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ABREVIATIONS  
  

Bcl-­2   B-­cell  lymphoma  2  
Bcl-­xL   B-­cell  lymphoma-­extra  large      
BMP     Bone  morphogenetic  protein  
BMPR     Bone  morphogenetic  protein-­receptor    
BSA     Albumine  de  sérum  bovin       
CE     Cellule  endothéliale  
CML     Cellule  musculaire  lisse  
HPPE   Hypertension  pulmonaire  post-­embolique  
DMSO     Diméthyle  sulfoxide  
EGF     Epidermal  growth  factor    
ELISA   Enzyme-­linked  immunosorbent  assay  
ET-­1   Endothéline-­1  
FGF   Fibroblast  growth  factor  
Hg   Mercure  
HTAP     Hypertension  artérielle  pulmonaire  
HTAPh   Hypertension  artérielle  pulmonaire  héritable  
HTAPi   Hypertension  artérielle  pulmonaire  idiopathique  
HP   Hypertension  pulmonaire  
ITK   Inhibiteur  tyrosine  kinase  
IL     Interleukine  
IP     Iodure  de  propidium     
MAPK     Mitogen  activated  protein  kinase  
MMP     Métalloprotéinase  de  la  matrice  extracellulaire  
MTT   Test  au  bromure  de  3-­(4,5-­dimethylthiazol-­2-­yl)-­2,5-­diphenyl  tetrazolium  
NO     Nitric  oxide  ou  monoxyde  d’azote  
NOS     Nitric  oxide  synthase  ou  synthétase  du  monoxyde  d’azote    
PAP   Pression  artérielle  pulmonaire  
PBS     Phosphate  buffered  saline    
PCNA   Proliferating  cell  nuclear  antigen  
PCR     Polymerase  chain  reaction    
PDGF     Platelet-­derivated  growth  factor  
PDGFR     Platelet  derived  growth  factor  receptor  
RTK     Récepteur  tyrosine  kinase  
RTQ-­PCR     Real  time  quantitative  PCR  ou  PCR  quantitative  en  temps  réel  
RVP     Résistance  vasculaire  pulmonaire  
SVF     Sérum  de  veau  fœtal  
TGF     Transforming  growth  factor  
VEGF     Vascular  endothelial  growth  factor  
VEGFR     Vascular  endothelial  growth  factor  receptor  
vWF     Facteur  de  von  Willebrand    
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RESUME  
  

INTRODUCTION  :   La   physiopathologie   des   hypertensions   pulmonaires   (HP)   reste  
encore  imparfaitement  comprise.  Plusieurs  mécanismes  interviennent  dans  le  développement  
et   la  progression  du   remodelage  vasculaire  pulmonaire  associé  à   l’HTAP.  Les  perturbations  
de  communications  intercellulaires  et  l’activation  de  certaines  voies  de  signalisation  sont  des  
phénomènes   importants   contribuant   à   l’accumulation   excessive   de   cellules   vasculaires   au  
sein   de   la   paroi   des   petites   artères   pulmonaires.   Par   ailleurs,   des   facteurs   génétiques   et  
environnementaux   peuvent   prédisposer   ou   faciliter   la   progression   de   ce   remodelage  
vasculaire.    
HYPOTHESE   DE   TRAVAIL   :   La   compréhension   des   modifications   structurelles   de   la  

circulation   pulmonaire   et   bronchique   dans   différents   groupes   d’HP   devrait   permettre   une  
meilleure   connaissance   de   leurs   rôles   respectifs   et   faciliter   la   recherche   de   nouvelles  
stratégies  thérapeutiques.  
RESULTATS  :  Dans  ce  travail  de  thèse,  nous  avons  pu  identifier  l’existence  d’altérations  

de  la  microcirculation  pulmonaire  dans  l’HPPE,  caractérisées  par  un    remodelage  des  micro-­
vaisseaux  pulmonaires  pré-­  et  post-­capillaires,  ainsi  que  de   la   circulation  bronchique.  Nous  
avons,  aussi,  pu  mettre  en  évidence  l’existence  de  modifications  circulatoires  post  capillaires  
dans  l’HTAP  idiopathique  et  héritable.  Ces  altérations  seraient  également  en  rapport  avec  les  
modifications   de   la   circulation   systémique   pulmonaire,   au   travers   de   connections  
anastomotiques.   Les   modifications   de   la   circulation   systémique   et   veineuse   apparaissent  
aussi   plus   marquées   dans   l’HTAP   chez   les   sujets   porteurs   de   mutations   du   gène   BMPR2.  
Enfin,   ces   altérations   ont   également   pu   être  mises   en   évidence   au   sein   de   deux  modèles  
animaux  d’étude  d’HP,  validant  la  pertinence  d’approfondir  nos  connaissances  au  travers  de  
ces  outils  expérimentaux.    
CONCLUSION   :   Cette   meilleure   connaissance   des   modifications   des   micro-­vaisseaux  

pulmonaires  pré-­  et  post-­capillaires  et  bronchiques  chez  les  patients  avec  HPPE  réfractaire  à  
l’endartériectomie  pulmonaire  est  nécessaire  afin  d’améliorer  les  procédures  diagnostiques  et  
de  prise  en  charge  de  ces  patients.  De  plus,  nous  avons  également  documenté  la  présence  
de   modifications   touchant   le   lit   post-­capillaire   et   la   circulation   bronchique   dans   l’HTAP  
idiopathique  et  héritable.  Notre  travail  soutient  un  rôle  potentiel  des  mutations  de  BMPR2  sur  
ces  modifications.  
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1.  Anatomie  de  la  circulation  pulmonaire    
Le  tronc  artériel  pulmonaire  apporte  le  sang  veineux  du  ventricule  droit  aux  poumons.  

