour ces facteurs en grande quantité, créant ainsi un 

environnement de sur-activation de l’inflammation au niveau des vaisseaux pulmonaires.  
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2.3.2 Infiltrats de cellules inflammatoires 

Il a été clairement décrit des infiltrats inflammatoires autour des vaisseaux pulmonaires et dans les 

lésions plexiformes chez les patients HTAP, composés de cellules dendritiques, de macrophages, de 

lymphocytes B et T et de mastocytes (Dorfmuller et al., 2003; Hall et al., 2009; Savai et al., 2012; 

Tuder et al., 1994; Van Hung et al., 2014).  

Les cellules dendritiques, dont leur nombre est augmenté dans le sérum de patients HTAP ainsi que 

dans les infiltrats péri-vasculaires (Perros et al., 2007b), peuvent participer au remodelage vasculaire 

pulmonaire de part leur activité principale de présentation des antigènes et donc d’activation des 

lymphocytes T, leur rôle dans l’initiation de l’inflammation et leur capacité de différenciation en 

d’autres phénotypes cellulaires (dont le phénotype endothélial).  

Les macrophages pulmonaires issus de la différenciation des monocytes circulants participent au 

remodelage vasculaire via leur activité de phagocytose, de production de serine-protéases et de 

cytokines pro-inflammatoires. Les serine-protéases ainsi produites activent les matrice-

métalloprotéases qui dégradent alors les membranes basales et la matrice extracellulaire, facilitant la 

migration de leucocytes ainsi que l’activation et la différenciation des fibroblastes. Par ailleurs, dans 

une étude in vivo d’HTAP induite par hypoxie, il semble que le recrutement de progéniteurs 

mésenchymateux circulants de la lignée des monocytes/macrophages, appelés fibrocytes, pourrait 

également être impliqué dans le remodelage vasculaire pulmonaire de l’HTAP (Frid et al., 2006). En 

revanche, leur implication dans l’HTAP humaine n’est pas clairement établie puisque le taux de 

fibrocytes circulants entre patients HTAP et contrôles n’est pas différent voire diminué (Gambaryan et 

al., 2012).  

Les lymphocytes B pourraient participer à la pathogénèse de l’HTAP via leur rôle principal dans 

l’immunité humorale de production d’anticorps et notamment d’auto-anticorps retrouvés chez les 

patients HTAP mais également via leur rôle dans l’activation des lymphocytes T effecteurs en 

collaboration avec les cellules dendritiques et la production de cytokines. Par ailleurs, il semble que le 
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profil d’expression des ARNm soit clairement différent entre lymphocytes B circulants de patients 

HTAPi versus contrôles avec la surexpression de certains gènes (Ulrich et al., 2008b).  

Concernant les lymphocytes T, responsables de l’immunité cellulaire et divisés en trois sous-groupes, 

les lymphocytes T cytotoxiques, les lymphocytes T « helper » et les lymphocytes T régulateurs, il n’y 

a pas de consensus clairement établi. En effet, dans une première étude, le taux de lymphocytes T 

régulateurs (CD4+, FoxP3+, CD25high+) est augmenté dans le sang périphérique des patients HTAP, 

similairement à certains cancers (Wolf et al., 2003), alors que le taux de lymphocytes T cytotoxiques 

(CD8+) est diminué (Ulrich et al., 2008a). Cependant dans une étude plus récente, le nombre de 

lymphocytes T régulateurs circulants n’est pas différent entre patients HTAP et contrôles, mais il 

semblerait que leur fonction soit activée, notamment par une augmentation du taux de leptine 

circulante et une augmentation de l’expression des récepteurs à la leptine sur les lymphocytes T 

régulateurs (Huertas et al., 2012). De plus, dans d’autres études sur les poumons de patients HTAPi, il 

a été observé une augmentation du nombre de lymphocytes T cytotoxiques effecteurs (CD8+) et helper 

(CD4+) associée à une augmentation du nombre de lymphocytes T régulateurs (CD4+, FoxP3+, 

CD25high+) (Austin et al., 2010; Savai et al., 2012). Ainsi, bien que l’impact exact des lymphocytes T 

reste encore à éclaircir, il semble que le nombre, ou du moins l’activité, des lymphocytes T régulateurs 

soit augmenté dans l’HTAP, élément certainement impliqué dans la pathogénèse de l’HTAP via leur 

rôle dans le contrôle de l’activité des lymphocytes T effecteurs, des lymphocytes B et des cellules 

dendritiques (Perros et al., 2008a; Tamosiuniene et al., 2011).  

2.3.3 Production d’auto-anticorps 

Probablement en lien avec un dysfonctionnement au niveau des lymphocytes B producteurs 

d’anticorps et des lymphocytes T régulateurs contrôlant la « tolérance au soi » et donc l’auto-

immunité, il a été observé une augmentation du taux d’auto-anticorps dirigés contre les composants de 

la paroi vasculaire dans l’HTAP (Mouthon et al., 2005; Nicolls et al., 2005; Rich et al., 1986). Ces 

auto-anticorps (non-spécifiques) dirigés contre les CE (Dib et al., 2012; Tamby et al., 2005) et les 

fibroblastes (Tamby et al., 2006; Terrier et al., 2008) retrouvés chez des patients atteints d’HTAP 

idiopathique et associée à une sclérodermie systémique pourraient avoir un rôle dans l’adhésion des 
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leucocytes aux CE vasculaires (Carvalho et al., 1996), dans l’apoptose précoce des CE (Bordron et al., 

1998) ainsi que dans l’activation des fibroblastes en phénotype pro-inflammatoire (Chizzolini et al., 

2002). Ces auto-anticorps pourraient être produits au sein de tissus lymphoïdes tertiaires contenant des 

lymphocytes B et T nouvellement formés autour des vaisseaux pulmonaires remodelés des patients 

HTAPi (Perros et al., 2012). 

2.4 Anomalies morphologiques  

2.4.1 Néo-intima 

La néo-intima est une composante vasculaire supplémentaire entre l’endothélium et la limitante 

élastique interne, constituée de myofibroblastes, de composants de la matrice extracellulaire et 

d’infiltrats inflammatoires (Humbert et al., 2004b; Jones et al., 1997). Ainsi cette couche vasculaire 

additionnelle favorise l’occlusion des petites artères pulmonaires notamment en induisant la 

prolifération des CML-AP de la média adjacente (Ostriker et al., 2014) et contribue à la formation des 

lésions complexes endoluminales (Toba et al., 2014). Elle pourrait avoir pour origine les fibroblastes 

adventitiels activés précocement (Stenmark et al., 2002). 

2.4.2 Lésions fibrosantes intimales  

Des lésions fibrosantes composées majoritairement de fibroblastes participent au rétrécissement de la 

lumière des artérioles pulmonaires. Il a été décrit dans l’HTAP deux types de lésions fibrosantes se 

différenciant par leur état de stratification: la fibrose intimale concentrique stratifiée, qualifiée de 

« bulbes d’oignons » et la fibrose intimale excentrique non stratifiée (Pietra et al., 2004; Pietra et al., 

1989). 

2.4.3 Lésions thrombotiques in situ 

Des lésions thrombotiques sont souvent observées dans la lumière des artérioles pulmonaires au cours 

de l’HTAP, composées d’un thrombus parfois re-canalisé (Fuster et al., 1984; Johnson et al., 2006a; 

Pietra et al., 1989). Ces lésions sont le reflet d’une altération de la coagulation dans l’HTAP (Lannan 

et al., 2014). En effet, il a été observé une augmentation de l’activité de la thrombine (Eisenberg et al., 

1990; Tournier et al., 2010), une augmentation de l’activation des plaquettes (Herve et al., 2001; Varol 
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et al., 2011), une augmentation de l’expression du facteur tissulaire (exerçant un rôle initiateur dans la 

cascade de coagulation), au niveau des lésions vasculaires (White et al., 2007) et sur des 

microparticules de CE circulantes (Bakouboula et al., 2008), ainsi qu’une déficience de certains 

effecteurs des voies anticoagulantes comme l’anti-thrombine et la thrombomoduline (Sakamaki et al., 

2000; Welsh et al., 1996). En outre, la dysfonction endothéliale favorise la formation de thrombus 

puisqu’elle entraine des modifications des fonctions hémostatiques de l’endothélium vasculaire 

pulmonaire, liées à une dérégulation de la balance thrombomoduline/facteur tissulaire exprimés à sa 

surface, à une fibrinolyse inefficace et à une activation et agrégation plaquettaire favorisée par une 

diminution de la production de NO et de prostacyclines (Chaouat et al., 1996; Kopec et al., 2013). De 

plus, le nombre de microparticules circulantes issues des plaquettes et issues des CE est augmenté 

chez les patients HTAP (Amabile et al., 2013; Nadaud et al., 2013). Ces microparticules, en particulier 

celles issues des plaquettes, étant bien plus pro-coagulantes que leurs cellules d’origines de part la 

présence de phosphatidylsérines à leur surface, entretiennent ainsi un état d’hyper-coagulation 

(Sinauridze et al., 2007). 

2.4.4 Lésions plexiformes 

 

Figure 6: Illustration de lésions plexiformes chez un patient HTAPi. Les CE constitutives des lésions 

plexiformes sont indiquées par les flèches. Source: (Cool et al., 1999) 

 

Les lésions plexiformes sont des anomalies complexes souvent observées dans l’HTAP à des stades 

avancés, composées de CE soutenues par un stroma contenant des protéines de matrice et des 

myofibroblastes, formant des canaux endoluminaux obstruant le lit des petites artères lobulaires, 

localisées en particulier au niveau des ramifications artérielles et des artères supra-numéraires (Figure 
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6: Illustration de lésions plexiformes chez un patient HTAPi) (Bjornsson et al., 1985; Pietra et al., 

2004; Pietra et al., 1989). La formation de ces lésions est la conséquence de la dysfonction 

endothéliale dont le stimulus initiateur reste incertain mais qui pourrait impliquer l’hypoxie alvéolaire, 

l’inflammation, le shear stress et/ou la réponse à une drogue ou à un agent infectieux, sur fond de 

susceptibilité génétique. Il semble que les CE hyper-proliférantes et résistantes à l’apoptose 

constituant les lésions plexiformes soient issues d’une sélection monoclonale (Lee et al., 1998) après 

une probable phase initiatrice d’apoptose des CE de l’endothélium vasculaire pulmonaire et qu’une 

partie de ces CE soient issues de cellules progénitrices endothéliales circulantes qui se sont 

accumulées et ont proliféré aux niveaux des vaisseaux pulmonaires présentant un endothélium dénudé 

ou altéré (Masri et al., 2007; Sakao et al., 2009; Yeager et al., 2001). De plus, il a été constaté une 

augmentation de l’expression de HIF1 (Hypoxia inducible factor 1), de VEGF (Vascular 

endothelial growth factor) et de ces récepteurs dans les CE des lésions plexiformes (Bockmeyer et al., 

2012; Cool et al., 1999; Hirose et al., 2000; Jonigk et al., 2011; Tuder et al., 2001). 

2.4.5 Accumulation de matrice extracellulaire 

Une accumulation excessive et progressive de composantes de la matrice extracellulaire, telles que le 

collagène, l’élastine, la fibronectine et la ténascine C, est observée au niveau de l’adventice des 

vaisseaux pulmonaires remodelés (Durmowicz et al., 1994; Ihida-Stansbury et al., 2006; Jones et al., 

1997). L’accumulation de collagène a très probablement un effet sur la rigidité de la paroi artérielle et 

par conséquent sur le débit sanguin dans l’artère. La fibronectine et la ténascine C quant à elles 

facilitent la prolifération et la différenciation en myofibroblastes des fibroblastes adventitiels. De plus, 

l’expression et l’activité des métalloprotéases (MMP), en particulier MMP-2 et -9, qui sont des 

enzymes qui dégradent les composants de la matrice extracellulaire, sont augmentées dans l’HTAP 

(Benisty et al., 2005; Lepetit et al., 2005). La dégradation du collagène de la membrane basale, du 

collagène interstitiel, de la fibronectine et de divers protéoglycanes par ces MMP permet la migration 

des fibroblastes et myofibroblastes adventitiels vers la média, la néo-intima et les lésions fibrosantes et 

plexiformes dans la lumière des vaisseaux. L’activité de ces MMP favorise également la prolifération 
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et la migration des CML-AP sous-jacentes ainsi que l’infiltration de cellules inflammatoires, 

participant ainsi au remodelage vasculaire pulmonaire de l’HTAP (Chelladurai et al., 2012). 

3 Traitements de l’HTAP 

Similairement à la classification des hypertensions pulmonaires, les algorithmes de prise en charge des 

patients HTAP sont régulièrement revus et corrigés lors des symposiums mondiaux en fonction des 

avancées concernant la compréhension de la maladie et les traitements identifiés. Le dernier en date 

(en 2013 à Nice) propose un nouvel algorithme de traitement présenté dans la figure ci-dessous 

(Figure 7: Algorithme des traitements de l’HTAP). Les grades et les niveaux de preuve des 

recommandations sont définis dans les tableaux 3 et 4.  

Avant tout, en vue d’une prise en charge globale la plus efficace possible pour le patient atteint 

d’HTAP, il est recommandé que le suivi du patient soit réalisé dans des centres spécialisés pour 

l’HTAP constitués d’équipes soignantes qui connaissent parfaitement la pathologie. 

Grade  Définition Application 

Grade I Evidence et/ou consensus qu’un traitement ou une 

procédure est bénéfique, utile et efficace. 

Est recommandé et indiqué 

Grade II Preuves contradictoires et/ou divergences d’opinions 

à propos de l’efficacité et de l’utilité d’un traitement 

ou d’une procédure. 

 

    - Grade IIa Preuves ou opinions majoritairement en faveur de 

l’efficacité et de l’utilité. 

Est à considérer 

    - Grade IIb L’efficacité et l’utilité sont moins bien établies. Peut être consideré 

Grade III Evidence et/ou consensus qu’un traitement ou une 

procédure n’est pas utile ou efficace et qu’ils peuvent 

être néfastes dans certains cas. 

N’est pas recommandé 

Tableau 3: Définition et application des grades des recommandations. 

 

Niveau de preuve Définition 

Niveau A Les données sont issues de plusieurs études cliniques randomisées ou de méta-

analyses. 

Niveau B Les données sont issues d’une seule étude clinique randomisée ou de larges 

études non-randomisées. 

Niveau C Consensus d’opinions d’experts et/ou les données sont issues de petites études, 

d’études rétrospectives et/ou de registres. 

Tableau 4: Définition des niveaux de preuve des recommandations. 
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Figure 7: Algorithme des traitements de l’HTAP. Source: (Galie et al., 2013) 

APAH = associated pulmonary arterial hypertension; BAS = balloon atrial 

septostomy; CCB = calcium channel blockers; ERA = endothelin receptor 

antagonist; sGCS = soluble guanylate cyclase stimulators; IPAH = idiopathic 

pulmonary arterial hypertension; i.v. = intravenous; PDE-5i = phosphodiesterase 

type-5 inhibitor; s.c. = subcutaneous; WHO-FC = World Health Organization 

functional class. 
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3.1 Traitements non spécifiques 

3.1.1 Diurétiques 

La prescription de diurétiques est recommandée dans l’HTAP puisqu’elle contrecarre l’hyper-volémie 

et ses symptômes associés causés par l’insuffisance cardiaque. Le choix du diurétique et de sa dose est 

à définir par le médecin référent en fonction des paramètres cliniques et hémodynamiques. La fonction 

rénale doit être surveillée régulièrement, associé à des bilans biologiques sanguins pour éviter une 

hypokaliémie.  

3.1.2 Anticoagulants oraux 

Au vu des lésions vasculaires thrombotiques observées dans l’HTAP associées au facteur de risque 

pro-thrombotique que représente l’insuffisance cardiaque, le concept d’une anti-coagulation orale peut 

avoir des effets bénéfiques dans l’HTAP. Confirmant cette hypothèse, certaines études (bien que peu 

nombreuses) ont montré une amélioration de la survie de patients HTAP recevant des anticoagulants 

(Johnson et al., 2006b; Olsson et al., 2014). Ainsi, il est recommandé de prescrire des anticoagulants 

oraux comme les anti-vitamine K (la warfarine par exemple) chez les patients HTAP, en absence de 

contre-indication. Un contrôle régulier de l’efficacité du traitement anticoagulant par mesure de l’INR 

(International Normalized Ratio) doit être effectué avec pour objectif un INR compris entre 1.5 et 2.5.  

3.1.3 Oxygène 

Une oxygénothérapie est recommandée chez les patients dont la pression partielle d'oxygène (pO2) est 

inférieure à 8kPa (60mmHg) pendant au moins 15h/jour. Chez les patients avec une faible pO2 et/ou 

chez les patients séjournant en altitude ou en avion, l’objectif de l’oxygénothérapie est d’atteindre une 

saturation en O2 supérieure à 92%.  

3.1.4 Antagonistes calciques 

Au moment du diagnostic de l’HTAP (lors du cathétérisme cardiaque droit), la réponse aiguë à des 

vasodilatateurs est testée avec du NO inhalé (ou de l’époprosténol iv ou de l’adénosine iv), car les 

patients répondeurs sont susceptibles de mieux répondre aux antagonistes calciques, associé à une 

amélioration de leur survie (Rich et al., 1992; Sitbon et al., 2005; Zuo et al., 2012). Ainsi leur 
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prescription (diltiazem, nifédipine ou amlodipine) est recommandée chez ces patients. L’objectif 

thérapeutique est une amélioration de la classe fonctionnelle NYHA (c’est à dire passer à une classe 

NYHA I ou II). Si tel n’est pas le cas au bout de 3-4 mois de traitement par un antagoniste calcique, le 

patient est considéré comme non répondeur et une autre thérapie devra être envisagée (à choisir parmi 

les traitements spécifiques de l’HTAP). 

3.2 Traitements pharmacologiques spécifiques de l’HTAP 

Basées sur une meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques de la maladie, des 

thérapies ciblant les altérations de la voie de l’endothéline (antagonistes des récepteurs à 

l’endothéline), de la voie du NO (inhibiteurs de la PDE5) et de la voie des prostacyclines sont 

actuellement utilisées en clinique (Figure 8: Thérapies ciblées de l’HTAP). Ces médicaments prescrits 

seuls ou en association ont prouvé leur efficacité dans des études cliniques randomisées contrôlées 

contre placébo.  

 
Figure 8: Thérapies ciblées de l’HTAP. Source: (Humbert et al., 2004c) 
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3.2.1 Les antagonistes des récepteurs à l’endothéline 

La voie de l’endothéline est suractivée chez les patients HTAP (Giaid et al., 1993). Les effets 

vasoconstricteurs et pro-prolifératifs de l’endothéline passant par les récepteurs ET-A et ET-B sur les 

CML-AP, cibler ces récepteurs par des antagonistes pharmacologiques s’avère efficace en clinique 

(Liu et al., 2013). Ainsi trois médicaments administrés par voie orale sont actuellement sur le marché 

et recommandés pour le traitement de patients HTAP de classe fonctionnelle NYHA II ou III: le 

bosentan, le macitentan et l’ambrisentan.  

Le bosentan (Tracleer®) est un antagoniste compétitif non spécifique des récepteurs ET-A et ET-B qui 

a prouvé son efficacité dans cinq études cliniques, dont BREATHE et EARLY (Channick et al., 2001; 

Galie et al., 2008b; Rubin et al., 2002). Bien qu’il soit globalement bien toléré, le bosentan est associé 

à des effets indésirables hépatiques (Humbert et al., 2007).  

Le macitentan (Opsumit®) est un antagoniste des récepteurs ET-A et ET-B, développé récemment en 

modifiant la structure du bosentan pour augmenter son efficacité et sa sécurité (Iglarz et al., 2014), ce 

qui est effectivement le cas en l’absence de toxicité hépatique avec le macitentan. Basé sur les résultats 

de l’étude clinique SERAPHIN (Pulido et al., 2013), le macitentan a reçu son autorisation de mise sur 

le marché en 2013. 

L’ambrisentan (Volibris®) est un antagoniste spécifique du récepteur ET-A qui a prouvé son efficacité 

dans deux études cliniques (études ARIES-1 et -2) (Galie et al., 2008a). Bien qu’aucune différence 

clinique n’ait été relevée entre les antagonistes non spécifiques et les antagonistes spécifiques des 

récepteurs à l’ET-1 (notamment en l’absence de larges études cliniques randomisées les comparant), il 

semble que l’antagoniste spécifique ambrisentan soit associé à moins d’effets indésirables hépatiques 

que le bosentan. Ainsi il n’est pas nécessaire de réaliser un suivi hépatique mensuel avec l’ambrisentan 

et la prescription de ce médicament est donc plus pertinente pour les patients ayant des problèmes 

hépatiques associés ou si la prise d’autres médicaments métabolisés par le foie est envisagée (Ben-

Yehuda et al., 2012; McGoon et al., 2009).  
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3.2.2 Les inhibiteurs de la PDE5 

Nous avons vu précédemment que l’altération de la voie du NO dans l’HTAP passe notamment par 

une augmentation des enzymes PDE (dont l’isoforme PDE-5) dégradant le second messager GMPc 

(Murray et al., 2002). Cibler cette altération avec des inhibiteurs de la PDE-5 permet de restaurer les 

taux de GMPc et ainsi de réactiver la voie du NO endogène à l’origine d’effets vasodilatateurs et anti-

prolifératifs bénéfiques (Francis et al., 2010; Napoli et al., 2003; Tantini et al., 2005; Wharton et al., 

2005). Deux molécules administrées par voie orale également utilisées dans le traitement de la 

dysfonction érectile pour leurs effets vasodilatateurs sont actuellement sur le marché et recommandées 

dans le traitement des HTAP de classes NYHA II et III: le sildénafil (Revatio®: études cliniques 

SUPER-1 et PACES (Galie et al., 2005)) et le tadalafil (Adcirca®: études cliniques PHIRST et 

PHIRST-2 (Galie et al., 2009; Oudiz et al., 2012)). Elles présentent des effets indésirables similaires, 

liés à leurs effets vasodilatateurs au niveau systémique (mal de tête, flushing, epistaxis…).  

Le riociguat est une nouvelle molécule qui vise à augmenter le taux de GMPc en activant la guanylate 

cyclase soluble. Elle est actuellement en cours d’études cliniques de phase 3 (études CHEST-1 et 

PATENT-1) et de procédure de mise sur le marché (Archer, 2013; Ghofrani et al., 2013; Huh et al., 

2011; Lang et al., 2012). 

3.2.3 Les analogues de prostacyclines 

Une diminution de la synthèse endothéliale des prostacyclines endogènes étant une des 

caractéristiques de la physiopathologie de l’HTAP (Tuder et al., 1999), administrer des analogues de 

prostacyclines exogènes permet de réactiver cette voie aux propriétés vasodilatatrices et 

antiprolifératives (Galie et al., 2003). Trois molécules sont actuellement sur le marché et 

recommandées dans le traitement des HTAP de classes NYHA III et IV: l’époprosténol, l’iloprost, le 

treprostinil.  

L’époprosténol (Flolan®) est le premier médicament à avoir reçu une autorisation de mise sur le 

marché pour le traitement de l’HTAP en 1995 au vu des preuves d’efficacité apportées par trois études 

cliniques (Badesch et al., 2000; Barst et al., 1996; Rubin et al., 1990). Cependant son administration 
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par perfusion iv cathétérisée centralisée dont le réservoir doit être changé toutes les 8 à 12 heures est 

très contraignante et peut engendrer de effets indésirables graves et de sérieuses complications (sepsis, 

thrombose, pneumothorax…) liés à une infection ou à une obstruction du cathéter, limitant par 

conséquent son utilisation principalement aux patients HTAP très sévères de classe NYHA IV. 

L’iloprost (Ventavis®) est un analogue de prostacyclines disponible par voie inhalée qui a prouvé son 

efficacité clinique dans l’étude AIR (Olschewski et al., 2002). L’iloprost est mieux toléré que 

l’époprosténol, cependant l’emploi du dispositif d’inhalation n’est pas des plus aisé, associé à des 

« gaps thérapeutiques » entre les prises. L’iloprost est donc à utiliser avec précaution en associant une 

éducation thérapeutique du patient afin de maximiser son observance au traitement; il est souvent 

prescrit en seconde ligne thérapeutique et/ou dans le cadre d’une combinaison thérapeutique 

séquentielle. 

Le treprostinil est un analogue de l’époprosténol qui a été développé pour faciliter son administration. 

Ainsi le treprostinil est disponible en micro-perfusion sous-cutanée (Remodulin®: une étude clinique 

(Simonneau et al., 2002)), en perfusion iv (Remodulin®: étude clinique TRUST (Hiremath et al., 

2010)), par voie inhalée (Tyvaso®: étude clinique TRIUMPH en association au bosentan ou au 

sildénafil (McLaughlin et al., 2010)) ou par voie orale (études cliniques FREEDOM-C1 (associé au 

bosentan),-C2 (associé au sildénafil),-M (en monothérapie) (Jing et al., 2013; Tapson et al., 2013; 

Tapson et al., 2012)).  

Une nouvelle molécule ciblant la voie des prostacyclines est en cours d’étude clinique de phase 3 

(étude GRIPHON): le selexipag, un agoniste des récepteurs à la PGI2, dont la prise par voie orale est 

plus sécurisante et moins contraignante que les précédents produits. 

3.2.4 Les thérapies combinées 

Combiner plusieurs médicaments pour cibler plusieurs voies pathobiologiquement altérées dans 

l’HTAP est une idée séduisante (Channick, 2013). A l’heure actuelle, il est recommandé d’effectuer 

une combinaison séquentielle de deux ou trois molécules, en cas de résultats cliniques de la 

monothérapie initiale inadéquats ou en cas de détérioration de l’état clinique du patient. Ainsi des 
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méta-analyses des études évaluant l’association de plusieurs médicaments dans l’HTAP révèlent que 

les thérapies combinées augmentent significativement la distance du test de marche et réduisent le 

risque d’aggravation clinique (Bai et al., 2011; Coeytaux et al., 2013; Fox et al., 2011; Galie et al., 

2010; Zhu et al., 2012). Il peut être combiné un antagoniste des récepteurs à l’endothéline avec un 

inhibiteur de PDE5 ou avec un analogue des prostacyclines ou bien un inhibiteur de PDE5 avec un 

analogue des prostacyclines.  

La prescription simultanée de plusieurs médicaments dans la prise en charge initiale du patient a été 

étudiée dans certaines études cliniques randomisées contrôlées (études BREATHE-2, AMBITION et 

ATPAHSS) (Humbert et al., 2004a; Kemp et al., 2012) et est recommandée pour des patients HTAP 

très sévères de classe NYHA IV, sans que le choix des molécules à associer ne soit pour l’heure 

clairement établi. Dans tous les cas et faute de mieux, les thérapies combinées sont largement 

employées en pratique clinique chez les patients instables.  

3.3 Traitements interventionnels 

En cas d’échec des traitements pharmacologiques, les traitements interventionnels doivent être 

rapidement envisagés: la transplantation pulmonaire ou cardio-pulmonaire, l’atrioseptostomie, la 

procédure de Potts ou l’endartériectomie. Ces interventions doivent être réalisées dans des centres 

expérimentés spécialisés afin de maximiser les chances de réussite (Keogh et al., 2009).  

En fonction de l’atteinte cardiaque et de la disponibilité des greffons, une transplantation pulmonaire 

ou cardio-pulmonaire sera préférée. Ainsi,  la transplantation pulmonaire dite bilatérale est choisie 

pour les HTAP idiopathiques ou secondaires, en espérant que la fonction du ventricule droit se 

normalise rapidement grâce au « remodelage cardiaque bénéfique » (capacité du cœur à récupérer). 

Alors que pour les patients avec des anomalies congénitales cardiaques (en particulier le syndrome 

d’Eisenmenger), des insuffisances cardiaques droites et/ou gauches avec une hypertrophie cardiaque 

importante, et une souffrance viscérale associée (ascite, insuffisance hépatique…), la transplantation 

cardio-pulmonaire est la procédure de choix. Bien que nécessaire, la transplantation est une opération 

très lourde, parfois mortelle, et pour laquelle le suivi et le quotidien du patient greffé sont très 
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contraignants. Néanmoins le taux de survie à 5 ans s’améliore passant de 50% à 75% dans certaines 

études (Toyoda et al., 2008; Trulock et al., 2006).  

L’atrioseptostomie est indiquée chez les patients en insuffisance cardiaque et peut être proposée en 

attendant une transplantation ou dans des centres chirurgicaux ne disposant pas de greffons 

pulmonaires. Le principe de l’atrioseptostomie se base sur l’observation que les patients HTAP avec 

un syndrome d’Eisenmenger associé ont un meilleur pronostic que les patients HTAPi (Hopkins et al., 

1996). Ainsi cette opération réalisée en percutanée consiste en la création d’une ouverture entre les 

deux oreillettes (sorte de shunt gauche-droit) à l’aide du gonflement d’un ballonnet qui peut être 

associée à la mise en place d’un stent. Elle permet alors de diminuer la précharge du ventricule droit, 

d’améliorer le débit cardiaque et de réduire la sur-réactivité sympathique (Bhamra-Ariza et al., 2014). 

Cependant cette opération est associée à une importante désaturation et à une mortalité immédiate de 

16% (Sandoval et al., 2001), son indication est donc limitée et très encadrée (Keogh et al., 2009).  

La procédure de Potts est une nouvelle alternative à l’atrioseptostomie pour diminuer la précharge du 

ventricule droit qui consiste à créer une anastomose directe entre l’aorte thoracique descendante et 

l’artère pulmonaire gauche avec un moindre risque de désaturation potentielle (Bhamra-Ariza et al., 

2014). Pour l’instant cette technique n’a été testée que sur quelques petites séries de patients, en 

l’occurrence des enfants de moins de 15 ans de classes NYHA IV avec des taux de succès de 50 à 75% 

(Baruteau et al., 2012) et n’est pas encore référencée dans les recommandations internationales. 

Au contraire des trois précédentes opérations, l’endartériectomie est le seul traitement chirurgical qui 

peut entraîner une guérison de l’hypertension pulmonaire d’origine thromboembolique (CTEPH). En 

effet, cette opération qui consiste à désobstruer les artères pulmonaires des caillots thrombotiques 

fibrotiques bouchant les artères de façon « mécanique » est le traitement de choix pour la CTEPH 

(Dartevelle et al., 2004).  
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Chapitre 2: Phénotype pseudo-tumoral dans l’HTAP 

 

Le concept de phénotype appelé « pseudo-tumoral » dans l’HTAP a émergé ces dernières années dans 

la physiopathologie de l’HTAP suite à la constatation d’une analogie entre certaines altérations 

observées dans l’HTAP et dans le cancer (Adnot et al., 2007; Guignabert et al., 2013; Rai et al., 2008; 

Sakao et al., 2011). Le préfixe « pseudo » fait allusion au fait que toutes les caractéristiques du cancer 

ne sont tout de même pas retrouvées dans l’HTAP et que, par conséquent, cette similitude reste 

incomplète. Néanmoins les différentes caractéristiques de l’HTAP décrites dans ce chapitre 

représentent de potentielles nouvelles cibles thérapeutiques pour lesquelles l’utilisation de 

médicaments anti-cancéreux, dont certains sont d’ores et déjà à l’étude, pourrait être bénéfique dans le 

traitement de l’HTAP.  

Dans ce chapitre, le concept de phénotype pseudo-tumoral observé dans l’HTAP est décrit en se 

basant sur les caractéristiques du cancer décrites par Hanahan et Weinberg en 2000 (Hanahan et al., 

2000) et réactualisées en 2011 (Hanahan et al., 2011), qui, même si elles sont encore débattues sur 

certains aspects (Sonnenschein et al., 2013), permettent de s’en faire une vision globale et détaillée 

(Figure 9: Caractéristiques communes entre HTAP et cancer). 
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Figure 9: Caractéristiques communes entre HTAP et cancer. Source: (Paulin et al., 2011a) 

 

1 Génération intrinsèque de signaux de croissance 

Les cellules normales sont dépendantes de facteurs de croissance pour passer de la phase de 

quiescence cellulaire à la mitose, alors que les cellules tumorales ont la capacité de diminuer voire 

d’abolir cette dépendance aux facteurs de croissance, notamment par génération de leurs propres 

facteurs de croissance associée à une stimulation autocrine et paracrine. Cette caractéristique est 

retrouvée dans l’HTAP où l’expression et la libération de facteurs mitogènes, comme le PDGF (Perros 

et al., 2008b), est augmentée dans les poumons de patients HTAP par rapport aux poumons de patients 

contrôles. Les CML-AP et les CE-AP issues de poumons de patients HTAP présentent alors une 

activité proliférative anormalement élevée en réponse à divers stimuli (5-HT, ET-1, PDGF, EGF 

(Epidermal Growth factor), FGF-2 (Fibroblast growth factor 2)…) par rapport à des cellules de 
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patients contrôles (Csiszar et al., 2009; Mandegar et al., 2004). Cette caractéristique observée en 

culture cellulaire, soit en dehors de leur environnement tissulaire in vivo, est notamment due à une 

surexpression des éléments de transduction de ces facteurs (transporteurs 5-HTT, récepteurs ETA…) 

(Adnot, 2005; Davie et al., 2002; Eddahibi et al., 2001; Ren et al., 2011; Tu et al., 2011).  