Il  nait  du  cône  artériel  du  ventricule  droit  et   se  divise  en  deux  pour  donner  naissance  aux  

deux  artères  pulmonaires.  Chacune  des  deux  artères  pulmonaires  se  prolonge  ensuite  vers  

l’un   des   deux   poumons,   accompagnée   de   deux   veines   pulmonaires,   avec   lesquelles   elles  

forment   le   «   pédicule   vasculaire   pulmonaire   ».   Au   sein   du   tissu   pulmonaire,   chacune   des  

deux   artères   pulmonaires   se   divise   ensuite   le   long   des   ramifications   bronchiques   jusqu’au  

réseau  capillaire  alvéolaire.  Les  poumons  reçoivent  une  circulation  nourricière  par  les  artères  

bronchiques,  prenant  origine  de  l’aorte  thoracique.  
  

1.1   Les  artères  pulmonaires    
La   structure  histologique  de   l’arbre  artériel  pulmonaire  varie  en   fonction  du  diamètre  

de   l’artère   pulmonaire.   Les   artères   pulmonaires   de   gros   (≥   500   µm)   et   moyen   diamètre  

(compris  entre  ≥  100  µm  et  ≤  500  µm)  sont  composées  de  différentes  couches  :  l’intima,  la  

media  et  la  couche  adventitielle  (aussi  appelée  adventice)  (Figure  1).  L’intima  est  constituée  
d’un   endothélium   et   d’une   fine   couche   de   tissu   conjonctif   sous-­endothélial   (appelée   lame  

basale,   constituée  de   fibres  de   collagène  et   d’élastine).   L’intima  et   la  média   artérielle   sont  

délimitées  par  une   lame  élastique  appelée  également   limitante  élastique   interne.   La  média  

est   constituée   de   couches   successives   de   membranes   élastiques   disposées   de   façon  

concentrique,   connectées   entre   elles   par   de   petits   faisceaux   élastiques   et   de   cellules  

musculaires   lisses,   orientées   de   manière   circulaire   ou   hélicoïdale.   Les   espaces   interstitiels  

entre  les  fibres  élastiques  contiennent  plusieurs  composés  matriciels  dont  différents  types  de  

collagène   et   de   ténascine,   ainsi   que   de   fibroblastes   et   de   cellules   musculaires   lisses.   Ces  

dernières,  moins  représentées  dans  les  artères  de  petit  diamètre  (compris  entre  ≥  100  µm  et  

≤  500  µm)  augmentent  progressivement  en  nombre  dans  les  artères  de  grand  diamètre  (>  

500  µm).  Une  lame  élastique  externe  signe  la  limite  de  la  media  avec  la  couche  adventitielle.  

Les   artérioles   (dont   le   diamètre   varie   entre   ≤   200   et   ≥   50µm)   ont   une   intima   très   fine  

(formée   des   cellules   endothéliales,   reposant   sur   une   fine   lame   conjonctive)   et   une   lame  

élastique   interne   peu   visible,   voir   absente.   La  média   des   artérioles   est   formée   de   cellules  

musculaires   lisses  disposées  sur  deux  ou  trois  couches  au  sein  d’une  matrice  extracellulaire  

riche  en  collagène.  Enfin,   les  artérioles  terminales  (d’un  diamètre  ≤  100µm)  ont  une  média  

constituée  d’une  unique  couche  de  cellules  musculaires  lisses  et/ou  d’un  péricyte  pulmonaire.  
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FIGURE  1  :  Structure  de  la  paroi  des  vaisseaux  sanguins.  

  

1.2   Les  veines  pulmonaires    
Les   deux   veines   pulmonaires   conduisent   le   sang   oxygéné   du   poumon   à   l’oreillette  

gauche.   Dans   leur   trajet,   les   veines   pulmonaires   reçoivent   les   branches   veineuses  

bronchiques   et   médiastinales   (Figure   1).   La   structure   des   veines   pulmonaires   est   moins  
organisée  par  rapport  à  celles  des  artères  pulmonaires,  avec  des   limites  peu  définies  entre  

les   différentes   couches   de   la   paroi   artérielle.   De  manière   générale,   la   paroi   des   veines   se  

compose  d’un  revêtement  endothélial,  d’une  lame  conjonctive  sous-­endothéliale  et  des  fibres  

élastiques   qui   s’entremêlent   aux   éléments   musculaires   lisses.   Contrairement   aux   artères  

pulmonaires,   les   veines   ne   présentent   pas   de   lames   élastiques   visibles   et   de   couche  

adventitielle.   Les   veines   pulmonaires   sont   des   veines   à   paroi   fine   et   fibreuse.   Les   cellules  

musculaires  lisses  de  la  media  sont  distribuées  circulairement  et  sont  entremêlées  de  divers  

composés   matriciels   contenant   différents   types   de   collagène   et   des   fibres   élastiques.  