Par conséquent, dans l’HTAP, similairement au processus tumoral, intervient une altération dans le 

dialogue inter-cellulaire au sein des vaisseaux pulmonaires, notamment entre CML-AP et les CE-AP 

avec une libération excessive de facteurs de croissance (FGF-2, Ang II, ET-1, 5-HT) et de cytokines 

(IL-6, MCP-1) par les CE-AP exerçant une stimulation paracrine sur les CML-AP (de Man et al., 

2012; Eddahibi et al., 2006; Frasch et al., 1999; Giaid et al., 1993; Izikki et al., 2009; Marcos et al., 

2004; Savale et al., 2009; Tu et al., 2011). De même, l’expression du PDGF-A et -B et de ces 

récepteurs α et β est augmentée dans les poumons de patients HTAP (CE-AP, CML-AP et cellules 

inflammatoires) en comparaison à des poumons de patients contrôles (Perros et al., 2008b; Schermuly 

et al., 2005), le PDGF étant un puissant mitogène des CML-AP. De façon intéressante, il a même été 

montré que l’anticancéreux imatinib, un antagoniste des récepteurs du PDGF, réverse le remodelage 

vasculaire pulmonaire dans le modèle expérimentale d’HTAP induite par la monocrotaline (MCT) 

chez le rat (Schermuly et al., 2005). Cette molécule est actuellement à phase d’étude clinique (étude 

IMPRES) dans le cadre de thérapies combinées. Les plaquettes participent également à la création du 

remodelage vasculaire pulmonaire par la libération massive de facteurs comme le PDGF, le 

thromboxane A2 et la 5-HT qui agissent sur la prolifération et la migration des CML-AP et des 

fibroblastes (Berger et al., 2009). 

Dans l’HTAP, comme dans le cancer, certaines voies de signalisation intracellulaire sont altérées en 

mode « constitutivement activée » conduisant à une hyper-prolifération cellulaire. Par exemple, 

l’expression et l’activité de la protéine p130
cas

, un amplificateur du signal transduit par les facteurs de 

croissance EGF, FGF-2, PDGF, sont augmentées dans le sérum, les poumons et les cellules 

vasculaires pulmonaires de patients HTAP (Tu et al., 2012).  
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La voie Notch, impliquée dans la prolifération et la survie des CML vasculaires (Sweeney et al., 

2004), semble également être constitutivement activée dans l’HTAP. Cette voie joue un rôle dans 

plusieurs processus développementaux dont la vasculogénèse embryonnaire et est également une voie 

oncogénique activée dans plusieurs cancers (Guo et al., 2011; Miele et al., 2006). Dans l’HTAP, une 

augmentation de l’expression des récepteurs Notch 1, 2, 3 et 4, de leur ligand Jagged1 et de leur 

effecteur Herp a été observée dans des modèles expérimentaux in vivo d’HTAP (Qiao et al., 2012; 

Xiao et al., 2013). Il semble que le récepteur Notch 3 soit particulièrement impliqué dans le 

développement de l’HTAP puisqu’il est surexprimé dans les poumons de patients et de rongeurs 

atteints d’HTAP et que des souris KO Notch 3 sont résistantes au développement d’une HTAP sous 

hypoxie chronique (Geraci et al., 2001; Li et al., 2009). 

Similairement au cancer, et peut être en lien avec l’altération de la voie Notch comme décrit dans le 

cancer de la prostate (Bertrand et al., 2014), la voie oncogénique mTOR (mammalian target of 

rapamycin) / AKT (serine/threonine protein kinase) est également impliquée dans l’hyper-prolifération 

des CML-AP HTAP. En effet, il a été observé une augmentation de l’activité de mTOR, en particulier 

du complexe mTORC2, dans les CML-AP issues de patients HTAPi et de modèles expérimentaux in 

vivo d’HTAP, associée à une augmentation de la phosphorylation de ses substrats comme S6Kinase 

impliqué la croissance cellulaire (Gary-Bobo et al., 2010; Goncharov et al., 2014; Houssaini et al., 

2013). S’en suit une augmentation de la phosphorylation de AKT (par mTORC2 en sérine 473), 

également induite par PI3K (Phosphoinositide 3-kinase) (en thréonine 308). De plus, une diminution 

de l’expression de PTEN (Phosphatase and tensin homolog deleted from chromosome ten) a été 

observée dans des modèles expérimentaux d’HTAP, levant son effet inhibiteur sur PI3K (Goncharov 

et al., 2014; Houssaini et al., 2013; Ravi et al., 2013). AKT ainsi activée phosphoryle à son tour GSK3 

(Glycogen synthase kinase-3) (en serine 9), ce qui a pour effet de l’inactiver. Cette augmentation de la 

phosphorylation de GSK3 a en effet été retrouvée dans les AP remodelées de patients HTAPi et 

d’animaux expérimentalement atteints d’HTAP (Houssaini et al., 2013; Krymskaya et al., 2011; 

Sklepkiewicz et al., 2011). De plus, via d’autres cibles cellulaires de AKT et de mTOR, ces altérations 

ont potentiellement de multiples conséquences cellulaires, impliquant le métabolisme, l’apoptose, la 
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prolifération, le cycle cellulaire, la synthèse protéique… (Laplante et al., 2012; Vivanco et al., 2002), 

contribuant à la mise en place d’un état pro-prolifératif des CML-AP dans l’HTAP. 

2 Insensibilité aux signaux inhibiteurs de croissance ou anti-prolifératifs 

2.1 Mutation du récepteur BMPR2 - altération de la voie du TGF-β 

La voie du TGF-β étant impliquée dans la physiopathologie de certains cancers (Elliott et al., 2005), 

son altération dans l’HTAP est une des caractéristiques importante du phénotype pseudo-tumoral de 

l’HTAP. En effet il a été observé une diminution de l’expression du récepteur BMPR2, un membre de 

la famille des récepteurs du TGF-β de type 2 à activité sérine-thréonine kinase, chez les patients 

HTAP, plus particulièrement marquée chez les patients présentant une mutation sur le gène BMPR2. 

Les mutations sur le gène BMPR2 peuvent conduire à la formation d’une protéine tronquée dans sa 

partie C-terminale (à activité sérine-thréonine kinase) ou affecter son domaine de liaison à ses ligands 

endogènes (principalement BMP 2 et 4), aboutissant ainsi à une perte de fonction de ce récepteur 

(Atkinson et al., 2002; Davies et al., 2008; De Caestecker et al., 2001; Lane et al., 2000; Machado et 

al., 2006; Newman et al., 2001; Thomson et al., 2000). Il a également été remarqué chez des patients 

HTAP une diminution de l’expression du récepteur BMPR1A, un membre de la famille des récepteurs 

du TGF-β de type 1 formant des hétérodimères avec les récepteurs de type 2 nécessaires à la 

transduction du signal (Du et al., 2003). Au niveau intracellulaire, s’en suit alors une altération de la 

voie SMAD, responsable de la transduction des signaux de la super-famille du TGF-β, caractérisée par 

une réduction de la phosphorylation de SMAD 1/5/8, avec comme conséquence une suppression de 

l’activité anti-proliférative de cette voie dans les CML-AP de patients HTAP (Long et al., 2009; 

Morrell et al., 2001; Morty et al., 2007; Yang et al., 2005a; Zhang et al., 2003). Une dysfonction de la 

voie SMAD 1/5 a aussi été constatée chez des patients atteints d’HTAPi sans mutation du gène 

BMPR2 (Yang et al., 2005a), suggérant que l’altération de la voie SMAD est une caractéristique 

commune importante au développement de l’HTAP (Richter et al., 2004). De plus, l’altération de la 

voie BMP/SMAD peut entraîner une activation de la voie oncogénique des MAPKinases (p38MAPK, 

JNK (Jun N-terminal kinases) et ERK1/2 (Extracellular signal-regulated kinases)), qui, en outre, joue 

un rôle important dans la prolifération exagérée des CML-AP dans l’HTAP (Dewachter et al., 2009; 
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Moreno-Vinasco et al., 2008; Rudarakanchana et al., 2002; Yang et al., 2005a). Par ailleurs, la forme 

tronquée du BMPR2 pourrait être à l’origine d’une augmentation de la phosphorylation de Src et donc 

de son activation exagérée dans l’HTAP, similairement au cancer (Frame, 2002; Wong et al., 2005) 

Sur la figure 10 sont illustrées les principales voies oncogéniques activées dans la physiopathologie de 

l’HTAP, dont la voie Src/p38MAPK, les autres voies étant détaillées dans les chapitres suivants. 

 

Figure 10: Principales voies oncogéniques activées dans la physiopathologie de l’HTAP. 

La stimulation des récepteurs tyrosine kinase (TKR) conduit à l’activation de la voie STAT3 (Signal 

Transducer and Activator of Transcription 3) via la protéine Src, participant à l’hyper-prolifération et à 

la résistance à l’apoptose des CML-AP dans l’HTAP (via l’activation des protéines Pim1 et NFAT 

(Nuclear Factor of Activated T-cells)). La perte de fonction du récepteur BMPR2 (par mutation) est 

associée à une altération de la voie Smad 1/5/8 anti-proliférative et une activation des protéines de la 

famille des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) pro-prolifératives. L’activation normoxique 

de HIF1α participe également au phénotype pseudo-tumoral dans l’HTAP. Chacune des voies 

pathologiquement suractivées peuvent être de nouvelles cibles thérapeutiques intéressantes.  

Source: (Paulin et al., 2011a).  
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De façon plus ou moins liée à cette voie des MAPKinases (principalement de ERK1/2), il semble que 

la voie PPAR (Peroxisome proliferator-activated receptor ) / ApoE (Apolipoprotein E) soit 

également impliquée dans les effets antiprolifératifs du BMP. En effet, en tant que cible en aval de la 

voie du BMPR, il a été observé une diminution de l’expression de PPAR dans les poumons de 

patients HTAP (Ameshima et al., 2003; Hansmann et al., 2008; Lu et al., 2013). Ainsi, l’utilisation 

d’agoniste de PPAR comme le rosiglitazone est une possible intervention thérapeutique qui a d’ores 

et déjà montré des effets prometteurs en préclinique (Crossno et al., 2007; Hansmann et al., 2009; Kim 

et al., 2010).  

La voie du TGF-β/BMP régulant par ailleurs la transcription de plusieurs micro-ARN, l’altération de 

cette voie décrite dans l’HTAP pourrait être à l’origine de la dérégulation des miR-21 et miR-143/145 

également observée dans l’HTAP mais pour lesquels le rôle exact reste encore à éclaircir (Caruso et 

al., 2012; Caruso et al., 2010).  

2.2 Perte de signaux inhibiteurs de croissance dans les lésions plexiformes 

Les lésions plexiformes obstruant les artères pulmonaires sont composées de cellules ayant perdu leur 

inhibition de contact permettant une hyper-prolifération cellulaire anarchique, similairement aux 

cellules cancéreuses. En effet, les cellules constitutives de ces lésions sont certainement issues d’une 

sélection leur conférant des avantages prolifératifs, comprenant notamment: la perte des protéines 

Smad1/5/8 et PPARγ anti-prolifératives, une diminution du régulateur du cycle cellulaire p27, une 

augmentation de l’expression de β-caténine, une diminution d’apeline, la perte de cavéoline-1 et la 

diminution d’ALCAM-1 (Activated leukocyte cell adhesion molecule 1) et de son partenaire N-

cadhérine (Achcar et al., 2006; Alastalo et al., 2011; Cool et al., 1999; Rai et al., 2008; Richter et al., 

2004). 

3 Résistance à l’apoptose 

De manière similaire aux deux précédentes caractéristiques, la résistance à l’apoptose est une des 

principales caractéristiques communes entre la physiopathologie du cancer et celle de l’HTAP au 

cours desquelles la balance prolifération/apoptose est dérégulée. En effet, les cellules des AP 
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remodelées dans l’HTAP sont résistantes à différents stimuli pro-apoptotiques par altération des voies 

présentées ci-dessous (Masri et al., 2007; Sakao et al., 2009).  

3.1 Sur-expression des protéines anti-apoptotiques 

Similairement au cancer, la survivine, un membre de la famille des inhibiteurs d’apoptose (IAP), est 

surexprimée dans les AP remodelées de patients HTAP ainsi que dans un modèle expérimentale 

d’HTAP induite par la MCT, alors qu’elle n’est quasiment pas exprimée dans les AP normales de 

patients contrôles (McMurtry et al., 2005). La survivine induit alors une résistance à l’apoptose en 

inhibant la caspase 9 (Mita et al., 2008). Cette observation a conduit à la mise en place d’une étude 

thérapeutique au cours de laquelle l’administration par voie inhalée d’un mutant dominant négatif de 

la survivine réverse l’HTAP expérimentale chez les rats MCT, via l’induction d’une apoptose.  

Par ailleurs, une augmentation de l’expression de deux protéines anti-apoptotiques de la famille BCL-

2 (B-cell lymphoma 2) a également été observée dans l’HTAP. En effet la protéine BCL-2 est 

surexprimée dans les poumons de patients HTAPi (Tu et al., 2011) et dans des modèles in vivo 

expérimentaux d’HTAP (Yang et al., 2001), en association à une hyperpolarisation de la membrane 

mitochondriale ainsi qu’au maintien du cytochrome c à la mitochondrie, signes d’une résistance à 

l’apoptose mitochondrie-dépendante (Bonnet et al., 2007). La protéine BCL-2 exerce son activité anti-

apoptotique via quatre mécanismes: inhibition de la libération dans le cytosol du cytochrome c et de 

l’AIF (Apoptosis-Inducing Factor), régulation du flux de protons dans les mitochondries, blocage des 

canaux K
+
 et maintien du Ca

++
 dans les réticulums sarcoplasmique et endoplasmique. De plus, une 

augmentation de l’expression de BCL-XL (B-cell lymphoma-extra large) a été observée dans les AP 

remodelées de patients HTAPi, plus particulièrement au niveau des CE-AP (Tu et al., 2011), ainsi que 

dans un modèle in vivo d’HTAP où elle est réduite par des agents pharmacologiques pro-apoptotiques 

comme le nitroprusside de sodium ciblant la région promotrice de BCL-XL (Suzuki et al., 2007). 

La protéine ARC (Apoptosis Repressor with Caspase recruitement domain) semble également être 

impliquée dans la résistance à l’apoptose de l’HTAP. En effet, cette protéine est un inhibiteur 

endogène de plusieurs voies de mort cellulaire (voie intrinsèque, voie extrinsèque et liée au stress 



 Introduction : Phénotype pseudo-tumoral dans l’HTAP 

49 

 

oxydant), surexprimée dans le cancer (Mercier et al., 2005) et également dans les poumons de certains 

patients HTAP. Une augmentation de l’expression protéique de ARC a également été observée dans 

des modèles in vivo expérimentaux d’HTAP, spécifiquement au niveau des CML-AP, associée à une 

diminution de l’expression des canaux potassiques. De plus, les souris KO ARC sont résistantes au 

développement d’une HTAP induite par hypoxie chronique (Zaiman et al., 2011). 

3.2 Activation de la voie STAT3 

L’activation de la voie STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3) dans les CML-AP 

est un élément majeur participant au phénotype pseudo-tumoral de l’HTAP (Paulin et al., 2012) 

(Figure 11: Conséquences moléculaires de l’activation de la voie STAT3 dans la physiopathologie de 

l’HTAP). En effet, l’augmentation de sa phosphorylation (en tyrosine 705) et de sa translocation 

nucléaire a été clairement décrite dans les AP et les CML-AP de patients HTAP (Paulin et al., 2011b). 

STAT3 est activée en réponse à des cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-15) et à des facteurs de 

croissance (PDGF, ET-1, angiotensine II, TNF) impliqués dans l’HTAP (Brock et al., 2009; 

Courboulin et al., 2011b; Darnell, 1997; Masri et al., 2007). L’activation de STAT3 en réponse à ces 

stimuli fait intervenir la protéine Src (en association avec son co-activateur SHP2 (Src homology 

domain-containing phosphatase 2)), dont l’expression et l’activation est également augmentée dans 

l’HTAP (Courboulin et al., 2011a; Pullamsetti et al., 2012a; Wong et al., 2005). Une fois activée, la 

protéine STAT3 augmente l’expression de Pim1 et de NFAT (Nuclear factor of activated T-cells) en 

se liant directement à leur région promotrice. Pim1, dont l’expression est spécifiquement augmentée 

dans les AP HTAP (Paulin et al., 2011b), est un proto-oncogène qui est capable de phosphoryler via 

son activité de serine/thréonine kinase, et donc d’inactiver des protéines pro-apoptotiques dont la 

protéine BAD (BCL-2-associated death promoter) (Macdonald et al., 2006), participant ainsi à la 

résistance à l’apoptose mitochondrie-dépendante des CML-AP dans l’HTAP (Paulin et al., 2011b). De 

plus, Pim1 est impliqué dans la dérégulation du cycle cellulaire dans les cellules cancéreuses 

notamment en inhibant p21 et p27 (Narlik-Grassow et al., 2014; Nawijn et al., 2011), qui sont 

également dérégulée dans l’HTAP (cf. sous-chapitre « Absence de limite à la réplication cellulaire »). 

Par ailleurs, Pim1 peut interagir avec NFATc2 et favoriser son activation (Glazova et al., 2005; 
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Meloche et al., 2011). NFATc2, dont l’expression et la translocation nucléaire sont augmentées dans 

l’HTAP (Bonnet et al., 2007; Paulin et al., 2011b), active alors la protéine anti-apoptotique BCL-2, 

induisant une résistance à l’apoptose mitochondrie-dépendante des CML-AP dans l’HTAP (Bonnet et 

al., 2007; Meloche et al., 2011). Par ailleurs, NFAT participe à l’inactivation des canaux potassiques 

Kv1.5 décrite précédemment au chapitre I (Bonnet et al., 2007). De plus, l’augmentation de la 

concentration intracellulaire en Ca
++

, conséquence de l’inactivation des canaux Kv1.5, active la 

calcineurine capable de déphosphoryler NFAT, favorisant sa translocation nucléaire et donc son 

activation. Ainsi se crée une boucle de rétrocontrôle positif à l’origine d’une activation renforcée de 

NFAT, pouvant expliquer pourquoi les CML-AP HTAP maintiennent leur phénotype pseudo-tumoral 

en culture cellulaire, en l’absence de facteurs de croissance circulants ou endothéliaux. Cibler cette 

activation dérégulée de NFAT semble être une piste thérapeutique intéressante. En effet, un inhibiteur 

de la liaison calcineurine-NFAT appelé VIVIT a d’ores et déjà montré des effets bénéfiques 

pulmonaires et cardiaques dans des modèles in vivo d’HTAP (Bonnet et al., 2007). 

Une autre voie de rétrocontrôle positif de STAT3 implique le miR-204, aux propriétés « suppresseur 

de tumeur » (Wu et al., 2009). En effet, son expression, sous la dépendance négative de STAT3, est 

diminuée dans les poumons de patients HTAP, et plus particulièrement dans les CML-AP. Le taux de 

miR-204 est même inversement corrélé à la sévérité de la maladie et pourrait servir comme 

biomarqueur de l’HTAP. Cette diminution d’expression lève l’effet inhibiteur de miR-204 sur SHP2, 

permettant une activation renforcée de la voie Src/STAT3 (Courboulin et al., 2011a). 

D’autres micro-ARN pourraient aussi être impliqués dans cette boucle d’autoactivation puisqu’il a été 

montré dans des CE-AP humaines que l’activation de STAT3 par IL-6 conduit à la fixation de STAT3 

sur le promoteur du gène C13orf25 induisant l’expression du cluster miR-17/92 (Brock et al., 2009). 

Etant donné que BMPR2 est une cible directe de miR-20a et miR-17-5-p, l’expression du cluster miR-

17/92 pourrait participer à la diminution de l’expression protéique de BMPR2 décrite précédemment. 

De plus la protéine BMPR2 tronquée serait capable d’augmenter la phosphorylation de Src et ainsi 

participer à l’activation renforcée de la voie Src/STAT3 (Paulin et al., 2012). Par conséquent, la voie 

STAT3 activée dans l’HTAP et la voie BMPR2 diminuée dans l’HTAP pourrait être interconnectée. 
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Par ailleurs, le cluster miR17/92 est le premier à avoir été identifié comme impliqué dans le 

développement tumoral en étant surexprimé (He et al., 2005) et l’inhibition d’un de ces constituants 

avec l’antagomir-17 semble être bénéfique dans le traitement de l’HTAP expérimentale (Pullamsetti et 

al., 2012b). 

D’autre part, il a été observé une augmentation de l’expression du Krüppel-like factor 5 (KLF5), 

dépendante de l’activation de la voie STAT3, dans les poumons de patients HTAP, et plus 

particulièrement dans les CML-AP. KLF5 étant un facteur de transcription impliqué dans la 

prolifération des CML de la circulation systémique, dans le remodelage cardiovasculaire (Nagai et al., 

2005) et dans la cancérogénèse (Dong et al., 2009), l’utilisation d’un siARN KLF5 dans les CML-AP 

de patients HTAP a permis de diminuer l’expression protéique de la survivine, de diminuer la potentiel 

membranaire mitochondriale et d’induire une apoptose cellulaire (Courboulin et al., 2011b). 

L’activation de la voie STAT3 pourrait également être impliquée dans la diminution de l’expression 

de la eNOS et donc dans la biodisponibilité du NO décrite précédemment. En effet, il a été montré 

qu’une stimulation de CE-AP par l’ET-1 active STAT3, via la protéine PKCδ (Protein kinase C δ), 

induisant la fixation de STAT3 sur le promotteur de la eNOS, ce qui a pour effet d’inhiber son 

expression (Sud et al., 2009). 

D’un point thérapeutique, la voie STAT3 semble donc être une cible intéressante. Certaines molécules 

pharmacologiques dont le DHEA (déhydroépiandrostérone), la plumbagine, des mimétiques de miR-

204 ou encore l’administration par nébulisation d’un siRNA contre Pim1 ont d’ores et déjà montré des 

effets prometteurs dans des modèles expérimentaux in vivo d’HTAP et/ou sur des cellules de patients 

HTAP (Courboulin et al., 2012; Courboulin et al., 2011a; Dumas de la Roque et al., 2010; Paulin et 

al., 2011c).  
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Figure 11: Conséquences moléculaires de l’activation de la voie STAT3 dans la physiopathologie de 

l’HTAP. Source: (Paulin et al., 2012). 

 

4 Absence de limite à la réplication cellulaire 

Le cycle cellulaire est finement régulé par des modulateurs de la progression des différentes phases du 

cycle cellulaire comprenant les CDK (Cyclin-Dependent Kinases), les cyclines et les inhibiteurs des 

CDK (CDKI). Parmi les principaux CDKI, la protéine p21 joue un rôle majeur de blocage du cycle 

principalement en phase G1 contrôlant ainsi la prolifération cellulaire et la sénescence, définie par un 

arrêt irréversible du cycle cellulaire. Dans certaines études expérimentales d’HTAP induite par la 

MCT chez le rat, il a été montré une diminution de l’expression de p21 au niveau pulmonaire et 

cardiaque, suggérant une dérégulation du cycle cellulaire, à l’origine d’une résistance à la sénescence 

et à une prolifération cellulaire incontrôlée (Kanno et al., 2001; Ravi et al., 2013). Dans cette dernière 

étude, ce résultat était associé à une diminution de la protéine p53, facteur de transcription régulant 

l’expression de p21 et inactivé dans le cancer. Les auteurs ont également observé une diminution de 
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l’expression de p27, un autre CDKI, associée à une augmentation de cyclinD1, signes supplémentaires 

d’une dérégulation du cycle cellulaire dans l’HTAP (Ravi et al., 2013). Cependant la diminution de 

p21 ne fait pas consensus dans l’HTAP expérimentale. En effet, dans une étude récente, il a été montré 

une augmentation de l’expression protéique de p21 en réponse à la MCT (Zhang et al., 2014). En 

parallèle, dans d’autres études expérimentales d’HTAP induite par hypoxie chronique (8-10% O2) 

chez la souris, ou encore chez la souris SM22-5HTT+ développant spontanément une HTAP, 

l’expression de p21 et de p53 n’était pas diminuée voire augmentée (Abid et al., 2014; Mizuno et al., 

2011; Mouraret et al., 2013). Une explication possible à ces derniers résultats est la sensibilité de ces 

protéines à l’hypoxie. En effet, sur des cellules isolées d’artères pulmonaires (Mizuno et al., 2009), il a 

été montré qu’une hypoxie sévère entrainait une augmentation de l’expression protéique de p21 et p53 

et une diminution de p27 associée à un arrêt du cycle cellulaire en phase G1, alors qu’une hypoxie 

modérée entrainait une hyper-prolifération cellulaire associée à une diminution de l’expression 

protéique de p27 et de p21, sans diminution de p53 (suggérant l’intervention d’un mécanisme 

indépendant de p53 qui pourrait être une diminution du stress oxydant (O'Reilly et al., 2001)).  

Par ailleurs, d’autres études ont plutôt mis en avant le rôle d’une diminution de l’expression de p27 

(probablement due à une augmentation de sa dégradation par le protéasome) dans la dérégulation du 

cycle cellulaire dans l’HTAP conduisant à une absence de limite à la réplication cellulaire (Xu et al., 

2010; Yu et al., 2005; Yu et al., 2006).  

En culture, les cellules d’AP de patients HTAP ne semblent pas avoir de durée de prolifération limitée 

puisqu’elles continuent de proliférer après plusieurs passages, au contraire des cellules contrôles, signe 

évident d’une résistance à la sénescence réplicative, qui pourrait faire intervenir une dysfonction de la 

télomérase comme dans la plupart des cancers avancés (Artandi et al., 2010).  

D’un point thérapeutique, cibler cette absence de limite à la réplication cellulaire est potentiellement 

intéressant aux regards des effets prometteurs obtenus avec la Nutlin3a, un activateur de p53, dans 

différents modèles expérimentaux d’HTAP, via une activité pro-sénescente de cette molécule 

(Mouraret et al., 2013).   
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5 Angiogénèse 

La stimulation de l’angiogénèse participe au développement des tumeurs où des facteurs de croissance 

pro-angiogéniques sont surexprimés, ce qui est également le cas dans l’HTAP. En effet, l’expression 

de VEGF, un puissant régulateur de l’homéostasie endothéliale (Ferrara, 2004), associée à celles de 

son récepteur VEGFR-2, est augmentée notamment au niveau des lésions plexiformes conduisant à 

une hyperprolifération des CE dans ces lésions et à l’obstruction des artères pulmonaires distales 

(Hirose et al., 2000; Tuder et al., 2001). Une étude plus récente montrant une augmentation des taux 

circulants de VEGFR1 soluble et d’endogline chez des patients HTAP suggère que ces deux 

marqueurs de l’angiogénèse produits par les CE pourraient refléter l’activation des CE-AP et donc être 

le signe d’un remodelage vasculaire pulmonaire actif et ainsi être des possibles bio-marqueurs de 

l’HTAP (Malhotra et al., 2013). Dans les modèles in vivo d’HTAP par hypoxie chronique, 

l’expression du VEGF est induite en réponse à l’hypoxie, ce qui modère le développement de l’HTAP 

en induisant une prolifération endothéliale qui favorise une meilleure irrigation du poumon. Dans ce 

contexte, le blocage des récepteurs au VEGF par le Sugen5416, associé à une hypoxie chronique, 

entraine le développement d’une HTAP plus sévère. En effet, le Sugen5416 induit l’apoptose des CE-

AP dans une phase initiatrice qui déstabilise la structure des vaisseaux et conduit par la suite à la 

formation de lésions complexes de type plexiformes et néo-intimales oblitérant les artères pulmonaires 

et conduisant au développement d’une HTAP sévère dans ce modèle expérimental (Abe et al., 2010; 

Nicolls et al., 2012; Taraseviciene-Stewart et al., 2001).  

Le rôle de l’angiopoiétine-1 (Ang1) et de son récepteur TIE2 dans la stimulation de l’angiogénèse a 

été révélée dans l’HTAP où l’expression de Ang1 (par les CML-AP) est augmentée, associée à une 

augmentation de l’activation de TIE2 (par phosphorylation) dans le plasma et les poumons de patients 

HTAP (Du et al., 2003; Kumpers et al., 2010; Thistlethwaite et al., 2001). Ang1 est essentiel à la mise 

en place de structures artérielles pulmonaires matures au cours du développement par recrutement des 

cellules constitutives des artères pulmonaires (dont les CML-AP) et activation de la maturation et de 

l’intégrité structurelle des vaisseaux (notamment en favorisant la formation de tubes endothéliaux). En 

effet, la stimulation de CE-AP par Ang1 induit la sécrétion de 5-HT créant ainsi une voie d’activation 
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paracrine favorisant l’hyperplasie des CML-AP (Dewachter et al., 2006; Sullivan et al., 2003). 

Cependant la présence de l’antagoniste d’Ang1 qu’est Ang2 déstabilise la structure des vaisseaux. Or 

Ang2 est surexprimé dans les poumons HTAP, particulièrement au niveau des lésions plexiformes 

(Kumpers et al., 2010), participant ainsi à la raréfaction vasculaire observée dans les poumons HTAP 

(qualifié d’aspect en « arbre mort ») (Ritman, 2005). 

Par ailleurs, le recrutement de cellules progénitrices circulantes issues de la moelle osseuse a été mis 

en évidence dans le remodelage et la néo-vascularisation dans l’HTAP (Davie et al., 2004; Toshner et 

al., 2009). En effet, une augmentation du nombre de cellules c-kit+ est observée dans les AP 

remodelées de patients HTAPi, associée à une expansion du vasa vasorum qui irrigue les AP 

remodelées. De plus, le vasa vasorum semble surexprimer la chimiokine CXCL12/SDF1, ce qui 

pourrait participer au recrutement des cellules c-kit+ (Montani et al., 2011). 

6 Inflammation 

Au chapitre précédent, nous avons montré qu’une inflammation chronique participe au remodelage 

vasculaire caractéristique de l’HTAP, associée à une production d’auto-anticorps, signe d’une 

altération de l’immunité. Dans le cancer, l’inflammation joue également un rôle important à tous les 

stades du développement tumoral. En effet, de manière comparable à l’HTAP, le microenvironnement 

tumoral contient des infiltrats de cellules inflammatoires qui communiquent entre elles et avec les 

cellules environnantes par stimulation autocrine et/ou paracrine en produisant des cytokines et 

chimiokines (Grivennikov et al., 2010).  

7 Instabilité génomique 

Nous avons vu précédemment, le rôle sur la prolifération cellulaire de mutations du gène BMPR2 dans 

le développement du remodelage vasculaire dans l’HTAP. En effet, il a été identifié des mutations 

hétérozygotes germinales sur le gène BMPR2 dans environ 70% des HTAPh et 25% des HTAPi qui 

peuvent être de deux types: « faux-sens » dans 30% des cas, modifiant la fonction du récepteur, et 

« non-sens » dans 70% des cas, produisant un transcrit non-sens et conduisant à un état d’insuffisance 

haploïde (Machado et al., 2009; Rudarakanchana et al., 2002). Alors que les souris BMPR2 -/- 
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meurent au stade de l’embryogénèse, les hétérozygotes BMPR2 +/- survivent à l’âge adulte. 

Cependant quand ces souris hétérozygotes sont exposées à une inflammation par surexpression 

pulmonaire de 5-lipoxygénase (Song et al., 2005) ou à une perfusion chronique de 5-HT (Long et al., 

2006), elles développent une hypertension pulmonaire plus importante que les souris non mutées. 

Ainsi, par extrapolation, ceci suggère que le développement d’une HTAPh n’est pas seulement la 

conséquence d’une mutation mais qu’interviennent d’autres facteurs, environnementaux et/ou 

génétiques, chez une personne présentant une susceptibilité génétique. Ceci peut également expliquer 

la faible pénétrance (10-20 %) du développement d’une HTAP chez les personnes porteuses de 

mutations BMPR2.  

Par ailleurs, dans certaines familles d’HTAPh et chez la majorité des HTAPi aucune mutation du gène 

BMPR2 n’a été identifiée. Des mutations sur d’autres gènes de la voie BMP/TGF-β ont été décrites 

chez des patients avec une histoire personnelle ou familiale de maladie de Rendu-Osler: le gène ALK1 

(ou ACVRL1 codant pour l’Activin receptor-Like Kinase 1) et le gène ENG (codant pour l’endogline) 

(Chaouat et al., 2004; Trembath et al., 2001). Il a également été rapporté des mutations sur les gènes 

SMAD1, SMAD4, SMAD8 et SMAD9, impliquant directement la voie de transduction de signal de 

TGF-β (Nasim et al., 2011; Shintani et al., 2009). L’implication de mutations sur le gène CAV1 

(codant pour la cavéoline-1), protéine initiant des voies de signalisation cellulaire dont la voie TGF-β, 

a également été révélée récemment chez un patient HTAPi (Austin et al., 2012). 

D’un point de vue clinique, il a été montré que les patients porteurs de mutations BMPR2 ou ALK1 

sont plus jeunes au moment du diagnostic de l’HTAP que les patients idiopathiques, associés à des 

paramètres hémodynamiques plus sévères (Girerd et al., 2010; Sztrymf et al., 2008).  

D’autres voies sont également touchées par cette instabilité génomique. En effet, 17 SNP (Single- 

nucleotide polymorphisms) dans le gène KCNA5 codant pour le canal Kv1.5 ont été décrits chez des 

patients HTAPi (Remillard et al., 2007) et des mutations ont été retrouvées récemment sur le gène 

KCNK3, codant pour des canaux potassiques non pas voltage-dépendants comme pour le Kv1.5 mais 

pH-dépendants, impliqués dans le maintien du potentiel de membrane cellulaire et la relaxation des 
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CML-AP (Ma et al., 2013). Ces mutations sont donc associées à une altération du courant K
+
 dans les 

cellules. Par ailleurs, des polymorphismes dans la région promotrice du gène codant pour le 5HTT 

altèrent l’expression de ce transporteur (expression 2 à 3 fois plus importante avec l’allèle « long » par 

rapport à l’allèle « court ») et donc la voie du 5HT, influençant ainsi la progression de la maladie 

(Eddahibi et al., 2003; Zhang et al., 2013).  

Similairement au cancer, les CE constitutives des lésions plexiformes présentent une instabilité 

génomique microsatellite au niveau de hMSH2 (DNA mismatch repair protein) associées à des 

mutations sur les gènes TGFBR2 et BAX, leur conférant un avantage sélectif pro-prolifératif (Yeager et 

al., 2001). 

De plus, des anormalités ou réarrangements chromosomiques somatiques ont été mis en évidence sur 

les chromosomes 8, 13 et X chez 5 patients HTAP au cours d’une étude du génome par microarray 

dans les CML-AP et les CE-AP de 9 patients HTAP avec ou sans mutation germinale BMPR2 associée 

(Aldred et al., 2010).  

8 Désordres métaboliques cellulaires 

Le principal désordre métabolique cellulaire observé dans l’HTAP est un shift métabolique dans la 

production énergétique de la phosphorylation oxydative du glucose au profit de la glycolyse 

aérobique, appelé « effet Warbourg » dans le cancer, avec comme origine l’inhibition de l’enzyme 

mitochondriale primordiale dans l’oxydation du glucose, la pyruvate déshydrogénase (PDH). 

Le phénotype métabolique anormal observé chez les patients HTAP est caractérisé par: une altération 

de la morphologie et du nombre de mitochondries, une augmentation de la capture du glucose, une 

diminution de l’activité de la PDH, une augmentation du taux glycolytique associée à une 

augmentation de la production de lactate, une augmentation de l’influx calcique, une diminution de 

l’activité du complexe 4 de la chaine respiratoire mitochondriale, une diminution de la production 

d’ERO (Espèces réactives de l’oxygène) et une hyperpolarisation mitochondriale (Archer et al., 2008; 

Bonnet et al., 2006; Dromparis et al., 2010; McMurtry et al., 2005; Rehman et al., 2010; Sutendra et 

al., 2010; Sutendra et al., 2014; Xu et al., 2007).  
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Le régulateur principal de ce shift glycolytique est l’activation de HIF-1 observée chez les patients 

HTAP. Cette augmentation de HIF-1 est facilement compréhensible dans les cas d’HTAP secondaire 

à une hypoxie chronique puisque HIF-1 est directement activé en condition hypoxique mais elle est 

également retrouvée chez les patients HTAPi (Fijalkowska et al., 2010) et chez les rats Fawn-Hooded 

qui développent spontanément une HTAP (Bonnet et al., 2006), on parle alors d’activation 

normoxique de HIF-1. Il est probable que la diminution du NO et de la SOD2 (superoxyde 

dismutase), dont l’expression est réduite par un mécanisme épigénétique de méthylation de séquences 

clés CpG dans l’HTAP (Archer et al., 2010a), contribue à l’expression pathologique de HIF-1 

(Bowers et al., 2004; Fijalkowska et al., 2010). En se liant à la séquence HRE (Hypoxia Responsive 

Element) dans le promoteur de ses gènes cibles, HIF-1 induit l’expression de bon nombre de 

protéines incluant des protéines impliquées dans le shift glycolytique (Seagroves et al., 2001) et en 

premier lieu: la PDK1 (pyruvate déshydrogénase kinase1) qui inhibe alors la PDH, principale porte 

d’entrée vers l’oxydation du glucose. D’autres cibles de HIF-1 pourraient participer au shift 

glycolytique et au maintien effectif de la glycolyse aérobique dans l’HTAP: les transporteurs du 

glucose GLUT 1 et 3, favorisant la capture du glucose par les cellules; la lactate déshydrogénase A 

(LDHA), l’hexokinase (HK), la phosphofructokinase (PFK) et la pyruvate kinase M2 (PKM2), 

enzymes impliquées dans la glycolyse; la sous-unité 4 de la cytochrome c oxidase (activation de 

COX4-2 et inhibition de COX4-1) faisant partie du complexe 4 de la chaine respiratoire 

mitochondriale et donc impliquée dans la génération d’ATP (Adénosine triphosphate) et la production 

d’ERO; et le miR210 impliqué dans la respiration mitochondriale (Figure 12: Conséquences 

moléculaires de l’activation normoxique de HIF-1) (Cottrill et al., 2013; Manalo et al., 2005; Tuder 

et al., 2012).  
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Figure 12: Conséquences moléculaires de l’activation normoxique de HIF-1.  

Source: (Cottrill et al., 2013)   

Une des conséquences du shift glycolytique est une diminution de la production d’ERO, due en partie 

à une diminution de l’activité du cycle de Krebs impliqué dans l’oxydation du glucose. Par ailleurs, 

une diminution d’expression de la SOD2 observée dans l’HTAP (Fijalkowska et al., 2010) participe 

également à cette moindre production d’ERO, en particulier de peroxyde d’hydrogène (H2O2), étant 

donné que son activité est de convertir les anions superoxydes en H2O2. Cette diminution de 

production d’ERO a plusieurs conséquences intracellulaires dont l’activation de HIF-1 créant une 

boucle de rétrocontrôle positif pouvant expliquer le maintien effectif et sur le long terme de 

l’activation normoxique de HIF-1 (Bonnet et al., 2006; Huang et al., 1996) et l’inhibition des canaux 

potassiques sensibles à l’O2, dont le Kv1.5, contrôlant le potentiel membranaire cellulaire (Pozeg et 

al., 2003).  

Ainsi on parle d’un état redox pseudo-hypoxique dans l’HTAP comme dans le cancer, caractérisé par 

une stabilité de HIF-1, un shift glycolytique dans le métabolisme mitochondriale et une diminution 

normoxique de la production d’ERO (Figure 13: Rôle de la mitochondrie dans la physiopathologie de 

l’HTAP). D’un point de vue thérapeutique, il semble très intéressant de cibler ce phénotype 

métabolique anormal. Ainsi un inhibiteur de PDK, le dichloroacétate, a d’ores et déjà montré des 

résultats prometteurs dans plusieurs études précliniques (Guignabert et al., 2009; McMurtry et al., 

2004; Michelakis et al., 2002; Tuder et al., 2012) et est actuellement en cours d’investigations 

cliniques (étude NCT01083524, Michelakis and Wilkins). De part son mécanisme d’action, il lève 

↓ ↑ 
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l’inhibition exercée sur la PDH qui devient alors active et capable de convertir le pyruvate en acétyl-

CoA, ce qui permet d’initier la phosphorylation oxydative du glucose.  

 

Figure 13: Rôle de la mitochondrie dans la physiopathologie de l’HTAP. 

Source: (Dromparis et al., 2010) 

 

Récemment, il a également été question d’une augmentation de la fission mitochondriale dans 

l’HTAP, sans que son rôle ne soit très clairement établi pour l’heure. En effet, deux protéines 

impliquées dans ce processus semblent suractivées: la cyclin B1-CDK1 qui phosphoryle et active la 

dynamin related protein 1 (DRP1), le médiateur clé de la fission mitochondriale. HIF-1 pourrait être 

impliqué dans ce processus puisque son activation entraine une fission mitochondriale via l’activation 

de DRP1 (Marsboom et al., 2012). 

Associé à ces altérations au sein des mitochondries, le réticulum endoplasmique (RE) semble 

également jouer un rôle. En effet, la protéine Nogo, régulatrice de la structure du RE, est augmentée 

dans le sérum de patients HTAP et dans des CML-AP placées en hypoxie, associé probablement à une 
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dérégulation des protéines découplantes, contribuant à une augmentation anormale de la distance entre 

mitochondries et RE, à une altération des échanges calciques entre ces organites et donc à une 

diminution du calcium mitochondriale, inhibant l’activité des enzymes mitochondriales sensibles au 

calcium (Dromparis et al., 2013b; Richter et al., 2004; Sutendra et al., 2011; Yeager et al., 2012). 

Ainsi une dérégulation de stress du RE semble participer au remodelage vasculaire pulmonaire de 

l’HTAP et l’atténuation du stress du RE par des agents pharmacologiques réverse et prévient ce 

remodelage dans des modèles in vivo d’HTAP (Dromparis et al., 2013a; Koyama et al., 2014).  

9 Invasion tissulaire et métastase 

La propriété des cellules cancéreuses de s’échapper de la tumeur primitive pour former des métastases 

dans d’autres organes n’est pas une caractéristique retrouvée dans l’HTAP. En effet, les altérations 

décrites précédemment ne sont observées qu’au sein de la vasculature pulmonaire (ainsi que dans le 

ventricule droit pour certaines caractéristiques comme les changements métaboliques (Paulin et al., 

2014; Sutendra et al., 2013)). De plus, les patients transplantés pour HTAP ne développent pas de 

remodelage vasculaire au sein du poumon greffé. Ainsi le phénotype « cancer-like » de l’HTAP a ses 

limites, d’où le terme préférentiellement employé de phénotype « pseudo-tumoral » pour la 

physiopathologie de l’HTAP. 
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Chapitre 3: La protéine p53 « suppresseur de tumeur » 

 

A l’époque de sa découverte en 1979, la protéine p53 fut initialement présentée comme un pro-

oncogène étant donné sa localisation et son implication dans l’immortalisation des cellules (Crawford 

et al., 1981; Lane et al., 1979; Linzer et al., 1979). Cependant en 1989, la découverte de mutations 

altérant l’activité de p53 dans de nombreuses tumeurs (Hinds et al., 1989; Nigro et al., 1989) a conduit 

à une réévaluation de l’implication de cette protéine dans la cancérogénèse et elle est maintenant 

considérée comme un suppresseur de tumeur. Depuis, de très nombreuses études ont été menées pour 

mieux comprendre et identifier sa structure, sa fonction, sa régulation et son implication dans la 

physiologie des cellules saines et cancéreuses, dans le but de développer de nouvelles stratégies 

thérapeutiques anti-cancéreuses.  

1 Structure de p53 

1.1 Le gène TP53  

Chez l’homme, le gène codant pour la protéine p53 est localisé sur le bras court du chromosome 17, 

locus 17p13.1, fréquemment muté dans les cancers. Il est composé de 20303 nucléotides, divisés en 11 

exons (le premier n’étant pas codant) et 10 introns (Figure 14: Structure schématique du gène TP53). 

Ce gène est transcrit en un ARNm de 2,2 kb puis traduit en une protéine entière de 393 acides aminés 

de 53 kDa. Des sites d’épissages alternatifs et un deuxième promoteur ont été décrits dans le gène 

TP53 à l’origine de l’existence d’au moins 12 isoformes de p53 dans les cellules humaines, dont les 

plus connus sont les Δ40p53, Δ133p53 et Δ160p53, qui pourraient agir comme des régulateurs 

négatifs de l’activité de p53 (Khoury et al., 2010; Marcel et al., 2011). 

 

 

Figure 14: Structure schématique du gène TP53. Le gène TP53 est représenté avec ces 11 exons, ces 2 

promoteurs et ces sites d’épissages alternatifs. Source: (Marcel et al., 2011) 
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1.2 La protéine p53 

La protéine p53 entière est composée de cinq domaines structuraux principaux (Figure 15: Structure 

schématique du gène TP53 et des domaines fonctionnels de la protéine p53): 

 

Figure 15: Structure schématique du gène TP53 et des domaines fonctionnels de la protéine p53.  

E: Exon; P: Promoteur; TAD: domaine de transactivation; PRD: domaine riche en prolines;  DBD: 

domaine de liaison à l’ADN; TD: domaine de tétramérisation ou d’oligomérisation; RD: domaine de 

régulation. 

 

 Un premier domaine de transactivation (acides aminés 1 à 42) dans la partie N-terminale, 

impliqué dans l’activation transcriptionnelle des gènes cibles de p53. Il est le site de fixation 

des régulateurs principaux de p53 que sont MDM2 et MDM4 (mouse double minute 2 et 4), et 

de ses co-activateurs transcriptionnels comme p300/CBP (CREB-binding protein). Il contient 

également une séquence qui cible l’export nucléaire de p53 (acides aminés 11 à 27). 

 Un deuxième domaine de transactivation contenant une région riche en prolines (acides 

aminés 64 à 94) composée de cinq motifs PXXP (P pour Proline et X pour un autre acide 

aminé) sur lesquels peuvent venir se fixer des protéines avec des domaines SH3 et qui semble 

jouer un rôle dans la stabilisation de p53.  

 Le domaine central de liaison à l’ADN (acides aminés 102 à 292) permettant à p53 d’exercer 

son activité de facteur de transcription en se liant spécifiquement aux promoteurs de ses gènes 

cibles au niveau de séquences consensus au motif suivant: 5’-RRRC(A/T)(T/A)GYYY-3’ (R 

pour Purine et Y pour Pyrimidine), séparées par 0 à 13 paires de bases. Dans les tumeurs, la 

plupart des mutations sont retrouvées dans la séquence codant pour ce domaine central de 

liaison à l’ADN, induisant un défaut (absence et/ou erreur) de liaison à l’ADN de p53.  

 Le domaine d’oligomérisation (acides aminés 323 à 356) impliqué dans la formation d’homo-

tétramères de p53, structure qui se lie effectivement à l’ADN (Figure 16: Illustration de la 
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structure tétramérique de p53 se liant à une molécule d’ADN au centre). Ce domaine contient 

également des séquences qui ciblent l’import (acides aminés 305 à 323) et l’export (acides 

aminés 340 à 351) nucléaire de p53. 

 Le domaine de régulation (acides aminés 363 à 393) dans la partie C-terminale, qui contient 

un domaine de liaison non spécifique à l’ADN en cas de stress génotoxique. Cette région 

contrôle la fixation spécifique du domaine central à l’ADN et contient deux séquences qui 

ciblent l’import nucléaire de p53. 

 

Figure 16: Illustration de la structure tétramérique de p53 se liant à une molécule d’ADN au centre. 

 

1.3 Les protéines homologues de p53 

La protéine p53 a deux homologues: p63 et p73 qui font parties de la même famille de facteur de 

transcription présentant par conséquent une structure fonctionnelle classique similaire de facteur de 

transcription (un domaine de transactivation N-terminal, un domaine central de liaison à l’ADN et un 

domaine d’oligomérisation C-terminal) suivie de domaines supplémentaires en C-terminal appelés 

SAM (pour Sterile Alpha Motif) qui semblent impliquer dans les interactions protéines-protéines 

(Figure 17: Structures schématiques du gène et des différentes isoformes de p63/p73). Ces protéines 

présentent également une homologie de séquence entre elles et avec p53, en particulier au niveau du 

domaine central de liaison à l’ADN. Les gènes TP63 et TP73 partagent une organisation génomique 
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similaire comprenant deux promoteurs à l’origine de deux types de protéines: une forme entière 

appelée TA et une forme tronquée (sans domaine de transactivation) appelée N. Les formes TA ont 

des propriétés proches de celles de p53 alors que les formes N antagonisent les fonctions de p53 et 

des formes TA par compétition sur les sites de liaison à l’ADN et fixation directe sur ces protéines via 

leur domaine d’oligomérisation. En outre, une boucle d’auto-régulation existe entre ces protéines 

puisque les protéines p53 et TAp73 induisent directement la transcription de Np73 en se liant aux 

promoteurs N sur le gène TP73. Par ailleurs, des épissages alternatifs peuvent également avoir lieu 

dans la partie C-terminale à l’origine des isoformes , β ou  touchant les domaines SAM (Yang et al., 

2000). 

 

Figure 17: Structures schématiques du gène et des différentes isoformes de p63/p73. 

Source: (Yang et al., 2000) 

 



 Introduction : La protéine p53 « suppresseur de tumeur » 

66 

 

2 Fonctions cellulaires de p53 

En tant que suppresseur de tumeur, la protéine p53 joue un rôle essentiel dans le maintien de l’intégrité 

du génome (d’où son surnom de « gardien du génome ») dans le but d’empêcher une prolifération 

cellulaire inappropriée. En effet, via son activité principale de facteur de transcription mais également 

en intéragissant directement avec des protéines intracellulaires, p53 régule l’activité de protéines 

impliquées dans des voies de signalisation conduisant à l’arrêt du cycle cellulaire réversible ou 

permanent (la sénescence), associé à la réparation de l’ADN si elle est nécessaire et possible, ou bien à 

la mort cellulaire par apoptose si les dommages cellulaires sont trop importants (Shu et al., 2007; 

Vousden et al., 2002). P53 exerce également des fonctions dans les processus métaboliques, 

autophagiques et angiogéniques. 

2.1 Contrôle du cycle cellulaire 

En fonction des dommages cellulaires, p53 peut induire un arrêt transitoire du cycle cellulaire en phase 

G1 empêchant à l’ADN endommagé d’être répliqué, un arrêt en phase G2 permettant la suspension du 

cycle avant la mitose ou un arrêt irréversible du cycle cellulaire conduisant à la sénescence.  

 Arrêt en phase G1 

Cette fonction de p53 implique l’activation de l’expression de son gène cible CDKN1A (Cyclin-

Dependent Kinase Inhibitor 1A) codant pour la protéine p21, le principal régulateur du point de 

passage G1/S (el-Deiry et al., 1994). En effet, p21 fait parti de la famille des inhibiteurs des CDK et 

bloque le cycle cellulaire en phase G1 en se fixant sur et donc inactivant le complexe 

[cyclineE/CDK2], empêchant ainsi la phosphorylation de la protéine Rb et la libération de E2F, 

nécessaire à l’entrée en phase S.  

 Arrêt en phase G2 

L’arrêt du cycle cellulaire en phase G2 est le résultat d’une déstabilisation du complexe 

[cyclineB1/CDC2], régulateur clé du point de passage G2/M. En effet, p53 induit l’expression de 

GADD45 (Growth Arrest and DNA-Damage-inducible protein) qui se lie à CDC2 (Cell Division 

Cycle protein 2, aussi appelée CDK1) empêchant la formation du complexe [cyclineB1/CDC2] (Zhan 
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et al., 1999). De plus, p53 induit l’expression de 14-3-3δ (Hermeking et al., 1997), qui empêche 

l’activation de CDC2 en séquestrant sa kinase activatrice CDC25. 

 Sénescence 

Le programme effecteur de la sénescence comprend les voies p53/p21 et Rb/p16 qui bloquent 

irréversiblement les points de contrôle du cycle cellulaire. Le raccourcissement des télomères au-delà 

d’un seuil critique (sénescence réplicative) ou l’exposition à des oncogènes ou à des facteurs de stress 

initient des signaux de dommages de l’ADN qui aboutissent à l’activation des voies effectrices de la 

sénescence, au cours desquelles la protéine p53 est directement impliquée en induisant l’expression de 

p21 mais aussi de E2F7 qui aboutissent à l’inactivation de E2F (Kuilman et al., 2010; Laine et al., 

2014; Rufini et al., 2013; Shay et al., 1991).  

2.2 Réparation de l’ADN 

L’arrêt du cycle cellulaire (notamment en phase G1) permet à la cellule endommagée d’avoir du temps 

pour réparer son ADN, ainsi p53 joue un rôle très important dans le maintien de la stabilité du 

génome. P53 est impliquée dans divers types de réparation à l’ADN: la réparation par excision de 

nucléotide (NER), la réparation par excision de bases (BER), la recombinaison homologue (HR) et la 

recombinaison non homologue des extrémités (NHEJ), via son activité transcriptionnelle et des 

interactions protéines-protéines.  

 NER: p53 peut induire l’expression de XPC (Xeroderma Pigmentosum group C) et DDB2 

(DNA Damage-Binding protein 2) impliquées dans la détection du dommage à l’ADN et se 

lier et donc moduler l’activité de XPB et XPD (Xeroderma Pigmentosum B et D) 

(respectivement ATPase et hélicase), deux sous-unités du facteur TFIIH (Transcription Factor 

II Human) effecteur de l’excision (Adimoolam et al., 2002; Hwang et al., 1999). P53 induit 

aussi l’expression de GADD45 et de PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), impliqués 

entre autre dans la NER (Smith et al., 2000). 

 BER: p53 peut intéragir avec des constituants du système BER comme l’endonucléase APE1 

(Apurinic/apyrimidinic endonuclease 1) et l’ADN polymérase β (Seo et al., 2002; Zhou et al., 

2001).  

http://en.wikipedia.org/wiki/Endonuclease
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 HR: p53 peut intéragir avec RAD51 et RAD54, deux composants majeurs de la recombinaison 

homologue (Linke et al., 2003). 

2.3 Apoptose 

Si nécessaire, p53 peut induire l’apoptose cellulaire pour éliminer les cellules trop endommagées 

(modèle « death threshold ») (Fridman et al., 2003; Kracikova et al., 2013). Son activité 

transcriptionnelle est très importante dans ce processus intégrant deux voies parallèles: la voie 

extrinsèque dépendante des récepteurs de mort et la voie intrinsèque dépendante des mitochondries.  

Au cours de la voie extrinsèque, activée par exemple au cours de la réponse immunitaire, p53 peut 

transactiver l’expression de récepteurs de mort localisés sur la membrane plasmique comme le DR4, le 

DR5 et le CD95/Fas, qui initient l’apoptose par activation de la caspase 8 lors de la fixation de leur 

ligand (TRAIL et CD95L/FasL). L’expression de la protéine transmembranaire PERP (p53 apoptosis 

effector related to PMP-22) peut également être transactivée en réponse à d’importants dommages à 

l’ADN (Ihrie et al., 2003; Reczek et al., 2003). 

P53 peut activer la voie intrinsèque en induisant l’expression des protéines pro-apoptotiques 

mitochondriales: BAX (BCL-2-associated X), NOXA (ou phorbol-12-myristate-13-acetate-induced 

protein 1), PUMA (p53 upregulated modulator of apoptosis), BID (BH3 interacting-domain death 

agonist), BAD, p53AIP1 (p53-regulated apoptosis-inducing protein 1)… qui favorisent la chute du 

potentiel membranaire mitochondrial et la libération de cytochrome c conduisant à la formation d’un 

apoptosome avec APAF-1 (Apoptotic protease activating factor 1) (dont l’expression est également 

induite par p53) et la caspase-9. De plus, p53 peut réprimer l’expression des protéines anti-

apoptotiques mitochondriales BCL-2 et BCL-XL et des protéines inhibitrices d’apoptose (famille IAP) 

comme la survivine. Par ailleurs, p53 peut transactiver des gènes codant pour des protéines pro-

apoptotiques localisées dans le cytoplasme telles que: la protéine PTEN s’opposant à la voie de survie 

PI3K/AKT (Mayo et al., 2002), la protéine PIDD (p53-induced protein with a death domain) qui 

intéragirait avec la caspase 2 pour engager la voie mitochondriale (Bock et al., 2012; Oliver et al., 

2011), la protéine PIG3 (P53-Inducible Gene 3) impliquée dans l’induction de l’apoptose en condition 
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de stress oxydant (Kotsinas et al., 2012; Polyak et al., 1997) et la caspase 6 considérée comme une 

caspase effectrice (MacLachlan et al., 2002).  

Parallèlement et même précédent cette réponse transcriptionnelle de p53 qui nécessite un certain temps 

pour se mettre en place (plusieurs heures), p53 peut agir directement (en quelques minutes) au niveau 

des mitochondries (Erster et al., 2004; Sansome et al., 2001). En effet, p53 peut se lier et inhiber 

l’activité des protéines anti-apoptotiques BCL-2 et BCL-XL et donc faciliter l’activité pro-apoptotique 

de BAX (Mihara et al., 2003). P53 peut également se lier à BAX, BAD et BAK (BCL-2 homologous 

antagonist/killer) et favoriser directement leur activité pro-apoptotique (Chipuk et al., 2004; Jiang et 

al., 2006; Leu et al., 2004). 

2.4 Métabolisme 

La protéine p53 joue également un rôle dans le métabolisme cellulaire où elle exerce des activités qui 

contrecarrent le développement tumoral en s’opposant à l’effet Warbourg (Liang et al., 2013; 

Olovnikov et al., 2009; Vousden et al., 2009b). En effet, p53 ralentit la glycolyse en modulant trois de 

ses étapes: diminution de l’expression des transporteurs membranaires du glucose tels que GLUT1, 

GLUT3 et GLUT4 conduisant à une diminution du taux de glucose intracellulaire, la source initiatrice 

de la glycolyse (Kawauchi et al., 2008; Schwartzenberg-Bar-Yoseph et al., 2004); induction de 

l’expression de TIGAR (TP53-Induced Glycolysis and Apoptosis Regulator) qui inactive la PFK 

(phosphofructo-kinase), enzyme de la troisième étape de la glycolyse (Bensaad et al., 2006; Green et 

al., 2006); et inhibition de la PGM (phosphoglycérate mutase) qui intervient dans les dernières étapes 

de la glycolyse (Corcoran et al., 2006). Parallèlement, p53 inhibe la voie des pentoses phosphates, 

responsable du catabolisme du glucose pour former du NADPH et du ribose, en inactivant l’enzyme 

clé de cette voie: la G6PD (glucose-6-phosphate déshydrogénase) (Jiang et al., 2011).  

De plus, p53 stimule la phosphorylation oxydative mitochondriale. En effet, p53 augmente 

l’expression de la SCO2 (synthesis of cytochrome c oxydase 2), favorisant ainsi l’activité du complexe 

COX (cytochrome c oxydase), le quatrième complexe de la chaîne respiratoire mitochondriale 

(Matoba et al., 2006; Zhou et al., 2003). P53 active également la transcription de AIF qui participe au 
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maintien de l’intégrité du premier complexe de la chaîne respiratoire mitochondriale (Stambolsky et 

al., 2006). D’autres cibles de p53 sont impliquées dans l’activation de la phosphorylation oxydative 

mitochondriale de manière indirecte: la GLS2 (glutaminase 2) qui favorise entre autres la production 

de glutamate et d’α-cétoglutarate (Hu et al., 2010), la protéine Parkine qui active le complexe PDH 

(pyruvate déshydrogénase) nécessaire à la conversion du pyruvate en acétyl-CoA (Zhang et al., 

2011a), la transrepression de la PDK2 (pyruvate déshydrogénase kinase 2) qui inhibe l’activité du 

complexe PDH (Contractor et al., 2012), et l’augmentation de l’expression de la ribonucléotide 

réductase p53R2 qui participe au maintien de l’intégrité de l’ADN mitochondrial (Bourdon et al., 

2007; Kulawiec et al., 2009).  

Une des conséquences de l’activation de la phosphorylation oxydative mitochondriale par p53 pourrait 

être une augmentation de production d’ERO endogènes, mais le système est finement régulé étant 

donné que p53 active également les processus de défense anti-oxydante en vu de contrecarrer 

d’éventuels effets délétères de ces ERO. En effet, en conditions physiologiques et à des taux faibles 

d’activation, p53 exerce une activité anti-oxydante impliquant la transactivation de protéines telles que 

la GPX1 (glutathion peroxydase 1), la SOD2, les sestrines 1 et 2, la GLS2, la TP53INP1 (Tumor 

protein p53-Inducible Nuclear Protein 1) et l’ALDH4 (aldéhyde déshydrogénase 4). En revanche, en 

conditions de stress de forte intensité, p53 semble exercer une activité pro-oxydante en induisant 

l’expression de protéines telles que la PIG3, la proline oxydase et la FDRX (ferredoxine réductase) 

participant ainsi à la mort cellulaire par apoptose induite lorsque les dommages cellulaires sont trop 

importants (Olovnikov et al., 2009; Sablina et al., 2005; Vousden et al., 2009a; Vousden et al., 2009b) 

(Figure 18: Illustration schématique de la variabilité des fonctions cellulaires de p53, dépendante de 

l’intensité du stress). 
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Figure 18: Illustration schématique de la variabilité des fonctions cellulaires de p53, dépendantes de 

l’intensité du stress. Sur ce schéma sont illustrées les conséquences d’un stress métabolique qui active 

p53 de manière AMPK-dépendante. Dans la partie gauche du schéma, exemple d’un stress de faible 

intensité et de courte durée qui active les fonctions de survie de p53 (probablement en lien avec la 

présence de PGC-1). Dans la partie droite du schéma, est représenté un stress de forte intensité et/ou 

de longue durée qui conduit à l’induction de l’apoptose p53-dépendante. Source: (Sen et al., 2012) 

 

2.5 Autophagie 

L’autophagie est un processus d’auto-destruction intracellulaire d’organelles ou de portions 

cytoplasmiques par le lysosome. Il peut être bénéfique et protecteur quand il permet d’éliminer des 

macromolécules ou des mitochondries endommagées. Ainsi en conditions physiologiques, un niveau 

basal d’autophagie permet le turn-over des protéines et organelles dans les tissus. En conditions de 

stress, le processus autophagique peut s’intensifier pour permettre à la cellule de s’adapter en 

participant par exemple à la production d’énergie à partir du recyclage des produits dégradés lors 

d’une privation en nutriments. En revanche, cette intensification d’autophagie peut aussi représenter 

un mécanisme de survie pour les tumeurs exposées à un micro-environnement hypoxique ou à une 

chimiothérapie (Morselli et al., 2009).  
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Dans ce cadre, p53 jouerait un double rôle en fonction de sa localisation intracellulaire (Maiuri et al., 

2010). Présente au noyau, la protéine p53 induit l’expression de protéines impliquées plus ou moins 

directement dans l’activation de l’autophagie: DRAM (Damage-Regulated Autophagy Modulator) et 

DAPK1 (Death-Associated Protein Kinase 1), qui peuvent également être impliquées dans l’apoptose; 

et AMPK (AMP-activated protein Kinase), TSC1/2 (Tuberous Sclerosis), les sestrines et PTEN qui 

aboutissent à l’inactivation de mTOR, levant ainsi l’inhibition que mTOR exerce sur le processus 

autophagique (Maiuri et al., 2010). Présente dans le cytoplasme et plutôt en condition basale, la 

protéine p53 semble en revanche exercer une activité inhibitrice sur l’autophagie par un mécanisme 

qui reste cependant à éclaircir (Tasdemir et al., 2008; Vousden et al., 2009b).  

2.6 Angiogénèse 

La protéine p53 exerce des activités anti-angiogéniques empêchant l’extension tumorale par au moins 

trois mécanismes (Teodoro et al., 2007; Zhang et al., 2000): 1- la transactivation de facteurs anti-

angiogéniques comme la TSP-1 (thrombospondine-1) (Dameron et al., 1994), l’EPHA2 (ephrine 

recepteur A2) et le BAI1 (brain-specific angiogenesis inhibitor 1); 2- la transrepression de facteurs 

pro-angiogéniques comme le VEGF (Mukhopadhyay et al., 1995), le FGF2 et FGF2-BP; 3- 

l’inhibition des systèmes de détection de l’hypoxie en induisant la dégradation d’HIF-1α (Ravi et al., 

2000). 

3 Régulations de p53 

Au vu de ses multiples fonctions, la protéine p53 doit être finement contrôlée pour induire une réponse 

cellulaire adaptée au stress cellulaire et pour éviter des désordres p53-dépendants potentiellement 

fatals à la cellule. Ainsi l’expression mais surtout l’activité et la stabilité de p53 sont régulées par de 

nombreux mécanismes au niveau transcriptionnel, traductionnel, par des modifications post-

traductionnelles et des interactions avec d’autres protéines (Harris et al., 2005; Vogelstein et al., 2000) 

(Figure 19: Régulation de la protéine p53). 
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Figure 19: Régulation de la protéine p53. Source: (Toledo et al., 2006) 

a: en absence de stress cellulaire, p53 est principalement inactivée par MDM2qui se fixe dans la partie 

N-terminale de p53 et induit une ubiquitination de lysines dans la partie C-terminale de p53 qui 

conduit à sa dégradation par le protéasome. 

b: en condition de stress cellulaire, p53 est activée par des phosphorylations de sérines/thréonines qui 

empêchent la fixation de MDM2. P53 s’accumule et forme des complexes tétramériques auxquels se 

greffent des co-activateurs. Une fois au noyau, ces complexes induisent l’expression des gènes cibles 

de p53, conduisant à une réponse cellulaire adaptée à la condition de stress. P53 peut également 

exercer une activité pro-apoptotique par liaison directe avec des protéines mitochondriales.  

Ub: lysine ubiquitinylée, P: sérine/thréonine phosphorylée, A: lysine acétylée.  

 

3.1 Inactivation de p53 en condition normale 

En condition normale, p53 est à l’état quiescent, son expression est très faible, sa demi-vie de quelques 

minutes seulement et sa conformation inactivée (repliement de la partie C-terminale qui inhibe le 

domaine central de liaison à l’ADN). 
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Les mécanismes régulant sa traduction impliquent les extrémités 3’UTR et 5’UTR de l’ARNm de p53. 

En effet l’extrémité 3’UTR contient des séquences qui induisent une structure secondaire capable 

d’inhiber la traduction de p53 (Fu et al., 1996). De plus, la fixation de protéines comme la nucléoline 

sur les parties 3’ et 5’UTR inhibe la traduction de p53 (Chen et al., 2012; Halaby et al., 2007).  

Cependant, l’expression génique et l’expression protéique de p53 n’étant pas forcément corrélée (Fu et 

al., 1996), la quantité protéique de p53 dans la cellule est principalement déterminée par son taux de 

dégradation plutôt que par son taux de production. 

La dégradation de p53 est sous le contrôle de la protéine MDM2, son principal régulateur. En effet, 

MDM2 se fixe sur la partie N-terminale de p53, bloquant ainsi le domaine de transactivation de p53 et 

l’éventuelle fixation de protéines co-activatrices (premier niveau d’inhibition de l’activité de p53). 

Cette fixation induit également un changement conformationnel de p53 empêchant sa fixation sur 

l’ADN (Brooks et al., 2007; Cross et al., 2011). De plus, MDM2 est capable d’ubiquitinyler des 

lysines dans la partie C-terminale de p53 (principalement lys370, lys372, lys373, lys381, lys382 et 

lys386) via son activité d’ubiquitine E3 ligase (Honda et al., 1997), ce qui favorise l’export nucléaire 

de p53 (deuxième niveau d’inhibition de l’activité de p53). Il semblerait qu’aux concentrations 

physiologiques, MDM2 induise une mono-ubiquitinylation de p53 (Li et al., 2003). MDM2 est 

également capable de recruter des E2/E3 ligases qui conduisent à une forme poly-ubiquitinylée de p53 

induisant ainsi sa dégradation cytoplasmique par la machinerie protéolytique au niveau du protéasome 

(troisième niveau d’inhibition de l’activité de p53) (Haupt et al., 1997; Hock et al., 2010).  

La protéine homologue de MDM2 qu’MDMX (aussi appelée MDM4) inhibe également l’activité de 

p53. En effet, MDMX présente une structure proche de MDM2 notamment au niveau de leur domaine 

N-terminal qui assure leur fixation sur le domaine N-terminal de p53 (Marine et al., 2006). MDMX ne 

possède cependant pas d’activité d’ubiquitine ligase intrinsèque mais peut se fixer sur MDM2, via une 

interaction entre leurs domaines RING en C-terminal (Uldrijan et al., 2007) et ainsi renforcer l’activité 

régulatrice de MDM2. MDMX favoriserait également l’activation de la transcription de MDM2 par 

p53 (Biderman et al., 2012). 
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De plus, d’autres ubiquitine-ligases qui favorisent la dégradation de p53 ont été décrites, dont PIRH2 

(P53-Induced protein with a RING-H2 domain) (Leng et al., 2003), COP1 (Constitutively 

Photomorphogenic 1) (Dornan et al., 2004b), WWP1 (NEDD4-like E3 ubiquitin-protein ligase) (Laine 

et al., 2007) et CARP (Caspase8/10-Associated RING Protein) (Yang et al., 2007).   