Contrairement  aux  artères  pulmonaires,   la  distinction  entre   l’intima,   la  media  et   l’adventice  

est  difficile  à  mettre  en  évidence.    
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2.  Anatomie  de  la  circulation  bronchique  
La   circulation   bronchique   prend   principalement   origine   de   l’aorte   thoracique   ou   dans  

2%  des  cas  des  artères  coronaires.  Le  plus  souvent,  l’arbre  bronchique  droit  est  alimenté  par  

une   unique   artère   et   le   gauche   par   deux   artères.   Les   artères   bronchiques   longent   les  

divisions  de  l’arbre  aérien,  donnant  origine  à  deux  ramifications  pour  chaque  bronche  ;;  elles  

irriguent   aussi   les   vasa   vasorum   des   artères,   des   veines   pulmonaires   et   des   vaisseaux  
intrapulmonaires.  Les  ramifications  des  artères  bronchiques  se  distribuent  dans  la  paroi  de  la  

bronche,   formant   un   réseau   muqueux,   sous-­muqueux   et   péri   bronchique.   Le   drainage  

veineux   du   réseau   bronchique   s’effectue   au   travers   des   veines   pulmonaires   qui   sont  

exposées   à   la   pression   atriale   gauche.   D’un   point   de   vue   fonctionnel,   le   débit   sanguin  

bronchique   représente   environ   1%   du   débit   cardiaque.   Par   rapport   à   d’autres   organes,  

l’arbre  bronchique  est  bien  irrigué,  puisque  le  débit  sanguin  bronchique  par  unité  de  masse  

de  tissu  pulmonaire  est  comparable  à  celui  du  myocarde.  Le  débit  sanguin  de  la  trachée  et  

des  bronches  est  influencé  par  différents  facteurs,  tels  que  la  pression  artérielle  systémique,  

la  pression  veineuse  centrale,   la  pression  artérielle  pulmonaire  et   la  pression  dans  les  voies  

aériennes,  la  teneur  en  oxygène  de  l’air  alvéolaire  et  du  sang  artériel,  l’innervation  de  l’arbre  

bronchique  et  par  des  médiateurs  comme  l’histamine,  la  sérotonine  (connue  également  sous  

le  nom  5  hydroxytryptamine  ou  5-­HT)  et  la  bradykinine.  Des  modifications  du  débit  sanguin  

bronchique   se   mettent   en   place   lors   de   différentes   conditions   pathologiques   touchant   les  

bronches   ou   le   parenchyme   pulmonaire.   Dans   l’asthme,   les   pathologies   pulmonaires  

inflammatoires   chroniques,   le   cœur   pulmonaire   chronique   post   embolique,   les   pleurésies  

chroniques,   une   augmentation   du   débit   artériel   bronchique   secondaire   à   des   phénomènes  

d’hyperplasie  du  réseau  vasculaire  se  produit.    
  

3.  Spécification   des   vaisseaux   sanguins   et   marqueurs  
spécifiques  des  veines  et  artères    
Au  cours  de  l’organogénèse,  des  cellules  multipotentes  appelées  angioblastes,  prenant  

leur   origine   du  mésoderme,   se   regroupent   pour   constituer   le   «  plexus   capillaire  »   primitif.  

L’angiogenèse  est   le  processus  qui,  grâce  à  des  cellules  progénitrices,  donnera  origine  aux  

vaisseaux  artériels  et  veineux.  Ce  processus  est  influencé  par  des  forces  hémodynamiques  et  

par  des  mécanismes  génétiques  avec  activation  et/ou  suppression  de  voies  de  signalisation  

et  expression  de  molécules  biologiques  spécifiques.    
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-­  Le  système  Ephrine  B2/B4  :    
  

L’Ephrine   B2   et   son   récepteur   EphB4   sont   deux  molécules   exprimées   au   niveau   des  

cellules   endothéliales   de   veines   et   d’artères   (Wang   et   al.,   1998).   Cette   distribution  

particulière   apparait   dans   les   phases   précoces   du   développement   embryonnaire,   dès   la  

formation  du  «  plexus  vasculaire  primitif  ».  En  effet,  la  protéine  Ephrine  B2  est  exprimée  par  

les   angioblastes   au   cours   de   la   différenciation   endothéliale   artérielle.   En   revanche,   la  

protéine  Ephrine  B2  n’est   pas   exprimée  par   les   angioblastes   au   cours   de   la   différenciation  

endothéliale   veineuse.   Son   récepteur   tyrosine-­kinase   appelé   EphB4   est,   à   l’inverse,  

uniquement  retrouvé  à  la  surface  des  cellules  endothéliales  veineuses  (Wang  et  al.,  1998).  