D’autres protéines sont également impliquées dans l’inactivation de p53, comme la phosphatase WIP1 

(Wild-type p53-Induced Phosphatase 1) en déphosphorylant p53 et certaines de ces protéines 

activatrices comme ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated protein) (Elias et al., 2014; Lu et al., 2008), 

la déacétylase SIRT1 (sirtuin1) (Lee et al., 2013) et l’histone déacétylase 1 HDAC1 (qui de plus est 

activée par MDM2) (Benkirane et al., 2010). 

En outre, MDM2, PIRH2, COP1 et WIP1 sont également des cibles transcriptionnelles de p53; ce qui 

crée des boucles d’autorégulation négative (Lowe et al., 2012; Wu et al., 1993), associées à des 

oscillations des taux protéiques de ces protéines en opposition de phase avec le taux protéique de p53 

(Elias et al., 2014). 

3.2 Activation de p53 en condition de stress cellulaire 

Trois conditions de stress cellulaires sont principalement impliquées dans l’activation de p53:  

- des dommages à l’ADN, secondaires par exemple à des radiations ionisantes, qui activent la 

voie des « capteurs/senseurs de dommages à l’ADN » comprenant entre autres les protéines 

ATM et CHK2 (Checkpoint Kinase 2) lors de radiations gamma, et ATR (Ataxia 

Telangiectasia and Rad3-related protein), CHK1 (Checkpoint Kinase 1) et caséine kinase-2 

lors de radiations UV;  

- des signaux de croissance aberrants lors de l’expression d’oncogènes comme Myc ou Ras, qui 

activent la protéine p14/ARF (Lin et al., 2001; Zindy et al., 1998), qui se lie alors à MDM2 et 

le séquestre dans les nucléoles inhibant ainsi son activité régulatrice (Sherr et al., 2000; Weber 

et al., 1999);  

- les médicaments de chimiothérapie.   
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En conditions de stress cellulaires, des voies de signalisation sont activées pour prévenir la 

dégradation de la protéine p53 et ainsi la stabiliser et favoriser son activité. De plus, il est également 

observé une activation de la traduction de p53 notamment via la fixation de protéines sur l’ARNm de 

p53 comme HuR (Human antigen R) et RPL26 (60S ribosomal protein L26) sur les extrémités 3’ et 

5’UTR (Chen et al., 2012; Mazan-Mamczarz et al., 2003; Takagi et al., 2005).  

Cependant, bien qu’une augmentation du taux protéique de p53 et de sa demi-vie intracellulaire soit 

importante dans l’activation de p53 (Kastan et al., 1991), elle n’est pas forcément suffisante pour que 

p53 devienne un activateur transcriptionnel. En effet, sont nécessaires des modifications de sa 

conformation induisant un état activé de la protéine, résultant de modifications post-traductionnelles 

associées à l’interaction avec d’autres protéines.  

Les modifications post-traductionnelles de p53 peuvent être de différentes natures et toucher divers 

acides aminés (au moins 30 acides aminés ont été rapportés comme pouvant être modifiés) en fonction 

de la voie d’activation et sont sous le contrôle de protéines activatrices de p53. Elles comprennent des 

phosphorylations de serines et thréonines qui peuvent avoir lieu sur l’ensemble de la séquence 

protéique (23 sites possibles) par des kinases (ATM, ATR, CHK1/2, DNA-PK (DNA-dependent 

Protein Kinase), p38 kinase, HIPK2 (Homeodomain-Interacting Protein Kinase 2)…) des acétylations 

(10 sites possibles) par des acétyl-transférases (p300/CBP, PCAF (p300/CBP-Associated Factor), 

MOF (Males absent On the First), TIP60 (Tat-Interactive Protein of 60kDa)), des neddylations, des 

sumoylations et des méthylations de lysines principalement dans la partie de régulation C-terminale de 

p53 (Toledo et al., 2006) (Figure 20: Panorama des modifications post-traductionnelles de p53).  Ces 

modifications peuvent avoir diverses conséquences fonctionnelles mais globalement les 

phosphorylations et les acétylations exercent une fonction activatrice sur p53 en empêchant sa 

dégradation, favorisant sa translocation nucléaire, sa tétramérisation ou encore sa liaison à l’ADN.  

Concernant par exemple la réponse à un dommage à l’ADN secondaire à des radiations gamma, la 

protéine kinase ATM est rapidement activée par un mécanisme de « trans-auto-phosphorylation » 

(Bakkenist et al., 2003), ce qui conduit à la phosphorylation de la serine 15 de p53. Ce site (qui peut 
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en outre être phosphorylé par sept autres kinases) étant à côté du site de liaison de MDM2, sa 

modification empêche la fixation de MDM2 sur p53, stabilisant ainsi p53.  

 

Figure 20: Panorama des modifications post-traductionnelles de p53. Source: (Dai et al., 2010). 

 

 

Il convient de noter que les modifications post-traductionnelles de p53 sont spécifiques d’un stress 

cellulaire donné, qu’un stress n’induit pas seulement une modification mais une combinaison 

séquentielle de modifications, qu’un même site peut être la cible de plusieurs types de modifications 

(aux effets variables) et qu’un même type de modification peut induire différents effets. Par exemple, 

la méthylation de la lysine 372 par SET9 (SET 9 méthyltransférase) (qui peut en outre être 

ubiquitinylée par MDM2 et acétylée par p300) induit une activation de p53; alors que la méthylation 

de la lysine 370 par SMYD2 (SET/MYND domain-containing methyltransferase 2) (qui peut en outre 

également être ubiquitinylée par MDM2 et acétylée par p300) induit une déstabilisation de p53. De 

même, l’ubiquitination de p53 induite majoritairement par MDM2 conduit à la dégradation de p53; 

alors que  la poly-ubiquitination de la lysine 320 par E4F1 semble activer p53 et induire l’expression 

de gènes impliqués dans l’arrêt du cycle cellulaire (Le Cam et al., 2006).  
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De plus, les modifications post-traductionnelles de p53 peuvent permettre la liaison de co-facteurs (et 

vice versa) qui coopèrent directement avec p53 pour influencer l’expression de gènes cibles (Coutts et 

al., 2005). Parmi les co-activateurs de p53, les protéines p300/CBP de la famille des histones acétyl-

transférases peuvent intéragir avec la protéine JMY (Junction-mediating and -regulatory protein); le 

complexe [p300/JMY] est alors recruté lors d’un stress cellulaire, se fixe sur le domaine de 

transactivation de p53 et conduit à l’acétylation de lysines de p53 (empêchant l’ubiquitination de ces 

lysines par MDM2) et à la transactivation de gènes impliqués dans l’apoptose (Shikama et al., 1999). 

La protéine STRAP (Serine-threonine kinase receptor-associated protein) est un cofacteur qui facilite 

l’interaction p300-JMY (Demonacos et al., 2001); alors que le cofacteur SKP2 (S-phase kinase-

associated protein 2) empêche l’interaction p300-p53 (Kitagawa et al., 2008b). La propyl-isomérase 

PIN1 (Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NIMA-interacting 1) est également un co-activateur de p53 

en condition de stress génotoxique, en catalysant l’isomérisation de prolines dans le domaine riche en 

prolines de p53 en se liant à des motifs de p53 contenant des serines/thréonines phosphorylées. Ceci 

entraine un changement conformationel de p53, facilitant la fixation d’autres co-activateurs comme 

p300 et la dissociation de MDM2 et d’autres inhibiteurs comme iASPP (Mantovani et al., 2007). Les 

protéines ASPP 1 et ASPP 2 (Apoptosis-stimulating of p53 protein) sont également des co-activatrices 

de p53 qui se lient au domaine central de liaison à l’ADN de p53 et favorisent préférentiellement la 

transactivation de gènes impliqués dans l’apoptose (Samuels-Lev et al., 2001). Les protéines 53BP1 

(p53-binding protein 1) et HZF (Haematopoietic zinc finger) peuvent également se lier au domaine 

central de p53 et favorisent quant à elles la transactivation de gènes impliqués dans l’arrêt du cycle 

cellulaire et la réparation à l’ADN (Sugimoto et al., 2006; Trigiante et al., 2006). La protéine HZF est 

également une cible transcriptionnelle de p53, ce qui crée une boucle de rétrocontrôle positif, bloquant 

le cycle cellulaire le temps de la réparation du stress génotoxique (processus dans lequel intervient 

également la protéine 53BP1). Quand le stress se prolonge, il semble que HZF soit dégradé, ce qui 

favoriserait la transactivation de gènes impliqués dans l’apoptose (Das et al., 2007).  

Le choix de la réponse cellulaire dépendante de p53 en condition de stress dépend du type cellulaire 

considéré associé à son contexte environnemental, de l’état d’activation/inactivation d’autres voies de 



 Introduction : La protéine p53 « suppresseur de tumeur » 

79 

 

signalisation intracellulaire et à la nature du signal de stress lui-même, son intensité et sa durée. Dans 

ce contexte, le taux de p53 actif et l’affinité avec laquelle p53 se lie à la séquence de ses gènes cibles 

régulent la réponse p53-dépendante. En effet, il semblerait qu’une faible quantité de p53 se lie à des 

sites de haute affinité impliqués dans l’arrêt du cycle cellulaire alors qu’une forte augmentation de p53 

permet la liaison à des sites de haute affinité comme les gènes pro-apoptotiques (Chen et al., 1996; 

Kracikova et al., 2013; Weinberg et al., 2005). Ces différences d’affinité peuvent dépendre de la 

nature de la séquence cible, la conformation de p53, les modifications post-traductionnelles de p53 et 

les interactions de p53 avec d’autres protéines comme ses co-activateurs qui peuvent orienter 

préférentiellement vers une réponse plutôt qu’une autre et ainsi réguler le destin de la cellule (Murray-

Zmijewski et al., 2008). Il est également important de prendre en compte l’aspect temporel, 

dynamique et évolutif des processus d’activation et de régulation de p53 (Batchelor et al., 2011; 

Puszynski et al., 2008; Zhang et al., 2011b). 

3.3 Impact de la localisation subcellulaire de p53 

La localisation subcellulaire régie l’activité de p53 et est conditionnée par l’activation ou l’inhibition 

de p53, dépendante de l’état quiescent ou altéré de la cellule (Ferecatu et al., 2009; Liang et al., 2001).  

Une fois activée en condition de stress cellulaire, la translocation nucléaire de p53 entraine une rapide 

accumulation de p53 dans le noyau, permettant à p53 d’exercer son activité principale de facteur de 

transcription en se liant spécifiquement à certains promoteurs de gènes cibles via sa structure 

tétramérique. En outre, la cinétique de réponse fluctue en fonction des gènes cibles et des conditions 

de stress. En effet, certains gènes cibles sont transcrits rapidement alors que d’autres le sont plus 

tardivement et certains peuvent même être activés dans un premier temps et réprimés ensuite (réponse 

biphasique).  

La localisation cytoplasmique de p53 correspond principalement à sa forme inactivée (poly-

ubiquitinylée), précédant sa dégradation par la sous-unité 26S du protéasome. Cependant certaines 

études ont rapporté que la protéine p53 intra-cytoplasmique pourrait être associée au cytosquelette 

cellulaire, en particulier aux micro-tubules et aux filaments d’actine (Giannakakou et al., 2000; 
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Katsumoto et al., 1995; Metcalfe et al., 1999). De plus, en dehors du noyau, p53 peut également avoir 

une activité au niveau des mitochondries. Il semblerait que la mono-ubiquitination de p53 favorise sa 

translocation mitochondriale (Marchenko et al., 2007) et qu’une fois arrivée au niveau de la membrane 

externe mitochondriale, p53 soit déubiquitinylée par la protéine HAUSP (Herpesvirus-associated 

ubiquitin-specific protease) pour qu’elle puisse former des complexes protéiques avec les protéines de 

la famille BCL-2, favorisant ainsi la voie intrinsèque de l’apoptose (Erster et al., 2004; Mihara et al., 

2003; Vaseva et al., 2009). Par ailleurs, il semblerait que les faibles taux intracellulaires de p53 en 

absence de stress cellulaire jouent un rôle dans la physiologie normale de la mitochondrie, via la 

localisation de p53 au niveau de l’espace inter-membranaire (et à la matrice mitochondriale dans une 

moindre mesure), favorisant notamment l’assemblage du complexe ATP-synthase (Bergeaud et al., 

2013). 

En outre, l’import-export nucléaire de p53 est un processus actif faisant intervenir ses séquences 

d’import et d’export nucléaire, associées à l’activité de protéines comme MDM2 qui favorise son 

export nucléaire, les protéines Cullin-7, PARC (p53-associated parkin-like cytoplasmic protein), Mot2 

et WWP1 qui séquestrent p53 dans le cytoplasme, la polymérase PARP1 (Poly [ADP-ribose] 

polymerase 1) qui prévient l’interaction entre p53 et le récepteur d’export nucléaire CRM1 

(Chromosome region maintenance protein 1 ou Exportin-1) ce qui favorise son accumulation nucléaire 

et l’importine  qui favorise son import nucléaire (Kanai et al., 2007; Komlodi-Pasztor et al., 2009; 

Laine et al., 2007; O'Brate et al., 2003).  

4 P53 dans la cancérogénèse 

Le processus de cancérogénèse fait intervenir deux éléments essentiels: l’inactivation des gènes 

suppresseurs de tumeurs et le gain d’activités oncogéniques. Dans ce contexte, la protéine p53 joue un 

rôle primordial puisque elle est inactivée dans la majorité des cancers humains: par mutations directes 

sur le gène TP53, ou par inactivation fonctionnelle par altération des voies effectrices et/ou 

régulatrices de p53. Dans un but thérapeutique, il est intéressant de réactiver la voie de p53 

« sauvage » aux propriétés pro-apoptotiques et/ou d’éliminer la protéine p53 mutée afin d’enrayer 

l’hyper-prolifération des cellules cancéreuses et de provoquer leur mort par apoptose.  



 Introduction : La protéine p53 « suppresseur de tumeur » 

81 

 

4.1 Inactivation par mutations du gène TP53 et ses répercussions dans la 

cancérogénèse 

4.1.1 Mutations sur le gène TP53 

Le gène TP53 est un des gènes les plus fréquemment mutés dans les cancers humains. En effet, 

environ 50% des cancers présentent des mutations somatiques sur le gène TP53, pour lesquelles 73% 

d’entre elles sont des mutations ponctuelles (substitution d’un acide aminé) de type « faux-sens » 

(source: IARC TP53 Database, Novembre 2013). Elles conduisent à la production d’une protéine p53 

mutée stable, mécanisme original d’inactivation, puisque la plupart des mutations des autres gènes 

suppresseurs de tumeur dans les cancers conduisent plutôt à l’absence de protéine. Il a été décrit des 

milliers de mutations avec une fréquence variable selon les cancers (Edlund et al., 2012; Petitjean et 

al., 2007; Soussi et al., 2005) (Figure 21: Prévalence des mutations somatiques du gène TP53 dans 

différents cancers). Les patients atteints du syndrome de Li-Fraumeni présentent des mutations 

germinales sur le gène TP53 (héritage d’un allèle muté) qui les prédisposent au développement de 

cancer (Malkin, 2011).  

 

Figure 21: Prévalence des mutations somatiques du gène TP53 dans différents cancers. 

Source: http://p53.iarc.fr/ 

 

http://p53.iarc.fr/


 Introduction : La protéine p53 « suppresseur de tumeur » 

82 

 

Dans la majorité des cas, les mutations concernent le domaine central de liaison à l’ADN de p53 

contenant les six sites les plus fréquemment mutés, appelés « hot spots » de mutations: acides aminés 

175, 245, 248, 249, 273 et 282 (Figure 22: Spectre des mutations sur le gène TP53 dans les cancers 

humains). Les acides aminés peuvent se répartir en deux groupes impliqués directement dans les 

conséquences phénotypiques des mutations affectant ces résidus: un premier groupe engagé dans le 

maintien de la structure tridimensionnelle du domaine de liaison à l’ADN, on parle alors de « mutants 

conformationnels ou structurels », et un second groupe impliqué dans le contact direct avec l’ADN, on 

parle alors de « mutants de contact ». 

En clinique, les mutations sur le gène TP53 sont souvent associées à un mauvais pronostic, une survie 

diminuée et une résistance aux chimio- et radio-thérapies (Robles et al., 2010). 

 
 

Figure 22: Spectre des mutations sur le gène TP53 dans les cancers humains. 

*: sites mutants conformationnels. Source: (Essmann et al., 2012) 

 

4.1.2 Perte des fonctions physiologiques de la protéine p53  

P53 étant un facteur de transcription, une mutation dans le domaine central de liaison à l’ADN de p53 

induit une perte de liaison à l’ADN (soit absence totale ou partielle de liaison, soit diminution de 

l’affinité de liaison), rendant la protéine p53 inactive (Kato et al., 2003), l’empêchant ainsi de 

transactiver ou de transréprimer ses gènes cibles « classiques », notamment ceux impliqués dans 

l’apoptose (Pan et al., 2000). Par conséquent, cette perte de fonction de p53 participe à l’état de 

résistance à l’apoptose caractéristique des cellules cancéreuses. Une modification de la conformation 
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de la protéine p53 mutée contribue également au processus de perte de fonctions physiologiques de 

p53. En effet, plus une mutation perturbe la conformation de la protéine sauvage, moins les activités 

physiologiques de la protéine p53 seront maintenues.  

Une mutation du gène TP53 peut également entraîner une dérégulation des modifications post-

traductionnelles et/ou des interactions de p53 avec certains de ses co-facteurs nécessaires à l’activation 

de p53, empêchant une réponse p53-dépendante adaptée au stress cellulaire (Dai et al., 2010). Par 

exemple, l’arginine 181 étant le site de fixation de ASPP1, une substitution de l’arginine 181 par une 

lysine ou une leucine empêche l’induction de l’apoptose p53-dépendante, sans altérer néanmoins la 

fonction de p53 dans l’arrêt du cycle cellulaire (Trigiante et al., 2006). 

4.1.3 Activité dominante négative de la protéine p53 mutée 

En général, les deux allèles doivent être mutés pour rendre inactive la protéine et donc favoriser la 

cancérogénèse (théorie du double hit); cependant la majorité des cancers humains sont constitués de 

cellules cancéreuses hétérozygotes co-exprimant les allèles tant mutés que sauvages du gène TP53. 

L’élément déclencheur de l’inactivation de la copie sauvage est alors l’effet dominant négatif 

qu’exerce la protéine p53 mutée. En effet, la protéine mutée inactive la protéine sauvage en se liant à 

celle-ci pour former des complexes hétéro-tétramériques dans lesquels la protéine sauvage adopte une 

conformation spatiale mutante (Chene, 1998; Milner et al., 1991). De plus, il est bien souvent observé 

une surexpression nucléaire de la protéine p53 mutée dans les cellules cancéreuses, étant donné qu’elle 

échappe à la régulation négative médiée par MDM2.  

Par ailleurs, la protéine p53 mutée exerce une activité dominante négative sur les autres membres de la 

famille de p53, que sont p63 et p73. En effet, en se liant à celles-ci, elle inhibe leurs fonctions (Li et 

al., 2007).  

4.1.4 Gain de fonctions oncogéniques de la protéine p53 mutée 

Les mutations dans le domaine central de liaison à l’ADN peuvent conduire à une spécificité de 

séquence de liaison à l’ADN différente de la protéine sauvage (points de contact avec l’ADN 

différents) ou à une modification de la conformation de la protéine p53 mutée qui altèrent par 
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conséquent sa liaison à l’ADN en induisant sa fixation sur des promoteurs différents de ceux 

« classiquement » ciblés par la protéine sauvage (Garritano et al., 2013; Kim et al., 2004; Rolley et al., 

1995). Il semblerait également que la protéine p53 mutée pourrait intéragir avec d’autres facteurs de 

transcription qui favoriseraient sa fixation sur certaines séquences (Di Agostino et al., 2006; Sampath 

et al., 2001). Dans tous les cas, l’expression de la protéine p53 mutée peut activer l’expression de 

gènes favorisant la prolifération et la survie cellulaire, l’angiogénèse et la résistance aux 

chimiothérapies (PCNA, EGFR, VEGF, NFKB2 (Nuclear factor NF-kappa-B p100 subunit), c-myc, 

MDR-1 (Multidrug resistance protein 1)…) (Chin et al., 1992; Frazier et al., 1998; Ludes-Meyers et 

al., 1996; Scian et al., 2005) et inhiber l’expression de gènes impliqués dans l’apoptose comme CD95 

(Zalcenstein et al., 2003), conférant aux cellules un avantage sélectif favorisant leur potentiel 

oncogénique (Scian et al., 2004; Sigal et al., 2000; van Oijen et al., 2000; Weisz et al., 2007).  

Parallèlement, la protéine p53 mutée augmente l’instabilité génomique, favorable à la cancérogénèse 

(Murphy et al., 2000; Overholtzer et al., 2003). En effet, la réponse aux dommages à l’ADN est 

altérée en présence d’une protéine p53 mutée, puisqu’en plus de ne pas induire l’expression de 

protéines impliquées dans la réparation à l’ADN, la protéine p53 mutée empêche l’activation d’ATM 

lors de dommages à l’ADN en intéragissant avec la protéine Mre11 du complexe MRN (Mre11-

Rad50-Nbs1) nécessaire à l’initiation de la réponse aux dommages à l’ADN (Song et al., 2007), 

favorisant ainsi l’installation de mutations potentiellement pro-cancérogènes. 

4.2 Autres types d’inactivations de p53: inactivations fonctionnelles 

4.2.1 Mutations sur les protéines activatrices de p53 

Des mutations sur le gène ATM ainsi que des délétions du locus 11q22.3 (perte du gène ATM) ont été 

rapportées chez environ 20% des patients atteints de leucémie lymphoïde chronique (Bullrich et al., 

1999; Stankovic et al., 2014; Starostik et al., 1998). Ainsi l’inactivation de la protéine ATM (lors 

d’une altération bi-allélique ou via l’activité dominante négative d’une mutation) provoque une 

réponse aux dommages à l’ADN défectueuse incluant une perte d’activation de p53. Les patients 

leucémiques qui présentent en outre une délétion du locus 17q13.1 (perte du gène TP53) ont un très 

mauvais pronostic (Greipp et al., 2013). De plus, les patients atteints d’ataxie télangiectasie présentent 
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des mutations germinales d’ATM (héritage de deux allèles mutés) qui les prédisposent au 

développement de tumeurs lymphoïdes.  

Des mutations germinales sur le gène CHEK2 ont été rapportées chez quelques patients atteints du 

syndrome Li-Fraumeni, suggérant que ce gène codant pour la protéine CHK2 activatrice de p53 lors 

de dommages à l’ADN est une alternative aux mutations touchant le gène TP53 chez 75% des patients 

prédisposant au syndrome Li-Fraumeni (Bell et al., 1999). Depuis la description de ces mutations dans 

le syndrome Li-Fraumeni, le gène CHEK2 a été décrit comme un gène de susceptibilité de 

développement de cancer dans plusieurs organes (sein, prostate, colon…), qui semblerait agir en 

synergie avec d’autres gènes ou d’autres facteurs pour induire le développement de cancer (Antoni et 

al., 2007; Cybulski et al., 2004). 

4.2.2 Surexpression de protéines régulatrices de p53 

Une accumulation anormale de MDM2 et/ou de MDMX est observée dans environ 1/3 des cancers 

(dans lesquels TP53 n’est pas muté en général), conduisant à une dégradation excessive de p53, 

l’empêchant d’exercer ses activités de suppresseur de tumeur (Li et al., 2013; Manfredi, 2010). Les 

types de cancers les plus fréquemment touchés par cette altération sont les cancers des tissus mous et 

les ostéosarcomes (Oliner et al., 1992; Patterson et al., 1997). Cette accumulation peut être due à une 

amplification génique, une augmentation de la transcription et/ou une augmentation de la traduction de 

MDM2 ou MDMX (Bond et al., 2004; Danovi et al., 2004; Momand et al., 1998). 

Une diminution de l’expression de la protéine p14/ARF, observée particulièrement dans certains 

cancers où p53 n’est pas muté, conduit à une perte de la régulation négative qu’exerce p14/ARF sur 

MDM2, donc à une hyperactivation de MDM2 et par conséquent à une dégradation excessive de p53. 

Cette diminution d’expression de p14/ARF peut être la conséquence d’une délétion du gène p14/ARF 

(Iwato et al., 2000) ou d’une inactivation épigénétique (par exemple, une hyper-méthylation du 

promoteur de p14/ARF dans certains cancers colorectaux inhibe la transcription de p14/ARF (Esteller 

et al., 2000)). 
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Une augmentation de l’expression de certaines ubiquitine-ligases peuvent également inactiver p53 en 

favorisant sa dégradation: PIRH2 dans les cancers du poumon (Duan et al., 2004), COP1 dans les 

adénocarcinomes du sein et des ovaires (Dornan et al., 2004a) et WWP1 dans les cancers du sein et de 

la prostate (Chen et al., 2007a; Chen et al., 2007b). 

Des altérations concernant les protéines responsables des modifications post-traductionnelles de p53 

peuvent également interférer avec le bon fonctionnement de p53 et favoriser la cancérogénèse. Par 

exemple, une surexpression de la déacétylase SIRT1 est observée dans plusieurs cancers comme la 

leucémie myéloïde aigue (Bradbury et al., 2005), le cancer de la prostate (Huffman et al., 2007) et le 

mélanome (Wilking et al., 2014).  

En parallèle de la surexpression de certaines protéines régulatrices de p53, certains co-facteurs 

activateurs de p53 peuvent faire défaut dans certains cancers. Par exemple, une diminution de 

l’expression (par inactivation épigénétique) d’ASPP 1 et 2 impliqués dans l’apoptose ou une 

augmentation de l’expression de leur inhibiteur iASPP ont été observées dans le cancer du sein et la 

leucémie lymphoblastique aigüe (Trigiante et al., 2006). 

4.2.3 Interactions de p53 avec des protéines virales ou mutées 

La liaison de p53 avec certaines protéines virales telles que la protéine E6 du papillomavirus humain 

(HPV16 ou18) ou l’antigène LT du virus simien 40 (SV40) empêche p53 d’être fonctionnellement 

active notamment en favorisant sa dégradation (Bernard et al., 2011; Cheng et al., 2009; Munger et 

al., 1992; Scheffner et al., 1990). 

Le facteur transcriptionnel WT1 (Wilms tumor 1) muté, impliqué dans le développement de tumeur 

rénale de Wilms (10% des cancers pédiatriques), intéragit avec la protéine p53 (Maheswaran et al., 

1993) et exerce secondairement un effet dominant négatif sur l’activité de p53 (Busch et al., 2014). 

4.3 Thérapies anti-cancéreuses ciblant p53 

L’importance de la voie de p53 a suscité le développement de stratégies thérapeutiques anti-

cancéreuses visant à réactiver p53, par des approches translationnelles ciblant et s’adaptant aux 

mécanismes d’inactivation de p53 décrits dans les cancers (Essmann et al., 2012; Lane et al., 2010; 
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Stegh, 2012). Ainsi plusieurs thérapies anti-cancéreuses, actuellement à l’étude ou déjà utilisées en 

clinique pour quelques unes, sont proposées dans le but de diminuer le volume des tumeurs ou du 

moins de stopper ou ralentir leur progression (Figure 23: Stratégies thérapeutiques ciblant la voie de la 

protéine p53). Une distinction dans les thérapies ciblant p53 est faite selon l’expression par la 

tumeur de la forme mutée ou sauvage de p53: la thérapie génique et les molécules restaurant les 

fonctions de p53 pour la première catégorie, et les molécules inhibitrices de la dégradation de p53 pour 

la seconde catégorie. 

4.3.1 Thérapie génique  

La thérapie génique propose de restaurer les fonctions d’une protéine p53 sauvage dans une tumeur où 

p53 est mutée par injection d’adénovirus recombinant contenant le gène TP53 sauvage (rAd-p53). 

L’emploi d’un vecteur de type adénovirus Ad5 non réplicatif par injection intra-tumorale permet de 

délivrer le gène TP53 au sein des cellules tumorales sans intégration dans le génome de la cellule 

infectée, associée à une réaction inflammatoire locale qui favorise la lyse tumorale. Le potentiel 

clinique de ce type de thérapie a été testé avec deux produits similaires: Gendicine® en Chine et 

Advexin® en occident. Au vu des résultats bénéfiques apportés par l’injection intra-tumorale de la 

Gendicine®, ce produit a été approuvé en Chine en octobre 2003 (devenant le premier produit de 

thérapie génique approuvé dans le monde pour le traitement du cancer) en combinaison d’une 

radiothérapie dans le traitement des carcinomes de la tête et du cou (Peng, 2005). Il a été et est 

également testé dans d’autres types de cancers, comme le cancer des ovaires, des poumons, du 

nasopharyn, du foie… ainsi que chez des patients atteints du syndrome de Li-Fraumeni, avec des 

résultats controversés qui n’ont pas permis pour l’heure aux agences règlementaires occidentales de 

statuer quant au rapport bénéfices/risques de ces molécules (Pan et al., 2009; Stegh, 2012; Yang et al., 

2010; Zeimet et al., 2003).  

Une alternative pourrait être la virothérapie oncolytique qui vise à utiliser des adénovirus réplicatifs 

conditionnels qui se répliquent dans et lysent spécifiquement les cellules tumorales déficientes en p53 

(Bischoff et al., 1996). Par exemple, Onyx-015 est un adénovirus où le gène codant pour la protéine 

E1B inhibitrice de p53 a été délété, et qui a été testé entre autres dans les carcinomes de la tête et du 
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cou (Khuri et al., 2000; Nemunaitis et al., 2001; Ries et al., 2002). Un adénovirus similaire à l’Onyx-

015 a été approuvé en Chine en novembre 2005 dans le traitement combiné des cancers du 

nasopharynx avancés: le H101 Oncorine® (délété pour la protéine E1B et un segment de la protéine 

E3B) (Garber, 2006).  

4.3.2 Vaccination  

Etant donné que la protéine p53 mutée est fortement exprimée dans les cancers, p53 est une cible 

antigénique intéressante dans l’optique d’une immunothérapie anti-cancéreuse (Chada et al., 2003). 

Ainsi il a été développé un vaccin contenant un long peptide p53 de synthèse (p53-SLP) ainsi qu’un 

vaccin contenant des cellules dendritiques autologues transfectées avec le gène TP53 sauvage (INGN-

225) en vue d’induire une réponse immunitaire spécifiquement contre p53 afin d’éliminer les cellules 

tumorales surexprimant p53. Ces deux produits sont actuellement en cours d’études cliniques 

respectivement dans le traitement du cancer colorectal et le traitement du cancer du poumon 

(Chiappori et al., 2010; Speetjens et al., 2009).  

4.3.3 Molécules restaurant les fonctions de p53  

Grâce à une meilleure compréhension (toujours en pleine expansion !) de la structure et de la 

régulation de p53 à l’état sauvage et à l’état muté, de nouvelles molécules ont été développé dans le 

but de restaurer les fonctions « sauvages » de suppresseur de tumeur des protéines p53 mutées en 

corrigeant notamment leur conformation (Wiman, 2010). Ainsi les molécules PRIMA-1 (P53 

Reactivation and Induction of Massive Apoptosis-1), MIRA-3 (Mutant p53 reactivation and Induction 

of Rapid Apoptosis-3) et STIMA-1 (SH group Targeting and Induction of Massive Apoptosis) 

intéragissent avec le domaine de liaison à l’ADN de p53 (via notamment des modifications thiols) et 

restaurent son activité transcriptionnelle, induisant l’apoptose et inhibant ainsi la croissance de cellules 

tumorales mutées p53 (Bykov et al., 2002; Lambert et al., 2009; Shen et al., 2008; Zache et al., 2008). 

Un composé analogue de PRIMA-1, l’APR-246, est actuellement en cours d’études cliniques dans le 

cancer des ovaires.  
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D’autres molécules ciblant spécifiquement certains mutants (et leur altération structurale associée) 

sont également à l’étude, incluant entre autres: le PhiKan083 qui stabilise le mutant Y220C (Boeckler 

et al., 2008), la molécule RETRA qui cible le mutant R273H (Kravchenko et al., 2008), le WR1065 

qui restaure la conformation du mutant V272M pour induire un arrêt du cycle cellulaire (North et al., 

2002) et le p53R3 qui restaure la liaison à l’ADN des mutants R175H et R273H et induit une apoptose 

(Weinmann et al., 2008). 

4.3.4 Molécules inhibitrices de la dégradation de p53 

Dans les cancers où le gène TP53 n’est pas muté, nous avons vu qu’une accumulation de MDM2 peut 

inactiver p53. Il a donc été développé trois principales catégories de molécules appelées « inhibitrices 

de MDM2 » permettant à la protéine p53 d’échapper à l’action inhibitrice de MDM2 réactivant ainsi la 

voie de p53: des molécules ciblant MDM2 dans l’interaction p53-MDM2, des molécules ciblant p53 

dans l’interaction p53-MDM2 et des molécules inhibitrices de l’activité de MDM2 (Yuan et al., 2011).  

L’interaction entre p53 et MDM2 fait intervenir quatre acides aminés (Phe19, Leu22, Trp23 et Leu26) 

d’une hélice α dans le premier domaine de transactivation N-terminal de p53 qui se lient à une poche 

hydrophobe dans la partie N-terminale de MDM2 (Kussie et al., 1996). Ainsi la première catégorie de 

molécules comprend des composés capables de se loger dans cette poche hydrophobe exerçant donc 

une activité d’antagoniste compétitif (Li et al., 2013; Vassilev, 2007). Parmi ces molécules, celles qui 

présentent la meilleure affinité et spécificité font partie des familles chimiques des cis-imidazolines 

pour les composés Nutlins (Vassilev, 2004) dont le RO5045337 est actuellement en cours d’études 

cliniques (Ray-Coquard et al., 2012), des benzodiazépinediones pour les composés TDP (Grasberger 

et al., 2005; Koblish et al., 2006) et des spiro-oxindoles pour les composés MI-219, MI-319 et MI-773 

actuellement en cours d’études cliniques (Ding et al., 2006; Mohammad et al., 2009). L’utilisation de 

« petits peptides modifiés (stapled peptides) », comme les peptides SAH-p53 ou ATSP-7041 qui 

miment l’hélice α de p53, stabilisés par des molécules hydrocarbonées permettant leur application 

comme potentiel médicament, est également une approche proposée pour antagoniser l’interaction 

p53-MDM2 (Bernal et al., 2007; Chang et al., 2013).  
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La deuxième catégorie de molécules inhibitrices de MDM2, comprenant la molécule RITA 

(Reactivation of p53 et Induction of Tumoral cells Apoptosis), se lie à p53 directement sur le site de 

liaison de MDM2, protégeant p53 de la fixation de MDM2 (Issaeva et al., 2004). Le mécanisme 

d’action exacte de RITA reste cependant encore à élucider puisqu’il semblerait qu’elle pourrait 

également activer p53 indépendamment de son interaction avec le complexe p53-MDM2 (Saha et al., 

2012; Weilbacher et al., 2014). 

La troisième catégorie de molécules cible l’activité de MDM2 impliquée dans la dégradation de p53 

par le protéasome et comprend les composés HLI98 qui inhibe l’activité E3 ubiquitine-ligase de 

MDM2 (Yang et al., 2005b) et le serdementan (JNJ-26854165), actuellement en cours d’études 

cliniques, qui inhibe la liaison du complexe p53-MDM2 au protéasome (Tabernero et al., 2011).   

Etant donné qu’une surexpression de MDMX peut également participer à la dégradation excessive de 

p53 dans certains cancers et que la poche de liaison de p53 sur MDMX n’est pas la même que celle de 

MDM2, des « inhibiteurs de MDMX » ont également été développés, dont le SJ-172550 qui se fixe 

sur MDMX et donc empêche sa liaison à p53 (Bista et al., 2012) et le XI-006 qui bloque la 

transcription de MDMX (Wang et al., 2011). 

Par ailleurs, il a été développé des molécules activatrices de p53 qui ciblent certains régulateurs de p53 

(qui peuvent en outre agir sur d’autres protéines), comme la tenovine un inhibiteur des déacétylases 

SIRT1 et SIRT2 (Lain et al., 2008) ou la leptomycine-B qui inhibe l’export nucléaire de p53 en 

bloquant CRM1 (Mutka et al., 2009). 
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Figure 23: Stratégies thérapeutiques ciblant la voie de la protéine p53. Source: (Stegh, 2012) 

 

4.3.5 Inhibiteur de p53  

Suite aux traitements anti-cancéreux par chimio- et/ou radio-thérapies, l’activation de p53 dans les 

cellules tumorales est bénéfique puisqu’elle conduit à la mort de la cellule (but recherché des 

traitements anti-cancéreux); cependant l’activation de p53 dans les cellules saines adjacentes ou du 

corps entier (si le traitement est systémique) cause d’importants effets indésirables tels qu’une anémie, 

une lymphopénie, des problèmes intestinaux, une alopécie, une asthénie… Ainsi l’équipe de 

Komarova et Gudkov a émis l’hypothèse que la suppression pharmacologique de p53 pourrait être 

utilisée pour réduire ces effets indésirables (Gudkov et al., 2007; Komarova et al., 1998). Ils ont donc 

développé une petite molécule inhibitrice de p53, le pifithrin-α (PFT), qui protège les cellules des 

radiations. Comme les effets du PFT sont dépendants de p53 (actif que dans les cellules p53 +), le PFT 

n’affecte pas la sensibilité aux traitements anti-cancéreux des cellules tumorales déficientes en p53 
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(Komarov et al., 1999). Le mécanisme d’action du PFT passe par une inhibition de l’activité 

transcriptionnelle de p53 en diminuant son accumulation nucléaire et sa liaison à l’ADN, associée à 

une diminution de l’expression de certaines cibles transcriptionnelles de p53 comme p21 et BAX 

(Culmsee et al., 2001; Proietti De Santis et al., 2003). Cependant, le mécanisme d’action exact du PFT 

reste encore à éclaircir puisque dans certaines études son action pourrait également être dépendante de 

son effet agoniste sur les récepteurs aryl hydrocarbone (AhR) (Hoagland et al., 2005) et qu’il pourrait 

aussi inactiver les voies du choc thermique et des récepteurs glucocorticoïdes (Komarova et al., 2003). 
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Objectifs  

 

L’émergence du concept de phénotype « pseudo-tumoral » dans l’HTAP ces dernières années révèle 

un tournant dans la compréhension de la physiopathologie et dans l’approche thérapeutique de 

l’HTAP. Cette notion, qui intègre plusieurs mécanismes, permet l’apparition de nouvelles idées et 

hypothèses en rapprochant les caractéristiques d’ores et déjà observées dans l’HTAP et les processus 

décrits dans le développement tumoral.  

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés à une importante voie largement décrite comme 

inactivée au cours du développement tumoral: la voie de la protéine p53. Nous avons émis l’hypothèse 

qu’elle pourrait également jouer un rôle important dans le développement de l’HTAP. Au vu des 

résultats préliminaires publiés par quelques équipes (Mizuno et al., 2011; Mouraret et al., 2013) et 

similairement au processus tumoral, nous avons proposé que la voie de p53 pourrait être inactivée 

dans l’HTAP. 

Pour tester cette hypothèse, plusieurs objectifs ont été étudiés au cours de ce travail de thèse: 

1. Déterminer le rôle de la voie de la protéine p53 au cours du développement de l’HTAP, au 

moyen d’une cinétique d’étude réalisée grâce à un modèle in vivo d’induction d’HTAP 

(traitement de rats par la monocrotaline). 

2.  Analyser les conséquences de l’inactivation pharmacologique de p53 par le pifitrin-α (PFT) 

sur le développement de l’HTAP dans un modèle in vivo. 

3. Etablir l’implication de la voie de la protéine p53 dans l’HTAP idiopathique (HTAPi) 

humaine, plus spécifiquement au niveau des CML-AP qui sont particulièrement proliférantes 

dans l’HTAP. Cet objectif a été déterminé en condition basale: CML-AP HTAPi versus CML-

AP contrôles. La réponse à des stress cellulaires activateurs de p53 a également été examinée 

dans ces deux types cellulaires. 
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4. Explorer l’intérêt thérapeutique de la Nutlin-3a in vitro, un activateur de p53 qui a d’ores et 

déjà montré des résultats prometteurs dans des modèles in vivo d’HTAP (Mouraret et al., 

2013). 

5. Etudier le rôle d’une autre protéine de la famille de p53, la protéine p73, dans l’HTAPi 

humaine. 

  



 Méthodologie 

95 

 

Méthodologie 

 

Echantillons humains et culture cellulaire 

1 Patients 

Les recherches ont été effectuées sur des poumons de patients atteints d’HTAP idiopathique (HTAPi), 

obtenus lors de leur transplantation pulmonaire (ou cardio-pulmonaire) réalisée au Centre Chirurgical 

Marie Lannelongue (Le Plessis-Robinson, France) par le Pr. Dartevelle ou le Pr Fadel. Les patients 

présentant des mutations sur le gène BMPRII ont été exclus de nos études. Le groupe contrôle était 

constitué de poumons de patients obtenus lors de lobectomie ou pneumonectomie pour cancer 

pulmonaire localisé. Les échantillons utilisés ont été collectés à distance du foyer tumoral et 

considérés comme ne présentant pas de caractéristiques cancéreuses par les anatomopathologistes du 

Centre Chirurgical Marie Lannelongue. Les études ont été approuvées par un comité d’éthique 

indépendant (CPP Ile-de-France VII, Le Kremlin-Bicêtre, France) et le consentement libre, éclairé et 

écrit de tous les patients a été recueilli avant la mise en place des études. 

2 Isolement des CML-AP, culture et traitements cellulaires  

Les CML-AP ont été isolées selon la technique d’explants mise au point par le laboratoire (Eddahibi et 

al., 2001). Les artères pulmonaires (5 à 10 mm de diamètre), placées dans du milieu de transport 

DMEM lors du prélèvement chirurgical et stockées maximum 48h à 4°C, ont été ouvertes, rincées, 

débarrassées de la couche endothéliale et du tissu conjonctif. La média résiduelle des AP a été 

découpées en petits morceaux nommés explants (3 à 5 mm
2
), qui ont été placés dans des plaques 6 

puits en présence d’un milieu complet composé de: DMEM 4,5g glucose/l, SVF 15%, L-glutamine 2 

mM, HEPES 20 mM, EGF 10 U/ml,  ITS 1X, des antibiotiques (penicilline 100 U/ml et streptomycine 

0.1 mg/ml) et un fongicide (fungizone 0,05 mg/ml). Après environ deux semaines d’incubation en 

plaques 6 puits, les CML-AP ont été collectées par trypsination et placées dans de nouvelles boites de 

culture de plus grande surface (constituant ainsi le premier passage). Les CML-AP ont été utilisées 
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pour les expérimentations entre les passages 3 et 6. Les traitements suivants ont été testés sur les 

CML-AP en culture par incubation dans du milieu pendant 24 heures: étoposide (dilué dans du 

DMSO, 200 µM final, Sigma-Aldrich), peroxyde d’hydrogène (H2O2 dilué dans de l’eau stérile, 250 

µM final, Sigma-Aldrich), Nutlin-3a (N3 dilué dans du DMSO, 20 µM final, Sigma-Aldrich), 

pifithrin- (PFT dilué dans du DMSO, dose croissante de 0,1 à 50 µM final, Interchim, en présence ou 

absence de 200 µM étoposide ou de 150 µM H2O2) et cisplatine (dilué dans du NaCl 0.9%, 25 µM 

final, Sigma-Aldrich).  

Modèles expérimentaux in vivo d’HTAP sur rats  

1 Modèles d’études 

Les études in vivo ont été menées sur des rats adultes mâles Wistar pesant 200 à 250 g (Charles River) 

selon les recommandations institutionnelles en vigueur, avec un accord au préalable pour les études 

réalisées au sein de l’animalerie du Centre Chirurgical Marie Lannelongue (Le Plessis-Robinson, 

France). Les rats avaient accès ad libitum à de l’eau et à de la nourriture. Des groupes d’au moins cinq 

animaux par condition ont été constitués.  

1.1 Modèle monocrotaline 

Nous avons étudié l’implication de p53 au cours du développement de l’HTAP expérimentalement 

induite par mono-injection sous-cutanée de monocrotaline (MCT, 60 mg/kg, Sigma-Aldrich). Les rats 

du groupe contrôle ont reçu une injection sous-cutanée de solvant (HCl 1N, NaOH 1N et PBS). Une 

cinétique de prélèvements d’organes (poumons et cœur) a été effectuée à J1, J3, J7, J14 et J21 post-

injection de MCT.   

1.2 Etude in vivo de l’inactivation pharmacologique de p53  

Afin d’inactiver la voie de p53, le pifithrin- (PFT, 2.2 mg/kg/j, Interchim) a été administré 

quotidiennement à des rats par injection intra-péritonéale pendant 14 jours. Les rats constituant le 

groupe « contrôle négatif » ont reçu une injection quotidienne de solvant (DMSO1% NaCl). Nous 

avons également constitué un groupe « contrôle positif » qui a reçu une mono-injection de MCT à J0, 
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ainsi qu’un groupe doublement traité « MCT+PFT » qui a reçu une mono-injection de MCT à J0 

associée à des injections quotidiennes de PFT. 

2 Evaluation du développement d’une HTAP chez les rats 

2.1 Paramètres hémodynamiques 

Les rats ont été anesthésiés avec de la kétamine (60 mg/kg i.p., MTC Pharmaceuticals) et de la 

xylazine (4 mg/kg i.p., Bayer). Un fin cathéter en polyvinyl a été introduit dans la veine jugulaire puis 

poussé jusqu’à l’artère pulmonaire via le ventricule droit. La PAP a été mesurée grâce au logiciel 

LabChart (ADInstruments, USA).  

Le thorax a ensuite été rapidement ouvert afin de prélever les poumons et le cœur. Les poumons 

gauches ont été immédiatement congelés afin d’évaluer l’expression des protéines de la voie p53 (cf. 

Matériels et Méthodes « Etude de l’expression protéique »). Les poumons droits ont été fixés dans leur 

état distendu grâce une infusion intra-trachéale de solution de formol. 

2.2 Hypertrophie cardiaque droite 

Le cœur a été disséqué et pesé dans le but de calculer l’index d’hypertrophie cardiaque droite, appelé 

index de Fulton, évaluant le ratio du poids du ventricule droit divisé par le poids du ventricule gauche 

plus septum (VD/VG+S). Dans les modèles d’HTAP, le poids de VG+S est constant et non augmenté 

par rapport aux contrôles. 

2.3 Muscularisation des artères pulmonaires 

Après inclusion en blocs de paraffine des poumons fixés au formol, des sections pulmonaires de 5µm 

d’épaisseur ont été montées sur des lames Superfrost. Une coloration hématoxyline-éosine a permis 

d’évaluer l’état de muscularisation (selon l’épaisseur de la media) de 40 à 60 artères pulmonaires intra-

acinaires pour chaque rat. Les AP ont alors été catégorisées en trois groupes: complètement 

muscularisées (M), partiellement muscularisées (PM) et non muscularisées (NM).  
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2.4 Coloration et marquages immuno-histochimiques sur coupes pulmonaires de 

rats 

La prolifération cellulaire et l’infiltration de macrophages au sein des AP ont été évaluées 

respectivement grâce à un marquage PCNA (proliferating cell nuclear antigen) et un marquage CD68. 

Les coupes pulmonaires ont été déparaffinées dans du toluène puis passées dans une série de bains à 

pourcentage d’éthanol décroissant et réhydratées dans du PBS (ou TBS). Les coupes ont ensuite été 

incubées dans une solution de démasquage des sites antigéniques (citrate pH6, K0035, Diagnostic 

Biosystem) et placées dans un bain-marie à 95°C pendant 30 min. Après un rinçage dans du PBS (ou 

TBS), les coupes ont été incubées dans une solution de saturation (10% sérum de l’hôte de l’anticorps 

secondaire +/- 5% BSA dilué dans du PBS) pendant 30 minutes afin de bloquer les sites aspécifiques. 

Les coupes ont ensuite été directement mises en contact avec l’anticorps primaire: anticorps 

monoclonal de souris anti-PCNA (1/200
ème

, PC-10, Dako) ou anticorps monoclonal de souris anti-

CD68 (1/200
ème

, MCA341R, AbDserotec), pendant une heure à température ambiante ou toute la nuit 

à 4°C. L’anticorps primaire a ensuite été rincé plusieurs fois puis deux types de révélation ont été 

utilisés:  

- pour le marquage PCNA: les coupes ont été incubées avec un anticorps secondaire anti-souris 

biotinylé (30 minutes à température ambiante) suivi d’une phase d’amplification reconnaissant 

les biotines avec le kit Vectastain ABC-AP (AK-5002, Vector Laboratories). La révélation a 

ensuite été obtenue à l’aide du kit Vector Red Alkaline Phosphatase Substrate (SK-5100, 

Vector Laboratories). Enfin, une contre-coloration à l’hématoxyline a été réalisée afin de 

visualiser les noyaux. 

- pour le marquage CD68: les coupes ont été incubées avec un anticorps secondaire anti-souris 

couplé à un fluorophore Alexa-fluor 594 (30 minutes à température ambiante) (Invitrogen). 

Afin de visualiser les CML-AP, les coupes ont été incubées avec un anticorps anti-αactine 

couplé à un fluorophore FITC (une heure à température ambiante) (1/200
ème

, clone 1A4, 

F3777, Sigma-Aldrich). Enfin, les noyaux ont été marqués au DAPI (0.25 mg/ml dilué dans 

du PBS).         
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Par ailleurs, une coloration au trichrome de Masson a été réalisée sur les coupes pulmonaires de rats 

afin d’évaluer l’accumulation de matrice extracellulaire comprenant une coloration du collagène au 

bleu d’aniline, une coloration des noyaux à l’hématoxyline et une coloration du cytoplasme cellulaire à 

la fuschine ponceau.  

Ces marquages ont été analysés à l’aide d’un microscope à épifluorescence et du logiciel NiS element 

(Nikon 80i, Japon). 

Etude de la séquence du gène TP53 

L’ADN génomique total a été extrait à partir de culots de CML-AP de dix patients HTAPi à l’aide 

du QiAmp DNA mini kit® (Qiagen) selon la procédure recommandée par le fournisseur. Les 

séquences exoniques (exons 2 à 11) du gène humain TP53 ont été amplifiées par PCR à partir de 50 ng 

d’ADN génomique total, avec des paires d’amorces spécifiques de ces séquences (0,4 µM final) 

(Tableau 5), en présence de la GoTaq Hot Start Polymerase® (0,5 U final), d’un mix de dNTP (dATP, 

dCTP, dGTP, dTTP) (0,2 mM final), d’un milieu réactionnel pour PCR Colorless® sans MgCl2 (1X 

final) supplémenté en MgCl2 (1.5 mM final) et complété avec de l’eau purifiée dédiée à la PCR, selon 

les instructions recommandées par le fournisseur (kit M5001, Promega) et à l’aide du système de PCR 

en temps réel StepOnePlus® (Applied Biosystems). L’intégrité des amplicons a été vérifiée 

visuellement après migration sur gels d’agarose contenant du bromure d’ethidium. Le séquençage des 

produits de PCR a été réalisé selon la méthode de Sanger par la société Beckman Coulter Genomics 

(appareil de séquençage à haut débit ABI 3730XL). Les séquences obtenues pour chaque exon et pour 

chaque patient ont été comparées à la séquence génomique de référence de TP53 (NC_000017.10 de 

GenBank).  
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exon amorce séquence 

exons 2-3  sens TCTCATGCTGGATCCCACT 

  anti-sens AGTCAGAGGACCAGGTCCTC 

exon 4 sens TGAGGACCTGGTCCTCTGAC 

  anti-sens AGAGGAATCCCAAAGTTCCA 

exons 5-6 sens TGTTCACTTGTGCCCTGACT 

  anti-sens TTAACCCCTCCTCCCAGAGA 

exon 7 sens CTTGCCACAGGTCTCCCCAA 

  anti-sens AGGGGTCAGAGGCAAGCAGA 

exon 8 sens TTCCTTACTGCCTCTTGCTT 

  anti-sens AGGCATAACTGCACCCTTGG 

exon 9 sens GACAAGAAGCGGTGGAG 

  anti-sens CGGCATTTTGAGTGTTAGAC 

exon 10 sens CAATTGTAACTTGAACCATC 

  anti-sens GGATGAGAATGGAATCCTAT 

exon 11 sens AGACCCTCTCACTCATGTGA 

  anti-sens TGACGCACACCTATTGCAAG 

 

Tableau 5: Séquences des amorces pour les PCR d’amplification des exons du gène TP53. 

Les paires d’amorces utilisées sont celles recommandés par l’agence internationale pour la recherche 

sur le cancer (http://p53.iarc.fr/). 

 

Etude de l’expression génique  

Les ARNm totaux ont été extraits à partir de culots de CML-AP (récupérés par trypsination) de 

patients HTAPi et contrôles à l’aide du NucleoSpin® RNA II Kit (Machery-Nagel) puis ont subi une 

rétro-transcription en ADNc à l’aide du Verso cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific) selon les 

procédures recommandées par les fournisseurs. Les réactions de qPCR ont été effectuées à l’aide du 

système de PCR en temps réel LightCycler® 480 (Roche Diagnostics) à partir de 12,5 ng d’ADNc, en 

présence de couples d’amorces spécifiques de chaque gène d’intérêt (élaborées à l’aide du logiciel 

LightCycler® Probe Design software 2.0 et présentées dans le Tableau 6), d’un mix de réaction 

LightCycler® 480 SYBR Green I Master mix (Roche Diagnostics) et d’eau purifiée dédiée à la PCR. 

L’expression des gènes d’intérêt a été quantifiée selon le méthode 2ˆ
(-Ct)

 où le Ct correspond au 

nombre de cycles à partir duquel le signal sort du bruit de fond (déterminé pour les gènes d’intérêt et 

pour le contrôle interne: 18S rRNA) et où le Ct correspond à la différence entre le Ct du gène 

d’intérêt et le Ct du 18S. Chaque échantillon a été amplifié en duplicata.   

http://p53.iarc.fr/
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  amorce séquence 

p53 sens AGAAACCACTGGATGGAGAATA 

  anti-sens GCGGGAGGTAGACTGAC 

MDM2 sens CAAGACAAAGAAGAGAGTGTGG 

  anti-sens ATACTGGGCAGGGCTTATT 

MDM4 sens GCTCACAGTTCTGAAAGCCAA 

  anti-sens ATGAATAATGTTCCCGTCTCGT 

p21 sens ACTGGAGGGTGACTTCG 

  anti-sens GCGTTTGGAGTGGTAGAAATC 

TP53INP1 sens CATCTCTTGAGTGCTTGGC 

  anti-sens GGACTTGTTTCCACCTTGATAG 

AURKA sens TGGGCTTTGGAAGACTTTGAA 

  anti-sens TTAGGATGCCGAAGGTGGGA 

BAX sens CGTGGACACAGACTCCC 

  anti-sens GCCTTGAGCACCAGTTTG 

PUMA sens CAAGAGGAGCAGCAGCG 

  anti-sens CTGGGTAAGGGCAGGAG 

NOXA sens GCCTACTGTGAAGGGAGATGA 

  anti-sens ACAATGTGCTGAGTTGGC 

CYR61 sens TTACGCTGGATGTTTGAGTGT 

  anti-sens AACGCTGCTTCATTGGC 

NRP1 sens CCCGCACCTCATTCCTAC 

  anti-sens TATCATAGTTGTTGTTGCCCTCAAA 

PGF sens GACGGCCAATGTCACCA 

  anti-sens GGCTTCATCTTCTCCCGC 

PDGFA sens GTCCGCCAACTTCCTGAT 

  anti-sens GCACTCCAAATGCTCCTCT 

NOTCH1 sens ACTGCCAGACCAACATCA 

  anti-sens GCTCTCATAGTCCTCGGATT 

CRIP2 sens GCCCTGCTATGGAATCCTC 

  anti-sens GCTGGACCTTGCCTTCG 

ZC3H12A sens CTACGAGTCTGACGGGAT 

  anti-sens GCTCCAAAGTGAGTGGC 

PTK2 sens AAGTCTTCAGGGTCCGAT 

  anti-sens GTCCAGGTTGGCAGTAGG 

ARHGAP24 sens ACTGGAGGATACTGTTCGT 

  anti-sens CTTCATACTTCGCATAAGGAATAACT 

HIF3A sens ATCGGCTGTTCCGCCTA 

  anti-sens TCTCTTCCACCTGGCTGATTA 

VEGFA sens GTGCCCACTGAGGAGTC 

  anti-sens ACATTTGTTGTGCTGTAGGAAG 

Tableau 6: Séquences des amorces utilisées pour les RT-qPCR. 

 



 Méthodologie 

102 

 

Etude de l’expression protéique 

1 Western-blots 

Des western-blots ont été réalisés à partir des poumons gauches de rats et des culots de CML-AP. Les 

échantillons ont été lysés à froid (4°C pendant 30 minutes) dans un tampon de lyse composé de: Igepal 

(CA-630) 1%, Glycérol 10%, Tris HCl pH8 20 mM, NaCl 137 mM, EDTA 2 mM, Na3VO4 1 mM, 

aprotinine 10 µg/ml, leupeptine 10 µg/ml, pepstatine 10 µg/ml, complété d’un cocktail d’inhibiteurs de 

protéases (1 pastille pour 5 ml final, Roche). Les protéines ont été dosées par la technique BCAssay 

(Interchim) qui permet d’obtenir des valeurs d’absorbance directement proportionnelles à la 

concentration protéique de chaque échantillon déterminée grâce à une courbe de référence avec la 

BSA. Après une phase de dénaturation (dans du LDS et du DTT), les protéines totales (20-40 µg pour 

les CML-AP, 100 µg pour les poumons de rats) ont été séparées par électrophorèse sur des gels de 

polyacrylamide 4-12% NuPage® Bis-Tris gels (Invitrogen) puis transférées sur des membranes PVDF 

ou nitrocellulose (GE Healthcare). Les membranes PVDF ont été incubées dans du lait écrémé 5% 

alors que les membranes nitrocellulose ont été incubées dans un tampon de blocage spécifique 

(Thermo Fischer Scientific) pendant au moins une heure à température ambiante afin de bloquer les 

sites aspécifiques. Les membranes PVDF ont ensuite été incubées toute la nuit à 4°C avec les 

anticorps primaires suivants: monoclonal de souris anti-p53 (pour la détection de p53 dans les CML-

AP, 1/500
ème

, clone DO-1, sc-126, Santa Cruz), monoclonal de souris anti-p53 (pour la détection de 

p53 dans les poumons de rats, 1/250
ème

, clone PAb122, LS-C63152, LSBio), polyclonal de lapin anti- 

p53 phosphorylé sérine 15 (1/1000
ème

, 9284, Cell Signaling), polyclonal de lapin anti-Bax (1/100
ème

, 

sc-493, Santa Cruz), polyclonal de lapin anti-p21 (1/200
ème

, sc-397, Santa Cruz), monoclonal de souris 

anti-MDM2 (1/250
ème

, MCA1709, AbDserotec) ou monoclonal de souris anti-βactine (1/5000
ème

, 

clone AC-74, A5316, Sigma-Aldrich). Les membranes nitrocellulose ont été incubées toute la nuit à 

4°C avec les anticorps primaires suivants: monoclonal de souris anti-TAp73 (1/500
ème

, clone 5B429, 

IMG-246, Imgenex), monoclonal de souris anti-dNp73 (1/250
ème

, clone 38C674.2, IMG-313A, 

Imgenex), monoclonal de souris anti-βactine (1/5000
ème

, clone AC-74, A5316, Sigma-Aldrich) ou 

monoclonal de souris anti-GAPDH (1/5000
ème

, ab8245, Abcam). Par la suite, les membranes PVDF 
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ont été incubées pendant une heure à température ambiante avec des anticorps secondaires HRP 

(1/10000
ème

 anti-souris ou 1/5000
ème

 anti-lapin, Santa Cruz) et les membranes nitrocellulose avec des 

anticorps secondaires anti-souris couplés à des fluorophores infra-rouge (1/15000
ème

, LI-COR, 

Biosystems). Le signal HRP a été détecté par la méthode chimioluminescente ECL (Immun-Star 

WesternC kit, Biorad) à l’aide d’un ChemiDoc XRS+ (Biorad) et quantifié par le logiciel ImageLab, 

alors le signal infra-rouge a permis une révélation plus sensible par le système Odyssey (LI-COR, 

Biosystems) adaptée pour des protéines plus faiblement exprimées. Les résultats obtenus pour les 

protéines d’intérêt ont été normalisés par la quantification obtenue pour l’actine (ou la GAPDH si une 

bande non spécifique apparaissait au niveau du poids moléculaire de l’actine 43 kDa).              

2 Marquages immuno-fluorescents sur CML-AP 

Afin d’évaluer la localisation intra-cellulaire de p53, des marquages immuno-fluorescents ont été 

réalisés sur les CML-AP fixées au préalable avec du paraformaldéhyde 4% sur des lamelles. Les 

cellules ont été mises en contact avec un anticorps polyclonal de lapin anti-p53 (1/200
ème

, sc-6243, 

Santa Cruz) et un anticorps monoclonal de souris anti-ATP50 (1/1000
ème

, ab110276, Abcam), une 

protéine de la chaîne respiratoire mitochondriale, dans un tampon composé de PBS, BSA 1%, Tween 

0.5%, pendant deux heures à température ambiante ou une nuit à 4°C. Des contrôles négatifs des 

marquages (avec des IgG contrôles à la place des anticorps primaires d’intérêt) ont été effectués afin 

de valider la spécificité du marquage obtenu. Des anticorps secondaires couplés à des fluorophores de 

type Alexa Fluor 594 (pour p53) et 488 (pour ATP50) (Molecular Probes, Invitrogen) ont ensuite été 

incubés sur les cellules pendant une heure à température ambiante. Pour finir, une contre-coloration 

des noyaux au DAPI a été effectuée. Une fixation du marquage a été réalisée avec un milieu de 

montage spécifique au marquage fluorescent (Dako). Les marquages fluorescents ainsi obtenus ont été 

analysés à l’aide d’un microscope confocal LSM 700 associé au logiciel d’analyse d’images Zen (Carl 

Zeiss). Au moins cinq photos par cellule ont été prises aux grossissements x400 et x630 en gardant les 

mêmes réglages de prise de vue d’une cellule à l’autre.  
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3 Marquages immuno-histochimiques (IHC) sur tissus pulmonaires 

humains 

Un marquage IHC p53 sur des sections paraffinées de poumons de patients HTAPi et contrôles a été 

réalisé par un laboratoire d’anatomopathologie clinique (CHU Saint-Eloi, Montpellier) selon un 

protocole utilisé classiquement en routine dans ce laboratoire avec l’anticorps primaire monoclonal de 

souris anti-p53 (clone 1801, NCL-p53-1801, Leica Biosystems) et détecté par les substrats DAB (3, 

3’-diaminobenzidine). Les noyaux cellulaires ont été contre-colorés à l’aide de l’hématoxyline. 

Un marquage IHC TAp73 a également été réalisé sur des sections paraffinées de poumons de patients 

HTAPi et contrôles. Les coupes ont été déparaffinées dans du toluène puis passées dans une série de 

bains à pourcentage d’éthanol décroissant et réhydratées dans de l’eau distillée. Les coupes ont été 

incubées dans une solution de démasquage des sites antigéniques (citrate pH6, K0035, Diagnostic 

Biosystem) et placées dans une cocotte-minute adaptée au procédé de démasquage. Afin de bloquer les 

sites aspécifiques, les coupes ont ensuite été incubées dans une solution de saturation (10% de sérum 

de cheval, hôte du secondaire (AK-5002, Vector Laboratories)) pendant 30 minutes puis directement 

mises en contact avec l’anticorps primaire monoclonal de souris anti-TAp73 (1/100
ème

, clone 5B429, 

IMG-246, Imgenex) en présence d’une solution de blocage des streptavidines/biotines endogènes (SP-

2002, Vector Laboratories) pendant toute la nuit à 4°C. Un contrôle négatif du marquage (avec des 

IgG contrôles de souris à la place de l’anticorps primaire d’intérêt) a été effectué. Par la suite, les 

coupes ont été incubées avec l’anticorps secondaire anti-souris biotinylé (BA-9200, Vector 

Laboratories) 30 minutes à température ambiante, révélé par la streptavidin-594 (1/200
ème

, SA-5594, 

Vector Laboratories) 30 minutes à température ambiante. Les fibres de muscle lisse ont été révélées 

par une incubation avec un anticorps anti-αactine couplé à un fluorophore FITC une heure à 

température ambiante (1/200
ème

, clone 1A4, F3777, Sigma-Aldrich). Pour finir, une contre-coloration 

des noyaux au DAPI a été réalisée. Ces marquages ont été analysés à l’aide d’un microscope à 

épifluorescence et du logiciel NiS element (Nikon 80i, Japon). 
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Etudes des fonctions cellulaires 

1 Prolifération/viabilité 

Des tests MTT (sel de tétrazolium) ont été effectués afin d’évaluer la prolifération/viabilité cellulaire 

des CML-AP traitées par l’étoposide, l’H2O2, la Nutlin-3a et le PFT. Pour ce faire, les cellules ont été 

ensemencées dans des plaques 96 puits à raison de 10
5
 cellules par puit (24 heures dans du milieu 

complet) puis privées de sérum (48 heures) afin d’induire un arrêt du cycle cellulaire. Les cellules ont 

ensuite été traitées par les différents agents dans du milieu complet pendant 24 heures. Le MTT a alors 

été ajouté au milieu pendant quatre heures permettant au tétrazolium de réduire la succinate 

déshydrogénase mitochondriale des cellules vivantes en formazan, formant un précipité violacé dont la 

quantité est proportionnelle à la quantité de cellules métaboliquement vivantes et qui a été quantifié 

par spectrophotométrie à 570 nm (microplate reader model 680, Biorad). Toutes les conditions ont été 

évaluées en triplicata.  

2 Apoptose 

L’effet du PFT sur l’apoptose des CML-AP a été évalué en absence ou en présence d’H2O2 par des 

tests TUNEL (TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling) qui mesurent la fragmentation de l’ADN 

induite par l’apoptose sur des cellules préalablement fixées au paraformaldéhyde 4% sur des lamelles. 