Cette   distribution   différentielle   présente   au   cours   du   développement   du   système  

vasculaire  se  maintient  dans  la  vie  postnatale  (Chen  et  al.,  2012a).  La  mise  en  évidence  de  

l’importance  de   l’expression  d’Ephrine  B2  et  de   l’EphB4  dans   le  développement  du  système  

vasculaire   a   été   soulignée   au   travers   d’études   faisant   appel   à   des   souris   transgéniques  

déficientes  en  Ephrine  B2  ou  en  EphB4  (Adams  et  al.,  1999;;  Pereira  et  al.,  1999).  En  effet,  

ces  souris  génétiquement  modifiées  présentent  des  anomalies  majeures  de  la  morphogénèse  

vasculaire.   L’expression   d’Ephrine   B2   dans   le   territoire   artériel   est   connue   pour   être   sous  

l’influence   du   système   VEGF-­A/VEGFR2   et   de   son   co-­récepteur   NRP-­1   (neuropilline   1)   qui  

activent  la  signalisation  dépendante  de  la  voie  des  Notch,  enclenchant  ainsi  le  processus  de  

différenciation  des  veines  (Kume,  2010;;  Lin  et  al.,  2011).  Le  VEGF  est  également  connu  pour  

influencer  l’expression  de  la  molécule  D114,  qui  est  un  ligand  clé  des  récepteurs  Notch  dans  

les   cellules   endothéliales,   grâce   au   facteur   de   transcription   ETS.   D’un   point   de   vue  

fonctionnel,   l’Ephrine  B2  est  connue  pour  moduler   l’endocytose  des   récepteurs  du  VEGF  et  

du   PDGF   dans   les   cellules   endothéliales.   Cette   activité   est   plus   importante   pendant   le  

développement  vasculaire  et  l’angiogenèse  par  rapport  aux  artères  dont  la  différenciation  est  

achevée  (Kruse  et  al.,  2008).    

Dans   l’endothélium   veineux,   la   suppression   de   la   signalisation   Notch   par   le   facteur  

COUP-­TFII   («  Chicken   Ovalbumin   Upstream   Promoter   Transcription   Factor   II  »)   et   la   voie  
phosphatidylinositol   3-­kinase   (PI3K)-­protéine   kinase   B   (Akt)   favorisent   également  

l’expression   d’EphB4   à   la   surface   des   cellules   endothéliales.   L’expression   d’EphB4   conduira  

ainsi   vers   une   différenciation   veineuse   du   vaisseau.   Néanmoins,   les   cascades   de   signaux  

intracellulaires,  partiellement  transmises  par  l’activité  tyrosine  kinase  d’EphB4,  restent  encore  

imparfaitement  connues  de  nos  jours.  De  manière  intéressante,  des  travaux  réalisés  sur  des  

greffons   de   veine   dans   le   système   circulatoire   artériel,   ont   montré   que   les   forces  

hémodynamiques   étaient   capables   de   supprimer   l’expression   d’EphB4   dans   les   cellules  
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endothéliales  veineuses  (Model  et  al.,  2014).  La  diminution  de  l’expression  d’EphB4  aboutit  à  

l’augmentation  de   l’activité  de   l’enzyme  eNOS  et  est  associée  à  une  meilleure  performance  

du  greffon  veineux.  Au  contraire,  la  persistance  voire  l’augmentation  de  l’expression  d’EphB4  

est   associée   à   des   altérations   structurelles   du   greffon   veineux   avec   formation   d’une   néo-­

intima  aboutissant  à  la  réduction  de  sa  perméabilité  (Kudo  et  al.,  2007).  

  

-­   La   protéine   COUP-­TFII   (ou   «   Chicken  Ovalbumin  Upstream  Promoter  
Transcription   Factor   II   »)   est   un   récepteur   nucléaire   orphelin   appartenant   à   la  
superfamille   des   récepteurs   des   hormones   stéroïdes/thyroïdes   qui   revête   un   rôle   crucial  
dans   le   processus   de   l’angiogenèse   au   cours   du   développement   et   dans   différentes  

conditions   physiopathologiques   (Lin   et   al.,   2011).   Le   caractère   essentiel   de   cette  molécule  

est  souligné  par  la  létalité  observée  lors  de  d'invalidation  totale  de  son  expression  au  cours  

de  l’embryogenèse  (Pereira  et  al.,  1995).  C’est  pourquoi,  nos  connaissances  actuelles  sur  le  

rôle  de  cette  molécule  nous  parviennent  principalement  des  études  d’embryogenèse  et  plus  

précisément  de  l’embryogenèse  murine  (Pereira  et  al.,  1995).  Chez  la  souris   le  gène  Nr2f2,  
qui   code   pour   la   protéine   COUPTF-­II,   se   situe   au   niveau   de   la   région   centrale   du  

chromosome  7  et  est  précocement  exprimé  dans  le  mésoderme  viscéral  à  partir  du  huitième  

jour  du  développement  (Applebury  et  al.,  2000;;  Li  et  al.,  2009;;  Okamura  et  al.,  2009;;  Tang  

et   al.,   2010).   Dans   des   phases   plus   tardives,   COUP-­TFII   a   été   identifiée   dans   les   cellules  

mésenchymateuses  de  différents  organes  comme  le  rein,  les  poumons,  le  pancréas,  le  tube  

digestif,   la  prostate  et   les  ovaires.  De  manière  générale,   le   facteur  de   transcription  COUP-­