Les cellules ont été perméabilisées avec du Triton X-100, puis ont été incubées dans une atmosphère 

humide pendant une heure à 37°C avec un mélange réactionnel TUNEL permettant à l’enzyme 

recombinante TDT (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase) d’incorporer des dUTP couplés à la 

fluorescéine à l’extrémité 3’-OH des brins d’ADN, en suivant les recommandations du fournisseur du 

DeadEnd TUNEL System (Promega). Les noyaux ont été contre-colorés au DAPI puis les cellules 

ainsi marquées ont été analysées à l’aide d’un microscope à épifluorescence et du logiciel NiS element 

(Nikon 80i, Japon). La quantification des cellules positives au marquage TUNEL (dont le noyau 

apparaissait en rouge) a été effectuée à partir de quatre images par lamelles.  

http://fr.wikipedia.org/wiki/Succinate_d%C3%A9shydrog%C3%A9nase
http://fr.wikipedia.org/wiki/Succinate_d%C3%A9shydrog%C3%A9nase
http://fr.wikipedia.org/wiki/Mitochondrie
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Formazan&action=edit&redlink=1
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Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel GraphPad Prism et les données sont 

exprimées en moyenne ± SEM. Avant tout, la distribution gaussienne des données a été évaluée par 

des tests de normalité Kolmogorov-Smirnov. Les données qui suivaient une distribution gaussienne 

ont été analysées par des tests paramétriques: des analyses de variance ANOVA associées à des post-

tests Dunnett pour comparer au moins trois groupes à un groupe contrôle et des t-tests pour comparer 

deux groupes. Des post-tests Tukey ont été effectués pour comparer les trois groupes traités entre eux 

dans l’étude in vivo PFT. Les valeurs appariées ont été analysées par des ANOVA pairées ou des t-

tests pairés. Les données qui ne suivaient pas une distribution gaussienne ont été analysées par des 

tests non paramétriques: des tests Kruskal-Wallis (pour comparer au moins trois groupes) et des tests 

Mann-Whitney (pour comparer deux groupes) quand les valeurs étaient non appariées; des tests 

Friedman (pour comparer au moins trois groupes) et des tests Wilcoxon (pour comparer deux 

groupes) quand les valeurs étaient appariées. 
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Résultats 

 

Partie 1: Rôle de p53 au cours du développement de l’HTAP 

expérimentale et conséquences physiopathologiques de 

l’inactivation pharmacologique de p53 dans un modèle in vivo  

 

Au vu du phénotype pseudo-tumoral décrit dans l’HTAP, nous nous sommes intéressés à la 

possible altération de la voie de p53 dans le développement de l’HTAP. Les premières données 

observées dans l’HTAP et qui ont contribué à susciter notre intérêt pour cette voie ont été obtenues 

grâce à des modèles expérimentaux in vivo d’induction d’HTAP. En 2011, Mizuno et al. ont montré 

que les souris génétiquement déficientes en p53 développaient une HTAP plus sévère en réponse à une 

hypoxie chronique que les souris sauvages (Mizuno et al., 2011) et en 2013, Mouraret et al. ont mis en 

évidence l’effet protecteur d’un activateur pharmacologique de p53, la Nutlin-3a, dans plusieurs 

modèles murins d’HTAP (Mouraret et al., 2013). Cependant dans ces deux études l’expression de p53 

n’était pas différente des contrôles voire augmentée dans les poumons des souris HTAP; alors qu’une 

autre étude montre une diminution du taux protéique de p53 dans les poumons de rats HTAP (Ravi et 

al., 2013). Le rôle de p53 dans le développement de l’HTAP restait donc à éclaircir.  

C’est pourquoi, dans un premier temps, nous avons évalué la voie de p53 au cours du 

développement de l’HTAP dans un modèle expérimental d’induction d’HTAP par injection de MCT 

chez le rat grâce à une cinétique temporelle de prélèvements des poumons (de J1 à J21 post-injection 

de MCT). L’analyse des western-blots a mis en évidence une diminution de l’expression protéique de 

p53 dès le premier jour post-injection (J1), qui se maintient pendant la première semaine (J3 et J7) par 

comparaison au groupe contrôle. S’en suit une normalisation de l’expression protéique de p53 à partir 

du 14
ème

 jour, période correspondant à l’apparition des premiers signes d’HTAP chez les rats MCT. De 

manière similaire, nous observons une diminution du taux protéique de sa cible transcriptionnelle p21 
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lors de la première semaine, suggérant une dérégulation (emballement) du cycle cellulaire aux stades 

initiateurs du développement de l’HTAP dans le modèle MCT. En revanche nos résultats semblent 

indiquer que l’expression protéique de BAX, une autre cible transcriptionnelle de p53 impliquée dans 

l’apoptose (qui peut en outre être régulée par d’autres voies), ne soit pas altérée dans ce modèle. 

Concernant le principal régulateur de p53 qu’est MDM2 (qui est également une des cibles 

transcriptionnelles de p53), un profil d’expression protéique comparable à celui de p53 est obtenu avec 

une réduction lors de la première semaine par rapport au groupe contrôle. 

Dans un second temps, nous avons étudié les conséquences physiopathologiques de 

l’inactivation pharmacologique de p53 avec le pifithrin-α (PFT), un inhibiteur de l’activité 

transcriptionnelle de p53. Ce traitement a été administré quotidiennement à des rats pendant 14 jours, 

seul ou en combinaison avec la MCT (injection à J0), et a été comparé à un groupe contrôle n’ayant 

reçu que le solvant (contrôle négatif de pathologie) et à un groupe traité avec la MCT seule (contrôle 

positif de pathologie). Les mesures des paramètres hémodynamiques aux termes des 14 jours de 

traitement révèlent une augmentation significative des PAPm dans les trois groupes traités: le contrôle 

positif de pathologie (MCT), le groupe PFT « seul » et le groupe doublement traité « MCT+PFT ». 

L’induction d’une HTAP est confirmée par le développement d’un remodelage vasculaire au niveau 

des petites artères pulmonaires, caractérisé par une muscularisation, une augmentation du nombre de 

cellules proliférantes et une accumulation de fibres de collagène. Cette HTAP est associée à une 

hypertrophie cardiaque droite au vu de l’élévation de l’index de Fulton. De plus, la combinaison 

MCT+PFT aggrave certains paramètres de l’HTAP (muscularisation des artères pulmonaires et 

hypertrophie cardiaque) par rapport aux groupes MCT ou PFT « seul ». Au niveau cellulaire, le PFT a 

des effets pro-prolifératif et anti-apoptotique, caractérisés dans notre étude sur des CML-AP de 

patients contrôles. Ces cellules développent ainsi un phénotype similaire à celui des CML-AP HTAP, 

illustrant l’impact physiopathologique de l’inactivation de p53 dans l’acquisition des caractéristiques 

pseudo-tumorales des CML-AP au cours de l’HTAP. 

En conclusion ces résultats mettent en évidence l’implication de l’inactivation de la voie de p53 

lors de la phase initiatrice du développement de l’HTAP expérimentale.  
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Abstract 

Objective: Pulmonary artery smooth muscle cells (PA-SMCs) in pulmonary arterial 

hypertension (PAH) show similarities to cancer cells. Due to the growth-suppressive and pro-

apoptotic effects of p53, and its inactivation in cancer, we hypothesized that the p53 pathway 

could be altered in PAH. We therefore explored the involvement of p53 in the monocrotaline 

(MCT) rat model of pulmonary hypertension (PH) and the pathophysiological consequence of 

p53 inactivation in response to animal treatment with pifithrin-α (PFT, an inhibitor of p53 

activity).   

Approach and Results: PH development was assessed by pulmonary arterial pressure, right 

ventricular hypertrophy and arterial wall thickness and the effect of MCT and PFT on lung 

p53 pathway expression was evaluated by western blots. Fourteen days of daily PFT 

treatment (2.2 mg/kg/day), similarly to a single injection of MCT (60 mg/kg), induced PH and 

aggravated MCT-induced PH. In the first week after MCT administration and prior to PH 

development, p53, MDM2 and p21 protein levels were significantly reduced; whereas PFT 

administration altered effectively p53 targets protein level. The direct effect of PFT on 

pulmonary cells apoptosis and proliferation was assessed on cultured human PA-SMCs by 

TUNEL and MTT assays and revealed a decrease of apoptosis and an increase of PA-SMCs 

growth associated with 50 µM PFT.  

Conclusions: Pharmacological inactivation of p53 is sufficient to induce PH with a chronic 

rat treatment by PFT, an effect related to anti-apoptotic and pro-proliferative properties. P53 

pathway was down-expressed in the first week in the rat MCT model. These in vivo 

experiments indicate that p53 pathway plays a key role in the initiation of PH pathogenesis.  
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Non standard abbreviations and acronyms 

PAH: pulmonary arterial hypertension 

PA-SMCs: pulmonary artery smooth muscle cells 

PA-ECs: pulmonary artery endothelial cells  

PAP: pulmonary arterial pressure  

PH: pulmonary hypertension 

PA: Pulmonary Artery 

MCT: monocrotaline 

PFT: pifithrin-α 

s.c: subcutaneous  

i.p: intraperitoneal 

PCNA: proliferating cell nuclear antigen  

RV: right ventricular  

LV: left ventricular  

S: septum 

H2O2: hydrogen peroxide  
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Introduction 

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a rare and severe disease in which pressure 

elevation in the pulmonary arteries (PA) leads to right heart failure and death. There is no cure 

for PAH, and the effects of available therapeutic options are restricted to partial symptoms 

improvement with a limited increase in survival. PAH develops as an idiopathic disease 

(iPAH), or more in association with underlying diseases, with an estimated incidence of 1 to 2 

per million per year(Simonneau et al., 2009). Artery wall remodeling is the hallmark of severe 

advanced PAH. The central cellular processes underlying this vascular remodeling include an 

increase of pulmonary artery smooth muscle cell (PA-SMCs) growth and resistance to 

apoptosis(Archer et al., 2010b; Rabinovitch, 2012). Although the fundamental cause remains 

elusive, many disease-predisposing and function-modifying characteristics of PA-SMCs have 

been identified, including inflammation, cross-talk with pulmonary artery endothelial cells 

(PA-ECs), and BMPRII gene mutations(Eddahibi et al., 2006; Humbert et al., 2004b). In 

another hand, several studies indicate that PA-SMCs from iPAH patients express abnormal 

phenotypes ex vivo, when separated from the influence of endothelial and inflammatory cells, 

suggesting intrinsic alterations in PA-SMCs characteristics resulting in dysfunctions in the 

signaling pathways that control cell cycle progression and proliferation.  

Cellular phenotypic similarities between PAH and cancer have been proposed(Adnot et al., 

2007; Rai et al., 2008; Sakao et al., 2011; Voelkel et al., 1998). Indeed, pulmonary vascular 

remodeling observed in PAH is associated with hyper-proliferation, hypertrophy and distal 

extension of PA-SMCs, resistance to apoptosis, mitochondrial dysfunction with a “Warburg 

metabolic phenotype”, genomic instability and expression of cancer biomarkers (Archer et al., 

2008; Humbert et al., 2004b; McMurtry et al., 2005). 
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Owing to the tumor suppressor properties of p53(Levine, 1997; Vogelstein et al., 2000), this 

protein has recently sparked interest in the PAH community. Mizuno et al. demonstrated that 

p53 knockout mice developed a more severe PH in response to chronic hypoxia compared to 

wild-type mice(Mizuno et al., 2011). More recently, Mouraret et al. observed that Nutlin-3a, a 

MDM2 inhibitor(Vassilev et al., 2004), protected mice in different models of experimental 

pulmonary hypertension (PH)(Mouraret et al., 2013). However, the consequence of 

pharmacological direct inactivation of p53 on development of PH has not been investigated. 

For that we chose the model of monocrotaline-induced PH in rats, which results primarily 

from marked alterations in PA structure, including medial hypertrophy and intimal 

fibromuscular hyperplasia, similar to those observed in some forms of human PH.  

In this work we questioned if inhibition of p53 activity by pifithrin-α (PFT) could induce 

pulmonary vascular remodeling and/or aggravate the MCT-induced PH model in rats. We 

evaluated lung p53 pathway protein expression during the development of MCT-induced PH 

and in response to PFT. The effect of PFT on the growth/apoptosis balance in isolated human 

PA-SMCs was also investigated. 



  Résultats 
 

114 

 

Materials and Methods 

Animal models and experimental design 

All experiments were performed in adult male Wistar rats (200 to 250 g) according to 

institutional guidelines that comply with national and international regulations. 

In the first part of the study, PH development and pulmonary expression of p53 were 

examined in rats at various times after a single subcutaneous (s.c.) injection of MCT (60 

mg/kg in HCl 1N, NaOH 1N and PBS, Sigma-Aldrich). Then, to assess the 

pathophysiological consequence of pharmacological p53 activity inhibition, we assigned rats 

at random to 1 of 4 groups (5 animals in each group): two groups received daily 

intraperitoneal (i.p.) injection of PFT (2.2 mg/kg/day in DMSO 1% NaCl, Interchim); two 

groups received vehicle. Treatments were given for two weeks after a single MCT injection or 

after an injection of vehicle.  

Assessment of PH 

Rats were anesthetized with ketamine (60 mg/kg i.p., MTC Pharmaceuticals) and xylazine (4 

mg/kg i.p., Bayer). A polyvinyl catheter was introduced into the right jugular vein and pushed 

through the right ventricle into the PA. After measurement of pulmonary arterial pressure 

(PAP) with LabChart software (ADInstruments, USA), the thorax was opened and the left 

lung immediately removed and frozen for measurement of p53 expression. The heart was 

dissected and weighed for calculation of the right ventricular hypertrophy index (ratio of right 

ventricular free wall weight divided by the sum of the septum plus left ventricular free wall 

weight (RV/LV+S)). The right lung was fixed in the distended state with intratracheal 

infusion of formalin buffer. After paraffin embedding, 5-μm-thick lung sections were 

mounted on Superfrost slides and stained with hematoxylin-eosin. In each rat, 40 to 60 intra-
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acinar arteries were analyzed and categorized as fully muscularized (M), partially 

muscularized (PM) or non-muscularized (NM) to assess the degree of muscularization.  

Evaluation of in situ PA-SMCs proliferation, matrix accumulation and macrophages 

infiltration  

To assess PA-SMCs proliferation on rat pulmonary arteries, the proliferating cell nuclear 

antigen (PCNA) staining was performed. Tissue sections were deparaffinized in toluene and 

then treated with a graded series of ethanol washes, rehydrated in TBS (pH 7.5), and 

incubated with target retrieval solution (citrate pH6, K0035, Diagnostic Biosystem) in a 

pressure cooker. Slides were then washed in TBS, incubated for 30 minutes in a protein-

blocking solution, and incubated for 1 hour with anti-PCNA mouse monoclonal antibody 

(PC-10, 1:200, Dako) in presence of streptavidin/biotin endogenous blocking reagents (SP-

2002, Vector). Then the slides were incubated with mouse biotinylated secondary antibody 

for 30 minutes, followed by an amplification step with the Vectastain ABC-AP Kit (AK-5002, 

Vector) for 30 minutes. The revelation was processed with the Vector Red Alkaline 

Phophatase Substrate Kit (SK-5100, Vector), and nuclei were counterstained with 

hematoxylin. 

To analyze matrix accumulation, a Masson trichrome stain using hematoxylin (nuclear 

staining), ponceau fuchsin (cytoplasm staining) and anyline blue (collagen staining) was 

performed on lungs sections. 

The infiltration of macrophages was evaluated by immunostaining using a mouse monoclonal 

anti-CD68 antibody (MCA341R, AbDserotec) revealed by 594-Alexa fluor anti-mouse 

secondary antibody. Smooth muscle fibers were stained with a mouse monoclonal anti-αSMA 

FITC conjugated antibody (F3777, Sigma-Aldrich). Nuclei were stained with DAPI. 
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At the end of the procedure, all stainings were analyzed with an epifluorescence microscope 

and NiS element software (Nikon 80i, Japan).  

Western blot  

Western blot assays were performed on rat lungs stored at -80°C. Samples were lysed in 

buffer containing phosphatases and proteases inhibitors (Sigma-Aldrich and Roche). Total 

proteins (100 µg) were separated on 4-12% NuPage Bis-Tris gels (Invitrogen) and transferred 

on PVDF membranes (GE Healthcare). Then the membranes were incubated over-night at 

4°C with primary antibody: mouse monoclonal anti-p53 (LS-C63152, LSBio,), rabbit 

polyclonal anti-p21 (sc-397, Santa Cruz), rabbit polyclonal anti-Bax (sc-493, Santa Cruz), 

mouse monoclonal anti-MDM2 (MCA1709, AbDserotec) or mouse monoclonal anti-βactin 

(A5316, Sigma-Aldrich). Incubation with secondary HRP antibodies (anti-mouse sc-2314 or 

anti-rabbit sc-2313, Santa Cruz) was performed for 1 hour at room temperature. HRP signals 

were detected by ECL substrate (Immun-Star WesternC Kit, Biorad) using a ChemiDoc 

XRS+ (Biorad) and blots were quantified and normalized by -actin signal with ImageLab 

software (Biorad). 

In vitro study and cells treatment 

The assays were performed on human PA-SMCs isolated from lungs obtained during 

lobectomy or pneumonectomy for localized lung cancer, collected by the anatomo-pathologist 

at a distance from the tumor loci and considered as control cells without tumoral 

characteristics. This study was approved by the local ethics committee (CPP Ile-de-France 

VII, Le Kremlin-Bicêtre, France) and all patients provided informed consent before the study. 

Human PA-SMCs were isolated and cultured as previously described(Eddahibi et al., 2001). 

The assays were performed on cells at passages 3-6. PA-SMCs were treated for 24 hours with 
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increasing doses of PFT (0,1 µM to 50 µM, Interchim), in the presence or absence of 200 µM 

etoposide, Sigma-Aldrich) or 150µM hydrogen peroxide (H2O2, Sigma-Aldrich). 

PA-SMCs proliferation-viability assay 

The effect of PFT on the PA-SMCs proliferation-viability of PA-SMC was assessed by MTT 

assays. Briefly, cells were seeded in 96-wells culture plates with 10
5
 cells per well for 24 

hours in medium supplemented with 10% FBS, followed by a FBS deprivation for 48 hours to 

induce growth arrest. Cells were then treated for 24 hours in medium supplemented with 10% 

FBS. MTT tetrazolium dye was added and after 4 hours incubation at 37°C, the colored 

formazan formation dissolved in DMSO was analyzed by a spectrophotometer at 570 nm 

(microplate reader Model 680, Biorad). All samples were analyzed in triplicate. 

PA-SMCs apoptosis detection 

Apoptosis of PA-SMCs was evaluated by immunostaining with TUNEL (TdT-mediated 

dUTP Nick-End Labeling) assays. Briefly, paraformaldehyde-fixed cells grown on coverslips 

were incubated with TUNEL reaction mixture in a humidified atmosphere for 1 hour at 37°C 

in the dark according to the manufacturer’s instructions (DeadEnd TUNEL System, 

Promega). Cells on coverslips were then counterstained with DAPI and examined with an 

epifluorescence microscope and NiS element software (Nikon 80i, Japan). Quantification of 

TUNEL positives cells were performed with 4 images per coverslips. 

Statistics 

Statistics were performed on GraphPad Prism 5 software and data were expressed as means ± 

SEM. Firstly, Gaussian distributions of values were tested with adequate normality tests 

(Kolmogorov-Smirnov test). Data that follow Gaussian distribution were analyzed with 

parametric tests, such as ANOVA associated with Dunnett post-tests to compare three or 



  Résultats 
 

118 

 

more groups to control group and t-tests to compare two groups. Tukey post-tests were 

performed for statistical comparisons of the three treated groups in the study evaluating the 

effect of PFT-α on rat. Matched ANOVA or paired t-tests were used when values are paired. 

Data that do not follow Gaussian distribution were analyzed with non parametric tests (Mann-

Whitney tests).       
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Results 

Development of MCT-PH is associated to early p53 decrease 

In order to determine the temporal expression of p53 in PH development, the lung protein 

level was measured at various times after MCT injection. The results showed an early and 

dramatically decrease of p53 protein level within the first 24 hours, which was maintained 

during the first week compared to controls (day 1, p=0.0159; day 3, p=0.0079 and day 7, 

p=0.0079). Then the p53 protein expression was gradually increased and normalized from the 

second week. This result revealed that deregulation of p53 is early and arises in the initiation 

stage of PH development in the MCT rat model. Similarly, the protein level of p21, a 

transcriptional target of p53 implicated in cell cycle arrest, was significantly decreased during 

the first week compared to controls (day 1, p=0.0317; day 3, p=0.0159 and day 7, p=0.0159). 

In contrast, no difference in BAX protein level was found in comparison to untreated animals. 

We also measured the protein level of MDM2, the major regulator of p53 and also a 

transcriptional target of p53. Similarly to p53, the MDM2 protein level was decreased during 

the first week compared to the value obtained in controls (day 1, p=0.0095; day 3, p=0.0043 

and day 7, p=0.0095) (figure 1E). 

PH induction by pharmacological p53 inactivation with PFT in rat  

First, to validate the effect of PFT on p53 activity, western blots were performed on lungs 

samples collected at the end of the 14 days of the experiment. As shown in figures 2C and 2D, 

PFT rat treatment decreased both p21 and BAX protein levels compared to the control group 

(p=0.0080 and p=0.0079, respectively). These results supported the effective inhibition of p53 

activity with PFT treatment. Moreover, as illustrated in figure 2B, the p53 protein level was 

decreased significantly in the MCT+PFT group compared to the control group (p=0.0025), 

suggesting a possible synergic effect of the two compounds.  
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To determine whether inhibition of p53 activity would influence PH development alone 

and/or affect the MCT-induced PH, PFT was injected daily for 14 days in rats, with or 

without MCT administration at day 0. As compared to the control group, the MCT group 

showed a significant increase of PAP (36 mmHg vs 16.3 mmHg). When combined to PFT 

treatment no difference was seen between the MCT and the MCT+PFT groups (36 mmHg vs 

31.6 mmHg) (figure 3A). However, chronic rats treatment with PFT alone significantly 

increased the PAP compared to control rats receiving vehicle (29 mmHg vs 16.3 mmHg). 

In agreement with hemodynamic parameters, the right heart hypertrophy index and the 

muscularization of distal pulmonary arteries showed a significant increase in the MCT and the 

MCT+PFT groups but also in the PFT group (figures 3B and 3C). Moreover, statistical 

comparisons of the three treated groups (Tukey post-tests) revealed that the combination of 

treatments (MCT+PFT) increased the cardiac hypertrophy and the PA muscularization 

compared to MCT and PFT given alone.  

In line with the muscularization of distal pulmonary arteries, the PA-SMCs proliferation 

within the arterial wall (PCNA staining) and accumulation of collagen fibers (blue staining in 

Masson trichrome coloration) were increased in the PFT, MCT and MCT+PFT groups, 

compared to the control group (figure 3D). However, infiltration of macrophages (red CD68 

staining) was observed in the MCT group (figure 3D-F) and the MCT+PFT group (figure 3D-

L) but not in the PFT group (figure 3D-I), suggesting that PFT did not interfere with the 

inflammatory process. 

 Effects of PFT on human PA-SMCs growth and apoptosis 

To evaluate the direct consequence of p53 inactivation by PFT on pulmonary vascular cells 

growth and apoptosis, we first tested the dose-dependent effect to PFT on human PA-SMCs 

growth with MTT assays. As illustrated in figures 4A and 4B, PFT increased PA-SMCs 
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growth at 50 µM and protected cells against cell death induced by etoposide, a cellular stress 

known to induce p53 (figure 4B-E). Owing to these first results, we used the 50 µM 

concentration to evaluate the effect of PFT on PA-SMCs apoptosis with TUNEL assays. As 

shown in figures 4C and 4D, PFT had an anti-apoptotic effect on PA-SMC, an effect which 

was more marked in the presence of H2O2, a well-known apoptosis inducer. We tested 

increasing doses of H2O2 and 150 µM was associated to maximum of apoptosis in this assay. 

At this dose, a significant increase of TUNEL positives cells was shown in solvent condition 

(p=0.0411) but not with PFT (p=0.0960). Moreover, number of TUNEL positives cells 

decreased significantly with PFT in basal condition (p=0.0428) and in presence of H2O2 

(p=0.0047).  
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Discussion  

Our study demonstrated that MCT-induced PH in rats was associated with an early decrease 

of p53 expression, which occurred before the PH development. This reveals that down-

expression of p53 could be an initiating phenomenon of PH pathogenesis. Indeed pathological 

hemodynamics changes occurred from the 14th day after MCT administration(Meyrick et al., 

1980). Similarly, the down-expression of the transcriptional p53 target p21 was also observed 

in the first week indicating a deregulation of cell cycle at this stage, allowing an excessive and 

uncontrolled pulmonary cellular proliferation, leading to the development of PH. However 

MCT seems to have no effect on BAX protein levels in rat lungs in the studied stages 

suggesting that p53-BAX pathway was not involved in the pathogenesis of PH in this 

experimental model. Also, we did observe a significant decrease of MDM2 protein level, the 

main p53 regulator(Haupt et al., 1997; Toledo et al., 2006). These results suggest that MCT-

induced PH is associated to a direct alteration of p53 expression and regulation.  

From 14th day, when PH was established, the expressions of p53, p21 and MDM2 were 

normalized. These results suggest that the alteration of the p53 pathways play a key role at the 

initiation stage of MCT-induced PH. Our data are consistent with those of Mouraret et al. in 

which no difference in p53 protein level was seen between chronic hypoxia-induced PH mice 

and control mice(Mouraret et al., 2013). 

Because the mechanism by which MCT-induced PH is complex(Rosenberg et al., 1988), and 

to investigate the direct role of p53 in the pathogenesis of PH, we chose to investigate the 

consequence of the inhibition of p53 activity by using the PFT, which was originally 

developed to reduce side-effects of aggressive cancer therapies(Komarov et al., 1999). 

Interestingly, in our rat model, daily administration of PFT for two weeks not only aggravated 

the MCT-induced PH, but the drug alone was sufficient to induced PH, revealed by an 
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increase of PAP, right cardiac hypertrophy and small pulmonary arteries muscularization. 

This effect was related to in situ PA-SMCs proliferation and accumulation of collagen. These 

results suggested that the inactivation of p53 alone might be a trigger of PH. This conclusion 

is not consistent with the work of Mizuno et al. in which the knockdown of p53 in mice was 

associated to a more severe PH than wild-type mice in response to chronic hypoxia, but the 

animals did not develop a spontaneous PH under normoxic environment(Mizuno et al., 2011). 

These differences may be related to the species and or to the compensatory mechanisms often 

observed in transgenic models. 

In both human and experimental PH, PA-SMCs play a central role in development and 

progression of the disease. Recently we demonstrated the relationship between telomere 

length, p53 and the excessive PA-SMCs growth in iPAH (unpublished data). Here we 

investigated the pharmacological p53 inactivation by PFT on PA-SMCs growth and resistance 

to apoptosis. Clearly, the cells treatment with 50 µM PFT increased PA-SMCs growth under 

basal condition and protected cells from death induced by etoposide, known to induce p53 

activation. Moreover, PFT protected PA-SMCs against apoptosis in basal conditions and in 

presence of H2O2.  

This work demonstrated clearly the key role of p53 in maintaining the balance of human PA-

SMCs growth/apoptosis and in the initiation stage of PH development in the MCT model. 

Even beyond, the inactivation of p53 is sufficient to induce development of experimental PH. 
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Significance 

Owing to the tumor suppressor properties of p53 and the cancer-like phenotype described in 

pulmonary arterial hypertension (PAH), p53 has recently interest the PAH community but its 

involvement in PAH pathogenesis is not presently clear. In our animal studies, we showed 

that pharmacological inactivation of p53 by pifithrin-α is sufficient to induce PAH in 14 days, 

an effect related to anti-apoptotic and pro-proliferative properties. Moreover the p53 pathway 

was down-expressed in the first week in the monocrotaline PH model.  

These in vivo experiments implicate the p53 pathway plays in the initiation stage of PAH 

pathogenesis. 
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Legends 

Figure 1: p53 and targets expression in rats lungs during the development of MCT-PH. 

A: Illustrations of representative western immunoblots.  

B-E: p53, p21, Bax and MDM2 protein levels in rats lungs. Lungs were removed at day 1, 

day 3, day 7, day 14 and day 21 after the monocrotaline injection (day 0). Values represented 

means ± SEM of the protein level / actin level quantification (n=5). *p<0.05; **p<0.01 vs. 

Control group (Mann-Whitney tests).  

 

Figure 2:  Effective inhibition of p53 activity with PFT in rats lungs.  

A: Illustrations of representative western immunoblots.  

B-D: Effect of chronic PFT treatment on p53, p21 and Bax protein levels in rats lungs. Values 

represented means ± SEM of the protein level / actin level quantification (n=5). **p<0.01 vs. 

Control group (Mann-Whitney tests).  

 

Figure 3: Consequence of p53 inactivation with PFT on PH development in rats.  

A: Hemodynamic measurements (PAPm value in mmHg) obtained in rats treated respectively 

with MCT, PFT, MCT+PFT or vehicule (corresponding to Control group). 

B: Right ventricular hypertrophy estimated by the right ventricle/left ventricle+septum weight 

ratio (Fulton index). 

C: Muscularization state of pulmonary arteries categorized as non-muscular (NM), partially 

muscular (PM) and muscular (M) according to the media thickness.  

Values are means ± SEM (n=5). Statistics: **p<0.01; ***p<0.001 vs. Control group (Dunnett 

post-tests). ‡ p<0.05 vs. MCT group and # p<0.05 vs. PFT group (Tukey post-tests). 

D: Immunostainings on lung sections of rats treated with MCT (images D, E, F), PFT (images 

G, H, I), MCT+PFT (images J, K, L) or vehicule (images A, B, C) to detect: cell proliferation 

(PCNA immunostainings, images A, D, G, J), matrix accumulation (Masson trichrome, 

images B, E, H, K) and macrophage infiltration (red CD68 combined to green actin 

immunostainings) (images C, F, I, L).  

Scale bars: 50 µm.  

 

Figure 4: Pro-proliferative and anti-apoptotic effects of PFT in human control PA-

SMCs.  

A: Growth of PA-SMCs in response to increasing doses of PFT (1, 10, 50 µM), evaluated by 

MTT assays. Values are means ± SEM of 4 experiments. ***p<0.001 vs. corresponding Base 

(Dunnett post-tests). 

B: Illustrations of morphological protecting effect of increasing doses of PFT (1 µM: image 

C, 10 µM: image D, 50 µM: image E) against cellular death induced by etoposide (image B). 

Image A = non treated condition. Scale bar: 37,5 µm.  

C: Effect of PFT treatment (50 µM) on PA-SMCs apoptosis induced by H2O2 (150 µM) 

evaluated by TUNEL assays. The ratio TUNEL positives cells / total cells was calculated in 

each well and values are means ± SEM (expressed in percentages) of 4-6 experiments. 
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*p<0.05 between H2O2 and Base (unpaired t-tests); *p<0.05; **p<0.01 between PFT and 

solvent (paired t-tests). 

D: Illustrations of apoptosis assays with red TUNEL staining and blue DAPI staining. Images 

A and C illustrate solvent condition, respectively without and with 150 µM H202 treatment. 

Images B and D illustrate 50 µM PFT condition, respectively without and with 150 µM H202 

treatment.  

Scale bars: 50 µm.  
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Figure 1: p53 and targets expressions in rats lungs during the development of MCT-PH. 
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Figure 2:  Effective inhibition of p53 activity with PFT in rats lungs. 
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Figure 3: Consequence of p53 inactivation with PFT on PH development in rats. 
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Figure 4: Pro-proliferative and anti-apoptotic effects of PFT in human control PA-

SMCs.  
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 Partie 2: Expression de p53 dans les cellules musculaires lisses 

vasculaires dans l’HTAPi humaine 

 

1 Introduction 

Les caractéristiques pseudo-tumorales décrites dans la physiopathologie de l’HTAP humaine ces 

dernières années nous suggèrent d’évaluer l’implication de voies altérées dans les cellules cancéreuses 

dans le but de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques dans l’HTAP humaine pour améliorer la 

survie et la qualité de vie des patients souffrant de cette pathologie grave. Dans ce contexte, nous nous 

sommes intéressés à la voie de la protéine p53 qui est inactivée dans la plupart des cancers permettant 

aux cellules cancéreuses d’acquérir un avantage sélectif par rapport aux cellules saines.  

Nous avons vu précédemment que le rôle de p53 dans l’HTAP a d’ores et déjà été étudié dans 

quelques études expérimentales d’HTAP induite dans des modèles in vivo murins, et dans la première 

partie des résultats de nos travaux de recherche, nous avons clarifié l’implication de p53 dans le 

développement de l’HTAP expérimentalement induite par la MCT chez des rats, en démontrant que 

l’inactivation de la voie de p53 joue un rôle important dans l’initiation du développement de l’HTAP 

expérimentale. En revanche, jusqu’alors, personne n’a étudié p53 dans l’HTAP humaine.  

Etant donné que les CML-AP jouent un rôle primordial dans le remodelage vasculaire pulmonaire de 

l’HTAP humaine et qu’elles présentent des caractéristiques communes avec les cellules cancéreuses 

(hyper-prolifération, résistance à l’apoptose, désordres métaboliques et instabilité génomique), notre 

premier objectif a été d’étudier la voie de p53 dans ces cellules (CML-AP HTAPi vs. contrôles). Nous 

avons ainsi effectué une analyse complète de p53 depuis la recherche de mutation dans sa séquence 

génétique à son expression protéique en passant par son expression génique. Nous avons également 

évalué son activité transcriptionnelle et sa régulation par MDM2.  

Notre second objectif a été d’étudier l’activation de p53 dans les CML-AP (HTAPi vs. contrôles) en 

analysant la réponse à des stress cellulaires connus pour induire p53. En particulier, le potentiel 

thérapeutique de l’activation de p53 par la Nutlin-3a a été évalué sur ces cellules humaines.  
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Enfin, nous avons également cherché à déterminer l’implication d’une protéine homologue de p53: la 

protéine p73 dans les CML-AP HTAPi vs. contrôles, à l’état basal et en condition de stress, en 

parallèle d’une évaluation in situ sur des poumons de patients.  

2 Résultats 

2.1 La voie de p53 dans les CML-AP humaines HTAPi versus contrôles 

L’analyse du séquençage du gène TP53 dans des CML-AP HTAPi n’a pas permis de mettre en 

évidence de mutation dans les parties codantes du gène, notamment aucune mutation n’a été relevée au 

niveau des « hot spots » de mutations décrits dans les cancers dans la partie centrale de p53 de liaison 

à l’ADN. En revanche, une substitution d’un nucléotide (G à la place d’un C) au niveau du codon 72 

de l’exon 4 (codant pour une arginine à la place d’une proline) a été observée chez 8 HTAPi sur 10 

(Figure 24). Cette variation de séquence correspond à un SNP connu, référencé « rs1042522 », mais 

pour lequel il n’y a pas de clair consensus quant à son impact sur le risque de cancer. Dans tous les 

cas, il faudrait analyser cette séquence dans des CML-AP contrôles pour savoir si la variation n’est 

retrouvée que dans les HTAPi, d’autant plus que chez les caucasiens le variant Arg72 est celui le plus 

fréquemment retrouvé.    