TFII  est  exprimé  à  des  niveaux  élevés  dans  les  organes  en  développement  et  beaucoup  plus  

faiblement   dans   les   organes   matures   chez   l’adulte   (comme   par   exemple   dans   l’utérus,   le  

foie,  l’estomac,  le  cœur  et  les  poumons)  (Lin  et  al.,  2011).  Pendant  la  vasculogenèse,  COUP-­

TFII  contrôle  positivement  l’expression  de  différents  gènes  essentiels  à  la  mise  en  place  d’un  

phénotype  veineux,  parmi  lesquelles  on  retrouve  «  E2F  Transcription  Factor  1  »  (E2F1),  qui  
est  un  élément  clé  de  la  transition  G1  /S  du  cycle  cellulaire  et  EphB4  (Lawson  et  al.,  2001;;  

Wang  et  al.,  1998).  COUP-­TFII  est  exprimée  au  niveau  des  cellules  endothéliales  des  veines,  

mais   pas   dans   les   cellules   endothéliales   des   artères,   où,   néanmoins,   il   reste   exprimé   au  

niveau   des   cellules  musculaires   lisses.  D’autres   gènes   cibles   de  COUP-­TFII   incluent  Notch,  

NRP-­1,  Jagged1,  Hey1  et  Ephrine  B2,  dont  l’expression  est,  au  contraire,  inhibée  (Lin  et  al.,  

2011).   Le   développement   du   système   lymphatique   est   aussi   dépendant   de   l’expression   de  

COUPTF-­II.  Dans  le  contexte  d’une  spécification  veineuse  et  suite  à  l’étape  de  différenciation  

des   angioblastes,   une   partie   de   ces   cellules   expriment   COUP-­TFII   et   Sox18   et   activent   le  
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facteur  Prox1,  qui   à   son   tour   stimule   la   voie  de   signalisation  VEGFR3/Nrp2,   conduisant   les  

cellules  endothéliales  à  se  différencier  en  cellules  endothéliales  lymphatiques  (Figure  2).  

  
FIGURE  2  :  Modèle  de  différentiation  vasculaire  (Lin  FJ.  Endocr  Rev  2011)  dans  
l’embryogénèse,  illustrant  les  molécules  et  voies  de  signalisation  impliquées  dans  la  

spécification  artérielle,  veineuse  et  lymphatique.  
  

Le   facteur   COUP-­TFII   participe   également   à   la   différenciation   et   la   maturation   de  

plusieurs  systèmes  vitaux.  Une  fois  la  maturation  de  l’organe  achevée,  l’expression  de  COUP-­

TFII  diminue  et  reste  à  des  niveaux  relativement  bas.  L’expression  de  COUP-­TFII  augmente  

aussi  dans  des  conditions  pathologiques,  au  cours  du  processus  de  régénération/réparation  

des   tissus   et   dans   l’angiogenèse   des   tumeurs.   Des   études   récentes   (Qin   et   al.,   2013)   ont  

documenté   la   surexpression   de   cette   molécule   dans   les   cancers,   comme   le   cancer   de   la  

prostate,  le  cancer  mammaire  et  le  cancer  pulmonaire  (Schäfer  et  al.,  2008)  (Nagasaki  et  al.,  

2009;;   Riggs   et   al.,   2006).   La   surexpression   de   COUP-­TFII   est   associée   à   une   progression  

plus  rapide  de  la  maladie  et  à  son  potentiel  métastatique.  La    contribution  de  COUP-­TFII  à  la  

diffusion  métastatique  des  cancers  s’exercerait  à  travers  l’induction  de  l’expression  de  gènes  

clés  de   l’angiogenèse   tels  que  VEGF-­D  et  C  (Schäfer  et  al.,  2008)  (Stacker  et  al.,  2002)  et  

l'angiopoïétine  1  (Qin  et  al.,  2013).  Il  est  également  important  de  souligner  que  COUP-­TFII  

est  aussi  surexprimée  dans  les  cancers  du  sein  moins  différenciés,  suggérant  son  rôle  dans  le  

processus  de  dédifférenciation  cellulaire  (Nagasaki  et  al.,  2009).   (Riggs  et  al.,  2006).  Dans  

des   lignées   de   cancer   de   poumon,   la   surexpression   de   COUP-­TFII   favorise   un   phénotype  

invasif   des   cellules   tumorales   (Navab   et   al.,   2004).   Ces   propriétés   font   de  COUP-­TFII   une  

cible   très   intéressante  dans   le  développement  d’antagonistes  dans   le  domaine  oncologique  

(Lin  et  al.,  2011).    
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-­  La  voie  de  signalisation  Notch  
L’importance   de   la   voie   de   signalisation   Notch   pour   la   différenciation   veine/artère   a   été  

principalement  étudiée  chez   la  souris  et   le  poisson  zèbre  (Lawson  et  al.,  2001).  Cette  voie  

est   hautement   conservée   parmi   les   différentes   espèces   animales.   Les   molécules   Notch1,  

Notch3  et  Notch4  sont  exprimées  dans   les   cellules  endothéliales  des  artères  et   influencent  

l’expression  de  gènes  artère-­spécifiques  (Adams  et  al.,  1999).  Parmi   les  cibles  moléculaires  

des   protéines  Notch,   les   facteurs   de   transcription  Hes   et  Hey   ont   été   identifiés   au   travers  

d’études  menées   sur   les   divers  mammifères   et   le   poisson   zèbre   (Zhong   et   al.,   2000).   En  

particulier,   ce   dernier   est   capable   de   supprimer   l’expression   d’EphB4   dans   les   artères  

(Lawson  et  al.,  2001).      

  

     



  13  

  
  
  
  
  

  
  

Revue  générale  sur  
L’Hypertension  Artérielle  Pulmonaire  (HTAP)    

Et    

L’Hypertension  pulmonaire  associée  à  la  

maladie  thromboembolique  chronique  

(HPPE)  
  

     



  14  

  

4.  L’Hypertension   Pulmonaire  (HP)   :   Définition   et  
classification  

  

L’hypertension   pulmonaire   regroupe   un   ensemble   de   conditions   physiopathologiques  

définies  par  l’augmentation  progressive  de  la  pression  artérielle  pulmonaire  moyenne  (PAPm)  

au-­delà   de   25mmHg   au   repos.   Le   diagnostic   formel   nécessite   un   cathétérisme   cardiaque  

droit.  La  valeur  physiologique  de  la  PAPm  est  de  14  ±  3  mmHg  au  repos.    

Une   classification   clinique  des  HP  est   régulièrement  proposée  et   révisée  au   cours  de  

congrès   mondiaux   afin   d’individualiser   des   formes   d’HP   présentant   des   similitudes  

physiopathologiques,   cliniques   et   de   prise   en   charge   thérapeutique.   Une   nouvelle  

classification   a   été   proposée   en   2013   à   l'occasion   du   cinquième   congrès   mondial   de  

l'Hypertension   Pulmonaire   à   Nice.   Sur   la   base   de   la   présentation   clinique,   des   aspects  

anatomopathologiques  et  des  caractéristiques  hémodynamiques,  cette  classification  distingue  

cinq  grands  groupes  (Figure  3).    
La  présentation  clinique  des  HP  n’est  pas  spécifique  et  reste  liée  aux  signes  et  symptômes  

de  la  défaillance  ventriculaire  droite.  Ces  derniers  apparaissent  initialement  à  l’effort  et  sont  

représentés  principalement  par  la  dyspnée  et  la  fatigue.  Au  repos,  les  symptômes  s’installent  

dans   les   formes   sévères   d’HP.   La   présentation   clinique   est   aussi   conditionnée   par   des  

pathologies  sous-­jacentes.  Chez  certains  patients,  la  présentation  clinique  peut  être  marquée  

par  des  complications  comme  l’hémoptysie  (provoquée  par  la  rupture  d’artères  bronchiques  

hypertrophiques),   l’enrouement   (provoquée   par   la   compression   du   nerf   récurrent   laryngée  

gauche  par  la  dilatation  de  l’artère  pulmonaire),  une  respiration  sifflante  (par  la  compression  

des  voies  respiratoires)  et  un  syndrome  angineux  (provoqué  par  une  ischémie  myocardique  

secondaire   à   la   compression   de   la   coronaire   gauche   par   les   vaisseaux   pulmonaires  

excessivement  dilatés).    
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1. Hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) 
1.1 Idiopathique 
1.2 Héritable  
      1.2.1 Mutations BMPR2  
      1.2.2 Mutations ACVRL1 (ou ALK1), ENG, SMAD9, CAV1, KCNK3 
      1.2.3 Autres mutations inconnues 
1.3 Induite par des drogues ou des médicaments 
1.4 Associée à : 
      1.4.1 Connectivite 
      1.4.2 Infection par virus de l’immunodéficience humaine (VIH) 
      1.4.3 Hypertension portale 
      1.4.5 Cardiopathie congénitale 
      1.4.6 Schistosomiase 
1'. Maladie veino-occlusive pulmonaire et/ou hémangiomatose capillaire pulmonaire 
1'.1 Idiopathique 
1'.2 Héritable 
      1'.2.1 Associée à la mutation d’EIF2AK4  
      1'.2.2 Associée à d’autres mutations 
1'.3 Induite par des drogues ou des médicaments 
1'.4 Associée à : 
     1'.4.1 Connectivite 
     1'.4.2 Infection VIH 
1''. Hypertension pulmonaire (HP) persistante du nouveau-né 
2. Hypertension pulmonaire due à une cardiopathie gauche 
2.1 Dysfonction systolique 
2.2 Dysfonction diastolique 
2.3 Valvulopathie 
2.4 Cardiomyopathies congénitales et obstruction acquise ou congénitale du flux sanguine cardiaque 
2.5 Sténose congénitale ou acquise des veines pulmonaires 
3. Hypertension pulmonaire due à une pneumopathie hypoxémiante ou hypoxie 
3.1 Bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) 
3.2 Pneumopathie interstitielle 
3.3 Trouble ventilatoire mixte d’autre origine 
3.4 Syndrome d’apnée du sommeil fibrosante 
3.5 Hypoventilation alvéolaire 
3.6 Exposition chronique à la haute altitude 
3.7 Trouble du développement pulmonaire  
4. Hypertension pulmonaire post embolique ou associée à d’autres typologies d’obstruction des artères 
pulmonaires 
4.1 Hypertension pulmonaire post embolique 
4.2 Associé à l’obstruction d’autre origine des artères pulmonaires 
   4.2.1 Angiosarcome  
   4.2.2 Autres tumeurs intravasculaires 
   4.2.3 Artérite 
5. Hypertension pulmonaire d’origine indéterminée et/ou d’origine multifactorielle  
5.1 Hémopathies (anémie hémolytique chronique, maladies myeloprolifératives, splénectomie) 
5.2 Maladies systémiques : sarcoïdose, histiocytose pulmonaire, lymphangioleyomyomatose, neurofibromatose 
5.3 Maladies métaboliques : maladie du métabolisme des glucides, de Gaucher et thyroïdiennes 
5.4 Autres pathologies : micro angiopathie thrombotique tumorale pulmonaire, médiastinite fibrosante, 
insuffisance rénale chronique (avec ou sans dialyse) hypertension pulmonaire segmentaire 
  