 

L’expression génique de p53, évaluée par RT-qPCR, n’était pas différente entre CML-AP HTAPi et 

contrôles (Tableau 7). Nous n’avons pas non plus identifié de différence significative du taux 

d’ARNm des régulateurs de p53 (MDM2 et MDM4). Afin d’évaluer l’activité transcriptionnelle de 

p53 et de déterminer si une voie régulée par p53 était potentiellement altérée dans les CML-AP 

HTAPi, nous avons analysé l’expression génique d’une vingtaine de ses cibles transcriptionnelles 

impliquées dans divers processus cellulaires; cependant aucune différence significative n’a été obtenue 

entre CML-AP HTAPi et contrôles. 
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Figure 24: Séquençage du gène TP53 dans des CML-AP HTAPi. Illustration de la séquence obtenue 

pour l’exon 4, la substitution au niveau du codon 72 y est signalée par l’ellipse noire.   

 

 

Tableau 7: Expressions géniques de p53, de certaines de ses cibles et de ses principaux régulateurs 

dans les CML-AP contrôles et HTAPi. Les tests statistiques réalisés sont des tests Mann-Whitney. 

RT-qPCR results (AU): 
Control PA-SMCs HTAP PA-SMCs

Statistical test 
mean sem n mean sem n

P53 4,40E-05 7,44E-06 12 5,60E-05 4,56E-06 8 ns 

MDM2 2,00E-04 3,34E-05 12 1,70E-04 2,12E-05 8 ns 

MDM4 1,48E-05 1,78E-06 12 1,44E-05 1,25E-06 8 ns 

P21 2,57E-04 3,02E-05 12 1,99E-04 3,46E-05 8 ns 

TP53INP1 9,30E-06 1,45E-06 11 1,09E-05 1,72E-06 8 ns

AURKA 7,42E-06 2,18E-06 12 5,35E-06 1,63E-06 8 ns 

BAX 6,56E-05 4,60E-06 11 7,01E-05 6,57E-06 8 ns 

PUMA 4,83E-06 6,76E-07 11 5,15E-06 4,96E-07 8 ns 

NOXA 1,42E-05 5,96E-06 12 1,08E-05 2,60E-06 8 ns 

CYR61 1,01E-03 1,20E-04 12 9,27E-04 2,22E-04 8 ns

NRP1 2,49E-04 2,76E-05 12 2,13E-04 4,36E-05 8 ns

PGF 2,42E-06 6,65E-07 12 2,84E-05 1,55E-05 8 ns 

PDGFA 5,74E-06 8,94E-07 12 1,40E-05 6,31E-06 8 ns 

NOTCH1 3,56E-06 5,77E-07 12 4,68E-06 1,35E-06 8 ns 

CRIP2 4,50E-05 6,28E-06 12 4,57E-05 1,14E-05 8 ns 

ZC3H12A 1,54E-05 6,09E-06 12 8,32E-06 2,03E-06 8 ns 

PTK2 3,87E-05 2,26E-06 11 3,48E-05 4,61E-06 8 ns 

ARHGAP24 5,67E-06 9,13E-07 12 6,53E-06 1,03E-06 8 ns 

HIF3A 5,01E-07 2,05E-07 12 2,28E-07 1,03E-07 8 ns 

VEGFA 2,23E-04 2,97E-05 12 1,66E-04 3,16E-05 8 ns
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Les niveaux d’expression protéique de p53, de sa forme phosphorylée et de deux de ses cibles, p21 et 

BAX, n’étaient pas non plus différents entre CML-AP HTAPi et contrôles; en revanche, l’expression 

protéique de MDM2 était significativement augmentée dans les CML-AP HTAPi, suggérant une 

dysfonction dans la régulation de p53 par MDM2 dans les CML-AP HTAPi (Figure 25). 

 

Figure 25: Expression protéique de la voie de p53 dans les CML-AP contrôles et HTAPi. 

A-E: respectivement taux protéiques de p53, p53 phosphorylée (serine 15), p21, Bax et MDM2dans 

les CML-AP évalués par western-blots. Les colonnes grises représentent les CML-AP contrôles 

(n=12) et les colonnes noires les CML-AP HTAPi (n=6). Les valeurs correspondent aux moyennes ± 

SEM du taux protéique de la protéine d’intérêt / le taux protéique de l’actine.  

*** p<0.001 vs. CML-AP contrôles (tests Mann-Whitney).  

F: Illustrations représentatives des blots obtenus. 
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Confirmant l’expression cellulaire de p53, l’immunomarquage réalisé sur coupes de poumons de 

patients ne révèle pas de différence d’expression de p53 entre les artères pulmonaires de patients 

contrôles et HTAPi (Figures 26A et 26B). 

 

Figure 26: Expressions de p53 et de TAp73 dans des artères pulmonaires de patients contrôles et 

HTAPi.  

A, C et E représentent des AP contrôles; B, D et F représentent des AP remodelées HTAPi.   

A, B: Illustrations représentatives du marquage IHC p53 révélé par des substrats DAB. 

C, D: Illustrations représentatives du marquage IHC TAp73 révélé par des substrats fluorescents. Les 

images sont des superpositions des trois fluorophores utilisés: TAp73 en rouge, les fibres d’α-actine en 

vert et les noyaux en bleu. 

E, F: Illustrations du marquage rouge TAp73.  
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2.2 Impact de stress cellulaires sur l’activation de la voie de p53 dans les CML-AP 

humaines HTAPi versus contrôles et potentiel thérapeutique de la Nutlin-3a 

Au cours de nos premières observations dans les CML-AP humaines, la voie de p53 ne semble pas 

altérée dans l’HTAPi, ou du moins pas en condition basale. Nous avons alors émis l’hypothèse qu’il 

s’agirait plutôt d’une possible dérégulation de la capacité d’activation de p53 dans les CML-AP 

HTAPi. Par conséquent, afin étudier cette capacité d’activation de p53 dans les CML-AP, nous avons 

testé trois conditions de stress: un stress génotoxique avec l’étoposide, un stress oxydatif avec l’H2O2 

et l’activation directe de p53 avec la Nutlin-3a qui inhibe la liaison p53-MDM2 et protège ainsi p53 de 

sa dégradation. Cette dernière condition nous a également permis d’évaluer le potentiel thérapeutique 

de la Nutlin-3a dans les CML-AP HTAPi humaines.  

Les stress cellulaires utilisés ont activé la voie de p53 en augmentant significativement le taux 

protéique de p53 dans les CML-AP contrôles et HTAPi, excepté en réponse à l’H2O2 dans les CML-

AP HTAPi (p=0.0625) (Figure 27A). Les stress cellulaires ont également induit une augmentation 

significative de l’expression protéique de la forme phosphorylée de p53 (en sérine 15) (Figure 27B), 

signe d’une activation effective de p53 dans les CML-AP contrôles et HTAPi. Similairement à p53, le 

profil d’expression protéique de p21 est augmenté en réponse aux stress cellulaires, excepté en réponse 

à l’H2O2 dans les CML-AP HTAPi (p=0.3125) (Figure 27C). Concernant une autre cible de p53 qu’est 

BAX, l’augmentation significative de son taux protéique n’a été obtenue qu’en présence de la Nutlin-

3a dans les CML-AP HTAPi (p=0.0313) (Figure 27D). L’analyse de l’expression protéique du 

régulateur de p53 qu’est MDM2 révèle une augmentation significative en réponse à la Nutlin-3a dans 

les CML-AP contrôles et HTAPi (Figure 27E).  

La comparaison statistique des réponses aux stress cellulaires entre CML-AP contrôles et HTAPi avec 

des tests Mann-Whitney n’a pas permis de mettre en évidence de différence entre les deux groupes 

pour les protéines d’intérêt étudiées.   
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Figure 27: Expression protéique de la voie de p53 en réponse à des stress cellulaires dans les CML-AP 

contrôles et HTAPi.  

A-E: respectivement taux protéiques de p53, p53 phosphorylée (serine 15), p21, Bax et MDM2 dans 

les CML-AP évalués par western-blots. Les cellules ont été traitées pendant 24 heures avec trois stress 

différents: l’étoposide (Eto), l’H2O2 et la Nutlin-3a (N3). Les colonnes grises représentent les CML-

AP contrôles et les colonnes noires les CML-AP HTAPi. Les valeurs correspondent aux moyennes ± 

SEM du taux protéique de la protéine d’intérêt / le taux protéique de l’actine (n=5-8).  

* p<0.05 vs. iPAH Base (tests Wilcoxon); ‡ p<0.01 vs. Control Base (tests Wilcoxon); ** p<0.01 

vs.Control Base (tests Mann-Whitney).  

F: Illustrations représentatives des blots obtenus.  
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niveau nucléaire en conditions de stress; dans nos expériences, cette translocation (nombre de noyaux 

p53 positifs) était particulièrement importante en réponse à la Nutlin-3a pour les CML-AP contrôles 

ainsi que pour les CML-AP HTAPi. La réponse à l’H2O2 était cependant moindre dans les CML-AP 

HTAPi (Figure 28).  

Suite à l’activation de p53, la prolifération/viabilité cellulaire a été diminuée en réponse aux stress 

dans les CML-AP contrôles et HTAPi, de manière statistiquement significative avec l’H2O2 et la 

Nutlin-3a (Figure 29). Les résultats obtenus en réponse à l’H2O2 (pratiquement plus de prolifération) 

sont dus au fait que presque toutes les cellules étaient mortes, certainement en lien avec la déprivation 

en SVF pendant 48 heures avant l’application du traitement cellulaire dans ces tests. La Nutlin-3a a 

présenté un effet anti-prolifératif particulièrement marqué dans les CML-AP HTAPi puisque la 

prolifération initialement augmentée dans les CML-AP HTAPi (en condition basale) est passée à un 

taux comparable aux CML-AP contrôles. Ce résultat suggère que les CML-AP HTAPi sont plus 

sensibles à l’effet anti-prolifératif de la Nutlin-3a que les CML-AP contrôles. 
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Figure 28: Translocation nucléaire de p53 en réponse à des stress cellulaires dans les CML-AP 

contrôles et HTAPi.  

Illustrations du marquage immunofluorescent de p53 dans les CML-AP contrôles (colonne de gauche) 

et HTAPi (colonne de droite). Les cellules ont été traitées pendant 24 heures avec trois stress 

différents: l’étoposide, l’H2O2 et la Nutlin-3a. Le marquage rouge permet de localiser la protéine p53, 

le marquage vert les mitochondries (protéine ATP50) et le marquage bleu les noyaux (DAPI). Ces 

images ont été obtenues à l’aide d’un microscope confocal aux grossissements x400 et x630.  
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Figure 29: Prolifération/viabilité cellulaire en réponse à des stress cellulaires dans les CML-AP 

contrôles et HTAPi, évaluée par des tests MTT.  

Les cellules ont été traitées pendant 24 heures avec trois stress différents: l’étoposide, l’H2O2 et la 

Nutlin-3a (N3). Les colonnes grises représentent les CML-AP contrôles et les colonnes noires les 

CML-AP HTAPi. Les valeurs correspondent aux moyennes ± SEM de 4 expériences. 

* p<0.05; *** p<0.001 vs. Base correspondante (Dunnett post-tests); * p<0.05 entre les CML-AP 

contrôles et HTAPi (t-tests non appariés avec correction de Welch). 

 

2.3 Etude préliminaire de la protéine p73 dans l’HTAPi humaine 

Nous avons étudié deux isoformes de p73: TAp73 aux propriétés proches de p53 et Np73 (aussi 

appelée dNp73) aux propriétés opposées. Pour les deux isoformes, nous avons analysé une bande 

localisée à 65 kDa sur les immuno-blots obtenus, correspondant probablement à la forme α C-terminal. 

Les résultats préliminaires des western-blots semblaient indiquer que le taux protéique de ces deux 

isoformes n’était pas différent dans les CML-AP contrôles et HTAPi en condition basale (Figures 30A 

à 30D). Similairement à p53, nous avons évalué la réponse cellulaire à un stress génotoxique, la 

cisplatine, connu pour induire TAp73. Nous avons observé une tendance à l’augmentation du taux 

protéique de TAp73 en réponse à la cisplatine dans les CML-AP contrôles mais pas dans les HTAPi 

(Figure 30E). Concernant Np73, la cisplatine a diminué significativement son taux protéique dans les 

CML-AP HTAPi mais pas dans les contrôles (Figure 30F). Cependant, pour les deux isoformes, 

aucune différence significative n’a été obtenue entre contrôles et HTAPi en comparant les conditions 

stressées par des tests Mann-Whitney.   
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Figure 30: Expressions protéiques de TAp73 et dNp73 dans les CML-AP contrôles et HTAPi, évaluée 

par western-blots. Les colonnes grises représentent les CML-AP contrôles et les colonnes noires les 

CML-AP HTAPi.  

A, B: respectivement taux protéiques de TAp73 et dNp73 dans les CML-AP en condition basale. Les 

valeurs correspondent aux moyennes ± SEM du taux protéique de la protéine d’intérêt / le taux 

protéique de l’actine ou de la GAPDH (n=7) (tests Mann-Whitney).  

C, D: illustrations représentatives des blots obtenus pour l’évaluation de TAp73 et dNp73 en condition 

basale.  

E, F: respectivement taux protéiques de TAp73 et dNp73 dans les CML-AP traitées pendant 24 heures 

avec la cisplatine. Les valeurs correspondent aux moyennes ± SEM du taux protéique de la protéine 

d’intérêt / le taux protéique de la GAPDH (n=5-6). * p<0.05 vs. Base (tests Wilcoxon).  

G, H: illustrations représentatives des blots obtenus pour l’évaluation de TAp73 et dNp73 en 

conditions basale et stressée avec la cisplatine (Cispl). 
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Nous avons également réalisé un immunomarquage TAp73 sur des coupes de poumons de patients. 

L’analyse des images obtenues révèle une diminution de l’expression de TAp73 dans la média des 

artères pulmonaires remodelées des patients HTAPi par rapport aux artères non remodelées des 

patients contrôles (Figures 26C à 26F). 
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Discussion générale et perspectives 

 

 La problématique de ce projet de recherche s’inscrit dans un objectif d’amélioration des 

connaissances de la physiopathologie de l’HTAP dans le but d’identifier de nouvelles cibles 

thérapeutiques pour cette pathologie grave. Dans ce cadre, nous nous sommes intéressés au phénotype 

pseudo-tumoral décrit ces dernières années dans l’HTAP idiopathique et nous avons émis l’hypothèse 

que la voie de la protéine p53, un des plus importants suppresseurs de tumeur, pourrait être altérée au 

cours du développement de l’HTAPi.  

Les données d’ores et déjà publiées sur le rôle de la protéine p53 dans l’HTAP ont été 

obtenues dans des études in vivo modélisant l’HTAP chez l’animal et ont révélé des résultats assez 

discordants quant au niveau d’expression de p53. En effet, une première étude a décrit une 

augmentation du taux protéique de p53 (associée à une augmentation de p21) dans les poumons de 

souris exposées à une hypoxie chronique à 10% d’O2 pendant 8 semaines (Mizuno et al., 2011). A 

l’inverse, une deuxième étude a montré une diminution du taux protéique de p53 (associée à une 

diminution de p21) dans les poumons de rats traités à la MCT (analysés à 2 semaines post-injection) 

ou soumis à une hypoxie chronique de 3 semaines (Ravi et al., 2013). Enfin, une troisième étude a 

suggéré une augmentation du taux protéique de p53 (associée à une augmentation de p21 et de 

MDM2) dans les poumons de souris SM22-5HTT+ qui développent spontanément une HTAP, sans 

observer cependant de modification du taux protéique de p53 (ni de p21, ni de MDM2) dans les 

poumons de souris exposées à une hypoxie chronique de 3 semaines (Mouraret et al., 2013). Bien que 

les différences obtenues entre ces trois études puissent s’expliquer, du moins en partie, par les 

différences dans les modèles employés (variations de protocole, d’espèces, de fond génétique, d’âges 

des animaux…) et dans les techniques utilisées (variations dans le protocole des western-blots, 

d’anticorps primaires, de méthode de révélation…), l’implication de p53 dans l’HTAP ne semblait par 

conséquent jusqu’alors pas clairement établie.   
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Ainsi, dans la première partie de notre travail, nous avons cherché à éclaircir le rôle de p53 dans le 

développement de l’HTAP expérimentale. Nous avons choisi d’utiliser le modèle d’HTAP par 

injection de MCT à des rats. En effet, c’est un des modèles d’HTAP les plus sévères et les plus 

proches de l’HTAP humaine idiopathique, avec une muscularisation des artères pulmonaires, une 

inflammation sévère et la présence de micro-trombi dans la microvasculature pulmonaire, associée au 

développement d’une hypertrophie cardiaque droite (Meyrick et al., 1980; Schultze et al., 1998; 

Stenmark et al., 2009; Wilson et al., 1989). Au cours du développement de l’HTAP dans ce modèle, 

nous avons observé une diminution du taux protéique de p53, de sa cible p21 et de son principal 

régulateur (mais également cible transcriptionnelle) MDM2 lors de la première semaine, suivie d’une 

normalisation à partir du 14
ème

 jour post-injection de MCT. Ces résultats obtenus sur le tissu 

pulmonaire total semblent indiquer que la voie de p53 est inactivée dans la phase initiatrice du 

développement de l’HTAP dans le modèle MCT car elle précède l’augmentation des PAP qui n’a lieu 

qu’à partir de la deuxième semaine (Meyrick et al., 1980; Rosenberg et al., 1988). En effet, bien que le 

mécanisme d’induction de l’HTAP par la MCT ne soit pas encore très clairement établi, il est proposé 

qu’après une phase de bioactivation hépatique de la MCT par le cytochrome P450 3A (Reid et al., 

1998), son métabolite déshydrogéné pyrrolique toxique (MCTP) est libéré dans la circulation 

pulmonaire proche (Pan et al., 1991), où il induit alors ses effets toxiques. Dans un premier temps 

c’est la fonction endothéliale qui est altérée (Rosenberg et al., 1988), via la formation d’adduits 

protéiques et de liaison à l’ADN par le MCTP alkylant (Lame et al., 2000; Lame et al., 2005; Wagner 

et al., 1993). S’en suit une altération de la perméabilité vasculaire et une importante infiltration de 

cellules inflammatoires (Wilson et al., 1989) et de thrombi plaquettaires (Schultze et al., 1998). Une 

extension du muscle lisse dans les petites artères pulmonaires normalement non muscularisées apparait 

à partir du 8
ème

 jour, qui conduit à l’élévation des PAP à partir du 12
ème

 jour post-injection (Rosenberg 

et al., 1988). Afin d’analyser le type cellulaire impliqué dans la diminution de p53 que nous avons 

observée dans les extraits protéiques pulmonaires totaux des rats MCT lors de la première semaine 

post-injection, nous avons tenté de déterminer la localisation intra-pulmonaire de p53 par des 

marquages immuno-histochimiques; cependant nous nous sommes heurtés à des difficultés techniques 

qui ne nous ont malheureusement pas permis de conclure. En perspective de ces résultats obtenus dans 
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le modèle MCT, il serait intéressant d’étudier la voie de p53 dans un autre modèle d’HTAP de plus en 

plus utilisé, qui associe injection de Sugen 5416, un inhibiteur des récepteurs au VEGF, à une hypoxie 

chronique. L’intérêt de ce modèle est qu’il induit le développement d’une HTAP sévère qui se 

rapproche encore plus de la pathologie humaine avec notamment la formation de lésions complexes 

intimales qui ressemblent aux lésions plexiformes (Abe et al., 2010; Stenmark et al., 2009; 

Taraseviciene-Stewart et al., 2001; Toba et al., 2014).  

Au vu de la diminution de l’expression de p53 au cours de la phase précoce du développement 

de l’HTAP dans le modèle MCT, nous avons évalué dans un deuxième temps l’impact de 

l’inactivation pharmacologique de p53 sur le développement de l’HTAP, à l’aide d’un traitement 

chronique avec le pifithrin-α (PFT) chez des rats. Ce produit a été initialement développé pour réduire 

les effets indésirables des traitements anti-cancéreux liés à leurs effets cytotoxiques sur les tissus sains 

adjacents au foyer tumoral. Bien que son mécanisme exact ne soit pas pour l’heure tout à fait avéré, ce 

composé a été sélectionné sur sa capacité à bloquer l’activité transcriptionnelle de p53 (Komarov et 

al., 1999). En effet il a été rapporté, dans différents types tissulaires et cellulaires, une diminution de 

l’expression de certains de ses gènes cibles comme p21, BAX, MDM2, PUMA… en présence de PFT, 

associée à une diminution de l’apoptose et une augmentation de la survie cellulaire, effets d’autant 

plus marqués en condition de stress (Kelly et al., 2003; Liu et al., 2004; Pietrancosta et al., 2006; 

Plesnila et al., 2007; Proietti De Santis et al., 2003; Sohn et al., 2009; Tsuruya et al., 2008; Zhu et al., 

2002). Ainsi, la diminution significative de l’expression protéique de p21 et BAX dans les poumons 

des rats traités avec le PFT valide notre modèle d’inactivation transcriptionnelle de p53 avec le PFT. 

Dans notre groupe doublement traité MCT+PFT, nous avons observé une diminution significative du 

taux protéique de p53 associée à une diminution significative de BAX mais pas de p21, ce qui suggère 

une synergie d’effet des deux molécules qui ciblerait particulièrement la fonction apoptotique de p53. 

De plus, nos observations in vitro quant au traitement des CML-AP humaines contrôles avec le PFT 

corroborent ces résultats, puisque nous avons mis en évidence un effet pro-prolifératif du PFT (en 

condition basale comme présenté dans les résultats ainsi qu’en présence d’étoposide) et un effet anti-

apoptotique du PFT (en condition basale et en présence d’un inducteur d’apoptose, l’H2O2). Une 
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diminution de l’expression protéique de BAX en présence d’étoposide dans les CML-AP traitées avec 

le PFT a également été observée (données non illustrées dans l’article soumis); l’effet anti-apoptotique 

du PFT semble donc être également particulièrement important in vitro. Dans des études in vivo, en 

plus des effets protecteurs p53-dépendants (non observés chez les souris p53-/-) dans des modèles 

d’irradiation (qui miment la radiothérapie utilisée dans le traitement des cancers humains), le PFT a 

été associé à des effets protecteurs dans des modèles de maladies neurodégénératives, d’ischémies 

cérébrales, d’insuffisances rénales et cardiaques (Gudkov et al., 2005). Dans notre étude, l’injection 

quotidienne de PFT pendant 14 jours a induit le développement d’une HTAP, caractérisée par une 

élévation des PAP, une muscularisation des artères pulmonaires et une hypertrophie cardiaque droite. 

Ce résultat révèle l’importance de l’inactivation de p53 comme déclencheur de l’HTAP in vivo. 

Comme alternative et de manière complémentaire à l’étude de l’inactivation pharmacologique de p53, 

on pourrait envisager d’évaluer l’effet d’un siRNA anti-p53 sur le développement de l’HTAP. De plus, 

afin d’affirmer avec plus de certitudes encore l’implication de p53 dans le développement de l’HTAP, 

il serait pertinent de vérifier que les effets physiopathologiques observés avec le traitement PFT soient 

bien p53-dépendants en appliquant le même traitement à des souris p53-/- qui ne devraient alors pas 

développer d’HTAP. Les effets protecteurs du PFT présentés précédemment n’ont pas du tout été 

étudiés dans le même cas de figure que notre étude, puisqu’ils ont été obtenus suite à un traitement 

aigu (mono-injection ou seulement injection de PFT sur 2-3 jours autour de l’opération) à visée 

thérapeutique dans le cadre de pathologies qui présentent un excès de mort cellulaire (le contraire de 

l’HTAP). Dans tous les cas, le PFT est toujours associé à une diminution de l’apoptose, bénéfique en 

aigu, dans le cas de maladies ischémiques par exemple ou pour protéger les cellules saines des 

traitements anti-cancéreux (pour lesquels le rapport bénéfices/risques consenti n’est d’ailleurs pas le 

même que pour les autres pathologies), mais potentiellement néfaste en chronique. Dans notre étude in 

vivo, les rats doublement traités avec la MCT et le PFT ont présenté une aggravation de certains 

paramètres de l’HTAP dont la muscularisation des artères pulmonaires et l’hypertrophie cardiaque 

droite par rapport aux rats traités seulement avec la MCT ou le PFT. Ces résultats suggèrent une 

synergie d’effet de ces deux molécules avec des mécanismes d’action potentiellement 

complémentaires. En effet, on peut penser que la MCT dérègle le cycle cellulaire (au vu de la 
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diminution du taux protéique de p21 au cours de la première semaine du modèle MCT) et que le PFT 

induit quant à lui une résistance à l’apoptose (au vu de la diminution du taux protéique de BAX dans 

les poumons des rats MCT+PFT non observée dans le groupe MCT seul). Par ailleurs, l’hypertrophie 

cardiaque observée avec le PFT peut être considérée comme secondaire au développement de l’HTAP 

mais aussi comme un effet propre du PFT au niveau cardiaque (participant à la majoration de 

l’hypertrophie cardiaque dans le groupe MCT+PFT). En effet, bien qu’en aigu le PFT a amélioré 

certains paramètres de la fonction cardiaque au cours d’une ischémie/reperfusion myocardique chez le 

rat (Liu et al., 2006; Mocanu et al., 2003), une étude a montré que le PFT administré en chronique 

pendant sept jours altérait la fonction cardiaque et augmentait la taille de l’infarctus dans un modèle 

d’ischémie myocardique chez la souris (Zhang et al., 2011c).  

 

Dans la deuxième partie de ce travail de thèse, nous nous sommes concentrés sur l’exploration 

de la voie p53 dans l’HTAPi humaine, et en particulier dans les CML-AP. Comme illustré dans les 

résultats, nous n’avons pas observé de différence entre CML-AP HTAPi et contrôles, tant aux niveaux 

de l’expression génique que de l’expression protéique de p53, à l’état basal. A notre connaissance, 

aucune équipe n’a travaillé jusqu’alors sur p53 dans les CML-AP de patients HTAP, il n’est donc pas 

évident de comparer ces résultats à d’autres sans effectuer des biais d’interprétation avec d’autres 

types cellulaires ou d’autres espèces. Mais ceci étant dit, il convient de trouver des explications 

plausibles dans le but de tenter d’en comprendre la signification clinique (qui est en outre très 

probablement aussi importante, voire plus importante, que la signification statistique).  

Avant tout, il est nécessaire de s’intéresser à une des limites méthodologiques de cette étude qu’il faut 

avoir en tête afin d’interpréter les résultats de la manière la plus objective possible et qui concerne 

notre groupe comparateur contrôle et surtout l’origine des CML-AP dites contrôles. En effet, elles 

proviennent d’artères pulmonaires de patients cancéreux, chez qui a été réalisée une exérèse 

chirurgicale de leur cancer pulmonaire (par lobectomie ou pneumonectomie). Bien que les artères 

pulmonaires utilisées en culture aient été récupérées à distance de foyer tumoral, il se peut que la voie 

de p53 soit également altérée à ce niveau. Cependant il est difficile, pour ne pas dire impossible, de 
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procéder d’une autre manière pour constituer notre groupe contrôle et d’avoir des artères pulmonaires 

de personnes « réellement saines », puisque les rares poumons sains disponibles sont alors 

transplantables à des malades qui en ont un besoin vital. Des précautions ont tout de même été prises 

étant donné que les artères pulmonaires utilisées ont été analysées et considérées comme ne présentant 

pas de caractéristiques cancéreuses par des anatomopathologistes expérimentés du Centre Chirurgical 

Marie Lannelongue. De plus, une fois en culture, les CML-AP dont la prolifération et la morphologie 

étaient altérées n’ont pas été utilisées dans les expérimentations.  

En outre, pour revenir à la discussion des résultats à proprement parler, le fait que nous n’ayons pas 

observé de différence du taux protéique de p53 entre CML-AP HTAPi et contrôles peut avoir d’autres 

explications qui sont les suivantes:  

1- Nous avons vu dans la première partie des travaux que le taux protéique de p53 se normalise à 

partir de la 2
ème

 semaine au cours du modèle d’induction d’HTAP expérimentale par injection de 

MCT et qu’au stade tardif de la pathologie nous n’observons plus de différence par comparaison 

au groupe contrôle. Ainsi par analogie et étant donné que les CML-AP avec lesquelles nous 

travaillons proviennent de patients HTAP très sévères (puisque les prélèvements sont récupérés 

au moment de leur transplantation pulmonaire) et par conséquent correspondent à un stade tardif 

de la pathologie, les résultats observés dans les CML-AP humaines se rapporteraient à la phase de 

normalisation de p53 et que la possible phase de diminution du taux protéique de p53 soit déjà 

dépassée. Malheureusement, à l’instar de disposer d’un « réel groupe contrôle », il est impossible 

de disposer de tissus plus précocement. Par conséquent, en tenant compte des résultats obtenus à 

la fois dans les CML-AP humaines ainsi que dans les modèles expérimentaux étudiés en première 

partie, on peut considérer que l’inactivation de p53 est importante dans la phase initiatrice du 

développement de l’HTAP et que d’autres voies prennent le relai par la suite, pendant les phases 

effectrices et installées de la pathologie.  

2- La non-significativité statistique obtenue pourrait également s’expliquer par les importantes 

variations inter-individuelles observées chez les patients et par le possible manque de puissance 

de notre étude (pas assez de patients inclus).  
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3- Notre hypothèse de travail initiale était une inactivation de la voie de p53 en raison des 

caractéristiques communes décrites entre cancer et HTAP, notamment l’hyper-prolifération des 

CML des artères pulmonaires remodelées dans l’HTAP. Or une augmentation de la prolifération 

cellulaire n’est pas forcément corrélée à une diminution du taux protéique de p53. En effet, une 

étude évaluant l’impact de l’hypoxie sur la prolifération de fibroblastes pulmonaires humains a 

révélé qu’une hypoxie modérée (2% O2) augmentait la prolifération cellulaire en comparaison à la 

normoxie (21% O2) sans diminuer le taux protéique de p53 dans ces cellules. Alors qu’une 

hypoxie sévère (0,1% O2) ou une anoxie chimique (par traitement avec un chélateur de fer, la 

desferroxamine) inhibait la prolifération cellulaire en augmentant cette fois-ci le taux protéique de 

p53 (Mizuno et al., 2009). D’autres études sur d’autres types cellulaires ont mis en évidence des 

résultats similaires faisant intervenir HIF-1α et MDM2 (Alarcon et al., 1999; Hammond et al., 

2002; Koumenis et al., 2001; Sermeus et al., 2011). Ainsi on peut penser que dans le cas de 

l’HTAP, où est décrite en outre une activation normoxique de HIF-1α, on puisse être dans une 

situation comparable à l’hypoxie modérée, avec une augmentation de la prolifération cellulaire 

sans diminution du taux protéique de p53. 

4- Une récente étude a montré que des marqueurs de dommages à l’ADN étaient augmentés dans les 

CML-AP de patients HTAP, très probablement en lien avec l’inflammation chronique décrite 

dans l’HTAP (Meloche et al., 2014). Or cet environnement est propice à une activation de p53. 

Ainsi dans les CML-AP HTAPi, on peut supposer que l’on soit en présence d’une balance entre 

activation et inactivation de p53, aboutissant à une normalisation du taux protéique de p53. Au 

cours d’une autre pathologie vasculaire qu’est l’athérosclérose, il a même été proposé que 

l’expression de p53 soit augmentée dans les vaisseaux présentant des plaques athérosclérotiques 

en lien avec une augmentation de marqueurs de dommages à l’ADN (associée à une activation 

des voies de réparation à l’ADN) (Iacopetta et al., 1995; Martinet et al., 2002; Mercer et al., 

2007). De plus, ajoutées aux fonctions de p53 « éliminateur de cellules endommagées » (par 

induction d’une apoptose et d’une sénescence), p53 peut exercer des effets protecteurs qui 

favorisent la survie cellulaire (réparation de l’ADN, régulation du métabolisme, propriétés anti-

oxydantes); la décision entre induction d’une mort cellulaire ou d’une survie cellulaire dépendant 
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de la nature et de l’intensité du stress activateur de p53, du type cellulaire et tissulaire et de 

l’environnement cellulaire associé (Vousden et al., 2009a). La balance entre activation et 

inactivation de p53 dans les CML-AP HTAPi pourrait donc favoriser l’induction des effets 

protecteurs cellulaires de p53 et ainsi participer à la survie des CML-AP HTAPi. Dans ce 

contexte, nous avons tenté d’examiner plusieurs voies régulées par l’activité transcriptionnelle de 

p53 en évaluant l’expression d’une vingtaine de ses cibles par RT-qPCR; cependant nous n’avons 

observé aucune différence significative du taux d’ARNm de ces cibles entre CML-AP HTAPi et 

contrôles.  

5- En condition physiologique, le taux de p53 est régulé négativement et sa demi-vie est très courte. 

Ainsi il est particulièrement difficile de mettre en évidence une diminution du taux protéique de 

p53 dans les CML-AP HTAPi par rapport à des contrôles où le taux de p53 est initialement 

probablement déjà faible (potentiellement d’autant plus faible au vu de l’origine de ces cellules). 