FIGURE  3  :  Dernière  classification  clinique  de  l’hypertension  pulmonaire    
(Galiè  et  al.,  2015;;  Simonneau  et  al.,  2013)  
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5.  L’Hypertension  artérielle  pulmonaire  (HTAP)  
L’hypertension  artérielle  pulmonaire   (ou  HP  précapillaire)   fait  partie  du  Groupe  1  de   la  

classification  clinique  des  HP.  L’HTAP  est  non  seulement  caractérisée  par  une  PAPm  au-­delà  

de  25  mmHg,  mais  également  par  une  pression  artérielle  pulmonaire  d'occlusion  (PAPO)  ≤  

15  mmHg,  éliminant  le  diagnostic  de  cardiopathie  gauche  (Figure  4).  
  

Définition   Caractéristiques   Groupe  Clinique  
Hypertension  pulmonaire   PAPm  ≥  25  mmHg   Toutes  
Hypertension  pulmonaire    
Pré-­capillaire  

PAPm  ≥  25  mmHg  
PAPO  <  15  mmHg  

1.  HTAP  
3.  HP  liée  à  des  maladies  pulmonaires  
4.  HPPE  
5.  Hypertension  pulmonaires  d’origine  
inconnue  et/ou  d’origine  
multifactorielle  

Hypertension  pulmonaire    
post  capillaire  
  
HP  post  capillaire  isolée  
  
  
HP  combinée    
(post  et  pré-­capillaire)  

PAPm  ≥  25  mmHg  
PAPO  >  15  mmHg  
  
GPD   <   7   mmHg  
et/ou  
RVP  ≤  3  WU  
  
GPD   ≥   7   mmHg  
et/ou  
PVR  >  3  WU  

2.  Hypertension  pulmonaire  secondaire  
au  dysfonctionnement  du  cœur  
gauche    

  
5.  Hypertension  pulmonaires  d’origine  
inconnue  et/ou  d’origine  
multifactorielle  

  

FIGURE  4  :  Classification  hémodynamique  de  l’hypertension  pulmonaire.  GPD=gradient  de  
pression  diastolique  ;;  Hg=mercure  ;;  HP=hypertension  pulmonaire  ;;  HPPE=hypertension  

pulmonaire  post  embolique  ;;  PAPm=pression  artérielle  pulmonaire  moyenne  ;;  
RVP=résistance  vasculaire  pulmonaire  ;;  PAPO=pression  artérielle  pulmonaire  d’occlusion  ;;    

WU=Unité  de  Wood  (=  80  dynes/cm-­5/s)  
  

  

Le   groupe   des   HTAP   incorpore   :  1)   les  HTAP   idiopathiques   (HTAPi,   anciennement  
nommées  HTAP  primitives)  définies  par   la  survenue  de   la  maladie  en   l’absence  de  facteurs  

de   risques   connus   ;;   2)   les   HTAP   héritables   (HTAPh,   anciennement   nommées   HTAP  
familiales),  définies  par  la  possibilité  de  transmission  de  l’HTAP  à  la  descendance  et  donc  par  

la   présence   de   mutation   de   certains   gènes   connus   ou   non   pour   prédisposer   au  

développement  de  la  maladie  ;;  3)  les  HTAP  associées  à  la  consommation  de  toxines  dont  
par   exemple   la   prise   d’anorexigènes   et   les   HTAP   associées   à   diverses   pathologies  

(connectivites,   infection   par   le   virus   de   l’immunodéficience   humaine,   cardiopathies  

congénitales  avec  shunt  gauche-­droit,  hypertension  portale  et  schistosomiase).  

Concernant   les   épreuves   fonctionnelles,   les   patients   HTAP   montrent   une   légère  

réduction  des  volumes  pulmonaires    associée  à  une  réduction  de  la  capacité  de  diffusion  du  
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monoxyde  de  carbone  (DLCO)  (Trip  et  al.,  2013).  Par  ailleurs,   il  a  pu  être  mis  en  évidence  

qu’une  DLCO  exagérément  diminuée  (<  45%  de  la  valeur  prévue)  est  associée  à  un  mauvais  

pronostic  (Sun  et  al.,  2003).  Chez  les  patients  HTAP,  la  tension  en  oxygène  du  sang  artériel  

(PaO2)  reste  généralement  normale,  ou  faiblement  réduite  ;;  par  contre  la  tension  du  dioxyde  

de  carbone  (PaCO2)  est  très  souvent  réduite  (Hoeper  et  al.,  2007).  Les  examens  d’imagerie  

sont   marqués   par   un   aspect   radiographique   anormal   du   thorax,   avec   une   dilatation   des  

artères  pulmonaires.  Un  élargissement  du  ventricule  et  de  l’oreillette  droite  peut  être  observé  

(Rich  and  Rabinovitch,  2008).  L’examen  tomodensitométrique  du  thorax  fourni  d’importantes  

informations  sur  l’état  des  vaisseaux  médiastinaux,  du  cœur  et  du  parenchyme  pulmonaire.  