C’est pourquoi, nous avons évalué la réponse à des stress cellulaires connus comme inducteurs de p53 

dans les CML-AP HTAPi et contrôles, en émettant l’hypothèse que la capacité d’activation de p53 

pourrait alors être altérée dans les CML-AP HTAPi. Pour ce faire, nous avons testé trois activateurs de 

p53: l’étoposide, un inhibiteur de la topoisomérase II qui induit un stress génotoxique, l’H2O2 qui 

induit un stress oxydant et la Nutlin-3a qui inhibe la dégradation de p53 en empêchant la liaison p53-

MDM2. Nous n’avons pas observé de différence significative dans la réponse à ces stress entre CML-

AP HTAPi et contrôles en terme d’expression protéique de p53, ni de sa forme phosphorylée en serine 

15, ni de ses cibles p21, BAX et MDM2. Cependant le stress oxydant induit par l’H2O2 a augmenté 

significativement le taux protéique de p53 (et de p21) dans les CML-AP contrôles alors que nous 

n’avons pas observé de différence significative dans la réponse à ce stress dans les CML-AP HTAPi, 

suggérant une perte de sensibilité au stress oxydant exogène dans les CML-AP HTAPi, probablement 

lié au statut redox modifié dans l’HTAP. Nous avons également analysé la translocation nucléaire de 

p53, reflet de son activation (du moins en partie), en réponse à ces stress cellulaires, par une technique 

visuelle d’immunofluorescence, et il semblerait qu’elle soit moins intense dans les CML-AP HTAPi 

que les contrôles en condition de stress oxydant, corroborant le résultat précédent.  
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De plus, l’analyse du séquençage du gène TP53 réalisé chez les CML-AP HTAPi n’a pas mis en 

évidence de variation génétique dans les parties exoniques codants pour la liaison à l’ADN de p53 où 

sont retrouvées la plupart des mutations qui sont à l’origine de l’inactivation de p53 dans les cancers 

humains. Ainsi ce résultat pourrait suggérer que l’activité de p53 ne soit pas altérée dans les CML-AP 

HTAPi.  

Nous nous sommes également intéressés à une autre protéine de la famille de p53: la protéine p73. 

Nous avons étudié deux isoformes qui présentent des propriétés opposées: la forme longue TAp73 aux 

propriétés similaires à p53 et la forme tronquée ΔNp73 qui antagonise p53 et TAp73. Les western-

blots réalisés à partir des CML-AP n’ont pas permis de mettre en évidence de différence significative 

dans l’expression protéique de TAp73 ni de ΔNp73 entre HTAPi et contrôles (à l’état basal ni en 

condition de stress). En revanche, les marquages immuno-histochimiques réalisés sur des coupes de 

poumons de patients ont révélé une diminution de l’expression de l’isoforme TAp73 dans la média des 

AP remodelées des patients HTAPi par rapport aux AP contrôles non remodelées. Bien que ces 

résultats ne soient pour l’instant que des résultats préliminaires, ils pourraient refléter la perte 

d’altérations physiopathologiques lors de la mise en culture des CML-AP, comme cela a déjà été 

montré pour d’autres voies comme le PDGF (Eddahibi et al., 2001; Perros et al., 2008b). En outre, 

nous avons rencontré plusieurs difficultés techniques dans la mise au point des conditions de stress, 

des conditions de western-blots, de choix des anticorps (très limité en particulier pour l’isoforme 

ΔNp73)… qui demandent d’être très prudent dans l’interprétation de ces données.   

Bien que nous n’ayons pas observé de diminution du taux protéique de p53 (ni de p73) dans les CML-

AP HTAPi, nous avons mis en évidence une augmentation du taux protéique du principal régulateur 

de p53, la protéine MDM2. Plusieurs hypothèses explicatives et perspectives d’étude peuvent être 

envisagées: 

1. Cette surexpression de MDM2 peut être considérée comme une caractéristique « pseudo-

tumorale » des CML-AP HTAPi, étant donné qu’une augmentation de l’expression de MDM2, 

associée à un mauvais pronostic clinique, est observée dans un bon nombre de cancers humains, 
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notamment en réponse à l’activation de voies oncogéniques comme les voies Ras et Erk (qui 

activent AP-1 et Ets conduisant à une augmentation de la transcription de MDM2) (Manfredi, 

2010; Momand et al., 1998). Similairement aux cancers, cette augmentation d’expression de 

MDM2 peut alors devenir une cible thérapeutique pertinente dans l’HTAPi. 

2. L’augmentation de l’expression de MDM2 peut également être interprétée comme un élément qui 

régule négativement une potentielle activation excessive de p53. En effet, nous avons proposé 

précédemment que l’environnement pathologique de l’HTAP (inflammation chronique et 

dommages à l’ADN) pourrait être perçu comme activateur de p53 et que par conséquent nous 

soyons en présence d’une balance entre activation et inactivation de p53, aboutissant à une 

normalisation du taux protéique de p53. Dans cette hypothèse, l’inactivation de p53 pourrait être 

due à l’augmentation de MDM2 observée dans les CML-AP HTAPi. Cependant il ne faut pas 

négliger la boucle de rétrocontrôle qui existe entre p53 et MDM2 puisque que p53 peut induire la 

transcription de MDM2 (via sa fixation sur une séquence RE localisée juste devant le promoteur 

P2 « inductible » de MDM2). Ainsi on pourrait envisager que l’activation de p53, dans le contexte 

physiopathologique activateur de p53 de l’HTAP, induirait une élévation de l’expression de 

MDM2, qui régulerait négativement le taux protéique de p53, ce qui conduirait alors à une 

normalisation de p53.  

3. Cependant bien que le taux d’expression protéique soit un marqueur important pour déterminer 

l’état d’activation de cette protéine, il n’est pas toujours corrélé à son activité enzymatique 

(lorsqu’il s’agit d’une enzyme par exemple); ce qui pourrait expliquer que la surexpression de 

MDM2 ne soit pas corrélée à une diminution de l’expression de p53. En effet, plusieurs voies 

décrites comme altérées dans l’HTAP pourraient avoir des conséquences sur l’activité de MDM2: 

par exemple, l’augmentation de la phosphorylation de la protéine AKT (Houssaini et al., 2013) 

pourrait induire celle de MDM2 et l’augmentation de l’expression de la protéine TCTP pourrait 

diminuer son auto-ubiquitination (Amson et al., 2012; Lavoie et al., 2014). Ainsi, il serait 

intéressant de développer l’aspect fonctionnelle de l’activité de MDM2 dans l’HTAP afin 

d’étudier ses modifications post-traductionnelles, son interaction avec p53, son activité 

d’ubiquitine-ligase et sa compartimentation subcellulaire. Il serait également pertinent d’étudier 
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les interactions protéines-protéines de p53 (avec ses co-activateurs notamment) qui pourraient 

empêcher la fixation de MDM2 sur p53. 

4. Chez les patients présentant une HTAP idiopathique ou familiale (dont le développement de 

l’HTAP est plus précoce en général), il serait également intéressant de rechercher l’éventuelle 

présence du SNP 309 dans le gène de MDM2 qui est associée à une élévation de l’expression de 

MDM2 et au développement précoce de certains cancers (chez des patients plus jeunes) (Bond et 

al., 2004; Sousa et al., 2011).  

5. Une autre explication pourrait être une altération du fonctionnement du protéasome dans les CML-

AP HTAPi. Ainsi il serait intéressant d’étudier le degré d’ubiquitination de p53, la 

compartimentation subcellulaire de la forme p53 ubiquitinylée, en condition basale et en présence 

d’inhibiteur du protéasome (MG132 et/ou bortezomib), qui ont en outre montré des effets 

bénéfiques dans l’HTAP (Ibrahim et al., 2014; Kim et al., 2012; Li et al., 2011a).  

6. Pour finir, l’implication de l’augmentation de l’expression de MDM2 dans l’HTAP pourrait être 

liée à l’activité oncogénique de MDM2 indépendante de p53. En effet, MDM2 peut intéragir avec 

d’autres cibles que p53 et ainsi réguler l’expression et l’activité de protéines impliquées dans la 

progression du cycle cellulaire, la prolifération cellulaire, l’apoptose et l’invasion tumorale 

(Ganguli et al., 2003). Par exemple, MDM2 peut se fixer sur pRb (et induire sa dégradation), sur 

E2F1 (dont l’expression est induite dans des CML-AP humaines mises en hypoxie (Yu et al., 

2011)) et sur son co-facteur DP-1 (et activer leur activité transcriptionnelle). MDM2 peut ainsi 

empêcher l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1 et favoriser la progression de la phase S 

(Loughran et al., 2000; Martin et al., 1995; Miwa et al., 2006; Sdek et al., 2005; Uchida et al., 

2005; Xiao et al., 1995; Zhang et al., 2005). De plus, en réponse à l’activation de voies 

oncogéniques comme les voies Ras et Erk, le facteur de transcription Foxo3a, qui module 

l’expression de gènes régulateurs du cycle cellulaire comme p27 (dont l’expression est en outre 

diminuée dans l’HTAP (Xu et al., 2010)) est phosphorylé. MDM2 peut alors induire sa 

dégradation par ubiquitination, ce qui représente un autre moyen de régulation du cycle cellulaire 

par MDM2 qui pourrait être impliqué dans la physiopathologie de l’HTAP. Par ailleurs, la 

surexpression de MDM2 pourrait également participer au processus de résistance à l’apoptose 
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décrit dans l’HTAP, via son activité sur E2F1 (Loughran et al., 2000) et sa liaison à l’ARNm de 

XIAP, un membre de la famille des protéines inhibitrices de l’apoptose (IAP), favorisant sa 

transcription et donc son activité anti-apoptotique par liaison avec les caspases impliquées dans 

l’apoptose intrinsèque (Gu et al., 2009). Une autre fonction de MDM2 pourrait participer au 

processus de transition endothéliale-mésenchymateuse pour lequel de plus en plus de données 

semblent indiquer son implication dans la physiopathologie de l’HTAP (Arciniegas et al., 2007; 

Sakao et al., 2009; Zhu et al., 2006). En effet, MDM2 a la capacité d’intéragir avec la E-cadhérine 

et de favoriser sa dégradation par ubiquitination, participant ainsi au processus de motilité 

cellulaire, d’invasion tumorale et donc au développement de métastases (Yang et al., 2006). La 

surexpression de MDM2 pourrait donc participer à l’inactivation de la E-cadhérine, en association 

avec la protéine TWIST dont l’expression est augmentée dans les poumons de patients HTAP 

(Ranchoux, publication à paraître) et ainsi favoriser le processus de transition endothéliale-

mésenchymateuse dans l’HTAP. 

L’augmentation de l’expression de MDM2 observée dans les CML-AP HTAPi pourrait également 

représenter un élément déterminant du mécanisme d’action de la Nutlin-3a dont on a vu que l’activité 

anti-proliférative était particulièrement accrue dans les CML-AP HTAPi (associée à une augmentation 

significative de la protéine pro-apoptotique BAX). En effet, l’équipe de Mouraret et al., qui ont 

démontré le potentiel thérapeutique de la Nutlin-3a dans plusieurs modèles expérimentaux d’HTAP 

chez la souris, a suggéré que la potentialisation de l’effet de la Nutlin-3a pourrait être due à la 

surexpression de MDM2 (Mouraret et al., 2013). De plus, au vu des données rapportées dans 

différents types de cellules tumorales, on pourrait envisager que le mécanisme sous jacent soit lié à 

l’activité de MDM2 sur p53 bien sur, mais également sur la voie pRb/E2F1 (Kitagawa et al., 2008a). 

Dans le cancer du poumon, une étude a par exemple proposé que le mécanisme de la Nutlin-3a 

pourrait faire intervenir des processus épigénétiques (diminution de la méthylation de l’ADN au 

niveau de certains gènes suppresseurs de tumeurs) via la régulation de l’expression de 

méthyltransférases (en l’occurrence DNMT3A) par l’intermédiaire de la régulation de la voie Rb/E2F 

(Tang et al., 2012). Ainsi en perspectives des résultats prometteurs de la Nutlin-3a observés sur les 
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CML-AP HTAPi dans notre étude, il serait intéressant de détailler le mécanisme d’action de la 

Nutlin3a en vue d’une éventuelle application clinique (Fukumoto et al., 2013), en étudiant son effet 

sur l’apoptose, le cycle cellulaire, les processus épigénétiques et les protéines Rb et E2F1.  

En lien direct avec cette dernière partie de mon projet de thèse, j’ai suivi un « Diplôme Universitaire 

de Formation à la Recherche Clinique » à la faculté de médecine de Montpellier au cours duquel il 

nous a été demandé d’inventer un projet d’étude clinique. Dans ce cadre, j’ai envisagé de tester 

l’application clinique de la Nutlin-3a au cours d’une étude de phase 2, preuve de concept, avec le 

RO5045337, une molécule de la famille des Nutlins chimiquement optimisée pour son application 

clinique. Vous trouverez en annexes le synopsis de cette étude surnommée PROTEK pour 

« Pulmonary hypertension evaluation of RO5045337: Tolerance, Efficacity and Kinetics ».             
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pharmacocinétique du RO5045337 chez des patients atteints 
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Synopsis de l’étude « PROTEK » 

Titre complet de 

la recherche 

Evaluation de l’efficacité, de la tolérance et de la pharmacocinétique du RO5045337 chez 

des patients atteints d’hypertension artérielle pulmonaire: Etude « PROTEK » 

Promoteur Industriel (Hoffmann-la-Roche) 

Coordonnateur de 

l'étude 

Pr S., Chef de service de pneumologie de l’Hôpital Bicêtre  

« Centre national de référence pour l’HTAP sévère» 

Service de pneumologie du CHU de Bicêtre  

78 rue de la division du général Leclerc 94 270 Le Kremlin-Bicêtre 

Tel: 01 45 21 79 79 Fax: 01 45 21 79 71 

Centres et 

investigateurs 

associés  

7 centres associés spécialisés dans la prise en charge de l’HTAP:  

- France: Hôpital Européen Georges Pompidou (Paris), Hôpital Louis Pradel (Lyon), 

Hôpital de Brabois (Nancy) 

- Allemagne: Universitätsklinikum Gießen und Marburg (Gießen) 

- USA: Massachusetts General Hospital (Boston), Medstar Washington Hospital Center 

(Washington) 

- Angleterre: Hammersmith Hospital (London) 

Justification et 

Pertinence de la 

recherche 

Justification et analyse critique de la pertinence de la recherche: 

L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) est une maladie rare mais grave puisqu’elle peut 

conduire à une insuffisance cardiaque droite et au décès du patient. Elle se caractérise par une 

augmentation progressive des pressions artérielles pulmonaires (PAPm supérieures ou égales à 

25mmHg) et pour laquelle le principal symptôme est l’essoufflement à l’effort. D’un point de 

vu physiopathologique, l’HTAP est la conséquence d’un intense « remodelage vasculaire » 

affectant particulièrement les petites artères pulmonaires, incluant entre autres une 

vasoconstriction, une muscularisation, une inflammation chronique et des anomalies 

morphologiques, oblitérant progressivement la lumière de ces vaisseaux. Des caractéristiques 

communes entre cancer et HTAP ont été observées ces dernières années dont une prolifération 

cellulaire incontrôlée et une résistance à l’apoptose. Ainsi l’utilisation de médicaments anti-

cancéreux, dont certains sont d’ores et déjà à l’étude, pourrait être bénéfique dans le traitement 

de l’HTAP, pour laquelle la seule option curative est la transplantation pulmonaire.  

Par conséquent, il est proposé ici de tester le RO5045337, initialement développé en tant 

qu’anticancéreux (Vassilev, 2007), dans le traitement de l’HTAP pour cibler l’hyper-

prolifération de cellules constituant la paroi des petites artères pulmonaires remodelées. En 

effet, le RO5045337 est un inhibiteur de la liaison p53-MDM2 de la famille des Nutlins, qui 

stabilise la protéine p53 et ainsi favorise ses activités antiprolifératives. C’est le premier 

composé appelé « inhibiteur de MDM2 » à avoir été testé en clinique et qui est en cours 

d’études cliniques de phases 1 et 2 dans le cancer (Ray-Coquard et al., 2012). En stabilisant et 

activant p53, il a récemment montré des effets antiprolifératifs prometteurs sur des modèles in 

vivo et in vitro expérimentaux d’HTAP (Fukumoto et al., 2013; Mouraret et al., 2013) ainsi 

que sur des cellules de patients HTAP (données non encore publiées) qui justifient de le tester 

maintenant chez des patients HTAP. 

Objectifs 

Objectif principal: évaluation de l’efficacité du RO5045337 sur la capacité d’exercice de 

patients atteints d’HTAP. 

Objectif secondaire: évaluation de la pharmacocinétique et de la tolérance du RO5045337 

chez des patients HTAP. 
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Type d'étude 

Design de l’étude: 

Interventionnelle: essai thérapeutique, médicament, étude de preuve de concept de phase 2   

Comparative 

Prospective 

Multicentrique, internationale (un comité de pilotage est prévu pour veiller au bon 

déroulement opérationnel de l’étude) 

Contrôlée 

Randomisée 

Double aveugle 

Contre placébo 

Deux bras parallèles. 

Population 

Population ciblée: Patients HTAP de classe fonctionnelle NYHA II à IV (modérée à sévère), 

avec ou sans traitement concomitant pour leur HTAP.  

Critères d'inclusion:  

- Sexe indifférent 

- Affiliation à un régime de sécurité sociale 

- Consentement éclairé et écrit des patients ou des représentants légaux 

- HTAP pré-capillaire diagnostiquée par un KT droit (PAPm ≥ 25mmHg), d’origine 

idiopathique, familiale, ou associée à des connectivites, à une maladie cardiaque 

congénitale ou à la prise d’anorexigènes. 

- Classe fonctionnelle NYHA II à IV  

- Stables selon les critères suivants: 

o Absence de modification thérapeutique de l’HTAP depuis au moins 3 mois  

o Cliniquement stables depuis au moins 1 mois: sans signe de décompensation 

cardiaque droite (majoration de la dyspnée et de la classe fonctionnelle 

NYHA, apparition de douleur thoracique, malaise), sans signe de souffrance 

viscérale associée apparaissant ou s’aggravant (pas d’apparition ou de 

majoration des œdèmes des membres inférieurs, de turgescence jugulaire, de 

reflux hépato-jugulaire, d’hépatomégalie, d’insuffisance hépatique ou rénale) 

o Test de marche comparable sur les 3 derniers mois avant l’inclusion. 

Critères de non inclusion: 

- Femmes enceintes ou allaitantes 

- Patients incapables de suivre le protocole incluant l’évaluation des critères de 

jugements ou absence de consentement 

- Patients participant à une autre étude de recherche clinique 

- Patients HTAP de classe fonctionnelle NYHA I 

- Patients cliniquement instables avec leur traitement habituel  

- Patients atteints du SIDA 

- Troubles de la coagulation, thrombocytopénie, immunodéficience, insuffisance rénale 

et/ou hépatique sévère: en cours ou passés. 

 

 

Critères de 

jugement 

Critère de jugement principal: différence de la distance parcourue lors du test de marche de 6 

minutes entre la première visite (avant l’instauration du traitement) et au bout des 3 mois de 

traitement. 

Ce test qui mesure la distance que le patient peut marcher sur une période de 6 minutes est le 

critère de jugement le plus souvent utilisé dans les études cliniques évaluant l’efficacité de 

médicaments dans l’HTAP. Sa mesure est simple, sûre, peu coûteuse, aisément réalisable (en 

particulier dans les centres investigateurs sélectionnés spécialisés dans l’HTAP) et corrélée à 
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l’oxygénation du patient (Fleg et al., 2000). Concernant la méthodologie de ce test, il sera 

demandé aux centres investigateurs de respecter les recommandations de l’American Thoracic 

Society (ATS) (cf. Guidelines (2002)). En pratique, l’ATS recommande de réaliser ce test 

dans un couloir de 30 mètres, couvert, plat, rectiligne, bien délimité et non fréquenté. Il doit 

être marqué tous les 3 mètres. Deux cônes marquent l’endroit des demi-tours. Une bande de 

couleur est souhaitée pour marquer la ligne de départ.  

Critères de jugement secondaires:  

- Etude de la pharmacocinétique du RO5045337 par dosages sanguins.  

- Etude de la tolérance par relevé des effets indésirables et de l’interruption ou de l’arrêt 

du traitement testé. 

- Etude des paramètres biochimiques sanguins: Gaz du sang, NFS, fonctions rénale et 

hépatique. 

- Evolution de la distance parcourue lors du test de marche de 6 minutes à chaque visite 

par rapport à la visite d’inclusion. 

- Evolution des paramètres hémodynamiques importants dans l’HTAP: PAPm, RVP, 

débit cardiaque, index cardiaque, pression oreillette droite (par un cathétérisme droit). 

- Evolution du degré de dyspnée évaluée par la classification fonctionnelle NYHA  

(cf. Annexe: Méthode d’évaluation de la classification fonctionnelle NYHA adaptée à 

l’HTAP). 

- Evolution du bio-marqueur NT-proBNP (un marqueur biologique de la sévérité de 

l’HTAP). 

Taille de 

l'échantillon 

Critères pour le calcul du NSN: 

- Ratio de randomisation 2 : 1 (RO5045337 versus placébo). 

- Pour le critère de jugement principal, nous espérons une amélioration du test de 

marche de 6 minutes de 50 mètres avec le RO5045337.  

- Le test statistique réalisé pour analyser le critère de jugement principal sera un test 

apparié de Wilcoxon. Le résultat sera considéré statistiquement différent quand 

p<0.05. 

- Risques d’erreur consentis: 

 Risque : 5% 

 Risque β: 10% (Puissance: 90%) 

- Analyses en sous-groupes prévues. 

 

Population 

d'analyse et plan 

d'analyse 

statistique 

- Le critère de jugement principal qui est la différence de distance parcourue lors du test de 

marche de 6 minutes entre la visite d’inclusion et la fin du traitement (variable quantitative 

appariée) sera analysé en intention de traiter. Les données manquantes seront imputées de la 

pire des valeurs (0 mètre) en cas de non mesure lors de la dernière visite, d’aggravation 

clinique sans visite de fin d’étude ou de mort du patient. L’analyse statistique du critère de 

jugement principal sera réalisée par un test de rangs de Wilcoxon.  

- Les critères de jugement secondaires seront analysés en per protocole. La pharmacocinétique 

sera analysée de manière descriptive: AUC0-24h (mesure effectuée lors du 1
er

 jour de 

traitement). La sécurité d’emploi du produit sera également analysée de manière descriptive: 

nombre et fréquence des différents EI et EIG pendant le traitement et la période de suivi et des 

interruptions et arrêts de traitement éventuels. Les résultats biologiques (Gaz du sang, NFS, 

fonctions rénale et hépatique) seront suivis de manière descriptive au cours du traitement et 

pendant la période de suivi et analysés par un test de rangs de Wilcoxon (différence entre la 

valeur mesurée à chaque visite et la valeur mesurée avant l’instauration du traitement). La 

différence des paramètres hémodynamiques entre la visite d’inclusion et la fin du traitement 

(PAPm, RVP, débit cardiaque, index cardiaque, pression oreillette droite) (variables 
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quantitatives appariées) sera analysée par un test de rangs de Wilcoxon. La différence du degré 

de dyspnée évaluée par la classe fonctionnelle NYHA entre la visite d’inclusion et la fin du 

traitement (variable qualitative appariée) sera analysée par un test apparié de Mac Nemar. La 

différence des taux plasmatiques de NT-proBNP et des distances parcourues lors du test de 

marche de 6 minutes entre la mesure effectuée à chaque visite et la mesure effectuée avant 

l’instauration du traitement (variables quantitatives appariées) sera analysée par un test de 

rangs de Wilcoxon. 

- Une analyse en sous-groupes est prévue pour les patients de la classe fonctionnelle NYHA 

IV, pour les différentes classes de traitements associés (inhibiteurs de PDE5, antagonistes de 

l’endothéline, analogues de prostacyclines) et pour le groupe traité par le RO5045337 en 

monothérapie. 

Durée de l'étude 

Période de recrutement: 12 mois 

Durée de traitement par patient: 3 mois 

Durée de suivi par patient: 3 mois 

Durée totale (incluant analyse et rédaction rapport): 24 mois 

Déroulement de 

l'étude 

Les patients seront vus au cours d’une visite de suivi classique pour leur pathologie et l’étude 

leur sera présentée puis proposée. 

Dans le cas d’un accord des patients pour participer à l’étude, leur consentement éclairé et 

écrit seront recueilli et les patients seront programmés pour leur visite d’inclusion 

correspondant à la visite V1. 

Les patients sont alors randomisés (ratio 2 : 1) dans l’un des 2 bras (RO5045337 : placébo). La 

randomisation sera centralisée et se fera via un système informatisé indépendant.  

Visite d’inclusion V1: 48 heures en hospitalisation  

Les examens suivants seront réalisés pour déterminer l’état de base des patients et permettre 

leur suivi: 

- Test de marche de 6 minutes 

- Cathétérisme droit 

- Echographie cardiaque 

- Prélèvements sanguins: NT-proBNP, Gaz du sang, NFS, fonctions rénale et hépatique 

- Evaluation de la classe fonctionnelle NYHA. 

Les patients recevront alors le produit testé ou le placébo, qui se présenteront sous la même 

forme galénique (comprimé). La posologie du RO5045337 sera de 100 mg/jour et le schéma 

de prise pour le RO5045337 et le placébo sera le suivant: une prise par jour, tous les jours. Les 

patients recevront l’équivalent de un mois de traitement. 

Afin d’évaluer la pharmacocinétique du produit chez les patients HTAP, le produit sera dosé 

dans le sang des patients lors de la première prise (analyse réalisée par un laboratoire 

indépendant qui ne communiquera pas les résultats des dosages avant la levée d’aveugle) à 0h, 

1h, 2h, 3h, 5h, 8h et 24h pour calculer une AUC0-24h. 

Visite V2: hôpital de jour, au 8
ème

 jour de traitement 

Le produit sera dosé dans le sang des patients après la 8
ème

 prise du produit (pic d’exposition 

observé dans des études préliminaires). 

Il sera également réalisé un test de marche de 6 minutes et des prélèvements sanguins pour 

évaluer: le NT-proBNP, les gaz du sang, la NFS, les fonctions rénale et hépatique. 

Il faudra également s’assurer que les patients suivent bien leur traitement et de l’absence d’EI 

ou EIG. 

Visites V3 et V4: hôpital de jour, à la fin des 1
er
 et 2

ème
 mois de traitement. 

La concentration sanguine du produit sera dosée à chaque visite. 
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Il sera également réalisé un test de marche de 6 minutes et des prélèvements sanguins pour 

évaluer: le NT-proBNP, les gaz du sang, la NFS, les fonctions rénale et hépatique. 

Il faudra également s’assurer de l’observance des patients pour leur traitement et relever les EI 

et EIG s’il y a lieu. 

L’équivalent d’un mois de traitement sera délivré aux patients à chaque visite. 

Visite de fin d’étude V5: hôpital de jour, à la fin du 3
ème

 mois de traitement. 

Les examens suivant seront réalisés pour déterminer l’état des patients à la fin de l’étude: 

- Test de marche de 6 minutes 

- Cathétérisme droit 

- Echographie cardiaque 

- Prélèvements sanguins: NT-proBNP, Gaz du sang, NFS, fonctions rénale et hépatique 

- Evaluation de la classe fonctionnelle NYHA. 

La concentration sanguine du produit sera dosée. 

Les éventuelles unités thérapeutiques non prises par les patients devront être rapportées par les 

patients, comptabilisées et renvoyées à la pharmacie. 

Visites de suivi V6 et V7: à 1 mois et 3 mois après l’arrêt du traitement, les patients seront 

revus en hospitalisation de jour pour une nouvelle échographie cardiaque, des prélèvements 

sanguins de contrôle (Gaz du sang, NFS, fonctions rénale et hépatique) et le relevé des 

éventuels EI ou EIG. 

Une fiche de fin d’étude sera remplie pour chaque patient. 

Bénéfices/Risques 

Bénéfices attendus: 

- Bénéfices individuels: cette étude offre aux patients la possibilité d’être traités par une 

nouvelle molécule active, proposée ici au vu des caractéristiques physiopathologiques 

pseudo-tumorales de l’HTAP décrites ces dernières années. Si le traitement s’avère 

efficace, les patients pourront ainsi bénéficier d’une amélioration de leurs symptômes 

et de leur qualité de vie. Les patients participant à l’étude bénéficieront également 

d’un suivi rapproché pendant les 3 mois de l’étude. 

- Bénéfices collectifs: la molécule testée cible une voie originale à visée anti-

proliférative, potentiellement complémentaire par rapport aux traitements existants de 

l’HTAP à visée vasodilatatrice (inhibiteurs de PDE5, antagonistes de l’endothéline, 

analogues de prostacyclines). Ainsi si la molécule s’avère efficace, elle constituera 

une nouvelle option thérapeutique et pourra être proposée aux malades en 

monothérapie ou en thérapie combinée (puisque la molécule sera donnée en 

complément du traitement habituel et qu’une analyse statistique en sous-groupes par 

rapport aux différents traitements concomitants est prévue). Dès lors, cette molécule 

pourrait permettre de diminuer le nombre de patients en stades sévères et/ou 

nécessitant une transplantation pulmonaire et d’améliorer la survie des patients atteints 

d’HTAP qui pour l’heure reste faible. Par ailleurs, l’étude de cette molécule dans 

l’HTAP permettra d’améliorer les connaissances physiopathologiques de la maladie. 

Risques prévisibles: 

- Risques liés à la molécule testée:  

o Effets indésirables non graves: nausée, vomissements, diarrhée (relevés chez 

plus de 20% des patients lors d’une étude clinique de phase 1). 

o Effets indésirables graves: thrombocytopénie et neutropénie. C’est pourquoi 

un suivi du taux des plaquettes et des leucocytes (NFS) est prévu à chaque 

visite. 

- Risques liés aux contraintes de l’étude et aux examens complémentaires réalisés au 

cours de l’étude: 
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o Les patients étant suivis classiquement en consultation ou en hôpital de jour 

tous les 2 à 3 mois pour leur HTAP, la participation à cette étude implique des 

visites plus fréquentes (8
ème

 jour, puis 1 visite par mois pendant 4 mois et 1 

visite de suivi 2 mois après) et de plus longue durée pour la visite d’inclusion 

(48h en hospitalisation). Afin de minimiser le risque des perdus de vue, seuls 

les patients pouvant respecter ce schéma d’étude ne seront inclus dans l’étude. 

o Au cours de ces visites, 5 tests de marche, 7 bilans biologiques, 4 

échographies cardiaques, 1 cinétique de prélèvement sanguin sur 24h et 2 

cathétérismes cardiaques droits seront prévus par patient. Outre le risque des 

prélèvements sanguins, le cathétérisme cardiaque droit présente 

potentiellement des risques puisqu’il s’agit d’un examen invasif, réalisé sous 

anesthésie locale. Cependant cet examen fait parti du suivi classique des 

patients HTAP et est recommandé 3 mois après chaque modification de 

traitement. 

Moyens nécessaires 

à la réalisation de 

l’étude 

 

 

 

Postes de dépenses: 

- Frais généraux: frais de promotion (préparation du dossier, rédaction du protocole, 

mise en place de l’essai, frais de randomisation, dépôt du dossier aux agences 

règlementaires, assurance, monitoring de suivi au cours de l’étude et frais de clôture) 

frais de gestion de la base de données (développement, maintenance, suivi et 

archivage du cahier d’observation électronique), indemnisation des patients, réunions 

du comité de pilotage, communication et congrès, déplacements.  

- Dépenses de personnel: chef de projet coordinateur, médecins investigateurs, ARC 

investigateurs, ARC moniteurs, infirmiers, pharmaciens, méthodologiste/statisticien, 

chargé de pharmacovigilance. 

- Dépenses médicales: actes médicaux (par patient: 5 tests de marche, 7 bilans 

biologiques, 4 échographies cardiaques, 1 cinétique de prélèvement sanguin sur 24h 

avec dosage du RO5045337, 4 dosages séquentiels du RO5045337, 5 dosages des NT-

proBNP, 2 cathétérismes cardiaques droits, 1 hospitalisation de 48h, 6 hospitalisations 

de jour), frais liés à la gestion des éventuels EI et EIG, prestation pharmacie, 

prestation laboratoire indépendant de dosage du RO5045337. 

Budget total: environ 500 000 euros  

Aspects 

réglementaires et 

éthiques 

Le protocole de l’étude sera soumis à l’approbation des comités d’éthiques indépendants et des 

autorités compétentes dont dépend chaque centre investigateur.  

Le consentement libre et éclairé de tous les participants ou de leurs représentants légaux sera 

recueilli après information par le médecin investigateur. Un exemplaire de ce consentement 

avec une note d’information sur l’étude sera remis à chaque participant. Un exemplaire du 

consentement de chaque participant sera conservé par l’investigateur et le promoteur.  

En outre, l’étude sera conduite selon les principes internationaux de la déclaration d’Helsinki 

et selon les principes de bonnes pratiques cliniques en vigueur. 
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Annexe: Méthode d’évaluation de la classe fonctionnelle NYHA adaptée à l’HTAP.  

Classe fonctionnelle  Description 

Classe 1 HTAP sans limitation de l’activité physique.  

Une activité physique ordinaire ne cause pas de dyspnée, de fatigue, de douleur 

thoracique excessive, ni de syncope. 

Classe 2 HTAP avec une légère limitation de l’activité physique. 

Le patient est à l’aise au repos mais une activité physique ordinaire cause une 

dyspnée, une fatigue et une douleur thoracique excessive, voire même une 

syncope. 

Classe 3 HTAP avec une limitation marquée de l’activité physique. 

Le patient est à l’aise au repos mais la moindre activité physique cause une 

dyspnée, une fatigue, une douleur thoracique excessive, ou une syncope. 

Classe 4 HTAP avec une incapacité de réaliser une quelconque activité physique sans 

symptômes. Le patient présente des signes d’insuffisance cardiaque droite. La 

dyspnée et la fatigue peuvent être présentes au repos et l’inconfort augmente à la 

moindre activité physique. 
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 Résumé de la thèse  

Dans le contexte du phénotype « pseudo-tumoral » de l’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP), 

nous avons caractérisé le rôle de la protéine p53 chez les patients atteints d’HTAP idiopathique et 

dans des modèles in vivo d’HTAP expérimentale. Il semblerait que p53 soit inactivée dans les phases 

initiatrices du développement de l’HTAP. Aux stades installés et sévères de la pathologie, il y aurait 

une normalisation de p53; cependant une augmentation de son principal régulateur, la protéine 

MDM2, semble être une cible thérapeutique potentiellement intéressante. 

   

 Mots clés relatifs au sujet de la thèse 

Hypertension artérielle pulmonaire (HTAP), protéine p53, cellules musculaires lisses d’artères 

pulmonaires,  pifithrin-α, protéine MDM2, Nutlin-3a 
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