L’augmentation   du   diamètre   de   l’artère   pulmonaire   ≥   29   mm   et   un   ratio   artère  

pulmonaire/aorte  ascendante  ≥  1  et  un  rapport  artère  segmentaire/bronche  >  1  dans  trois  

ou  quatre   lobes,  constituent  des  aspects  hautement  spécifiques  du  diagnostic  d’HP  (Tan  et  

al.,   1998).   L’échocardiographie   transthoracique   permet   d’estimer   la   PAPm.   Toutefois,   la  

décision   thérapeutique   nécessite   des   données   du   cathétérisme   cardiaque,   qui   constitue  

l’examen   clé   pour   confirmer   le   diagnostic   d’HP   et   pour   évaluer   la   sévérité   de   l’atteinte  

circulatoire  pulmonaire.  

Les  données  épidémiologiques  sur   l’HP  sont  pauvres.  Au  Royaume-­Uni,  une  prévalence  

de  97  cas  par  million  d’habitants  avec  un  rapport  femme/homme  à  1.7  a  été  rapportée  (Galiè  

et   al.,   2015).   Concernant   l’HTAP,   la   prévalence   en   Europe   varie   entre   15   à   60   sujets   par  

million  et  l’incidence  entre  5  à  10  cas  par  millions  d’habitants  par  an    (Peacock  et  al.,  2007).    

Selon   le   premier   registre   de   la   maladie   crée   Etats-­Unis   en   1981,   l’âge   moyen   des  

patients  au  moment  du  diagnostic  d’HTAP  idiopathique  était  de  36  ans.  Plus  récemment,   le  

recueil  des  données  épidémiologiques,  à  partir  de  plusieurs  registres  de  la  maladie,  a  montré  

que  l’âge  moyen  de  diagnostic  était  plus  avancé  et  se  situait  autour  des  50  à  65  ans.    

Concernant   la   distribution   de   la  maladie   entre   les   deux   sexes,   les   données   recueillies  

dans  différents  registres  indiquent  que  la  prédominance  de  la  maladie  dans  le  sexe  féminin  

était  variable  et  surtout  moins  représentée  chez  les  sujets  plus  âgés.      

  

5.1   Les  facteurs  génétiques  de  prédisposition  à  l’HTAP  
Diverses   mutations   présentent   dans   plusieurs   gènes   spécifiques   ont   été   identifiées  

dans  l’HTAP.  En  effet,  des  mutations  du  gène  BMPR2  sont  décrites  dans  plus  de  70  à  80%  
des   patients   HTAPh   et   dans   plus   de   10   à   20%   des   patients   HTAPi.   D’autre   part,   des  

mutations   des   gènes   ACVRL1   (activin   receptor-­like   kinase   1   ou   ALK1),   ENG   (endogline),  
SMAD9   («  small   mother   against   decapentaplegic   homologues  »),   CAV1   (caveolin   1)   et  
KCNK3  ont  été  aussi  identifiées.  Cependant,  ces  mutations  sont  beaucoup  moins  fréquentes  
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que  les  mutations  de  BMPR2  et  ne  concernent  que  moins  de  1%  des  patients  HTAPh.  
Le  dépistage  des  mutations  du  gène  BMPR2  est  une  étape  importante  qui  est  pratiquée  

dans   notre   centre   de   référence   en   collaboration   avec   le   Département   de   Génétique   et  

Cytogénétique   dirigée   par   l’équipe   du   Professeur   Florent   SOUBRIER   à   l’Hôpital   Pitié-­

Salpêtrière,   France.   En   effet,   il   est   fortement   recommandé   de   proposer   ce   dépistage  

génétique  dans   les  cas  d’HTAP  sporadique  ou   induite  par   la  prise  d’anorexigènes  ou  à  des  

patients   avec   une   histoire   familiale   d’HTAP.   Dans   le   cas   d’absence   de  mutations   du   gène  

BMPR2  chez  des  individus  d’âge  <  40  ans  ou  chez  des  patients  avec  une  histoire  familiale  de  
télangiectasie  hémorragique  familiale,  des  mutations  des  gènes  ACVRL1  et  ENG  doivent  être  
recherchées.  En  cas  d’absence  de  mutations  pour  BMPR2,  ACVRL1  et  ENG,   la  recherche  de  
mutations  rares  doit  être  considérée  (incluant  notamment  les  gènes  KCNK3  et  CAV1)  (Galiè  
et  al.,  2015).  

5.1.1   Gène ACVRL1 

ALK1   («  activin   receptor-­like   kinase   1  »)   est   un   récepteur   de   type   I   des   ligands  
appartenant  à  la  superfamille  du  TGF-­β,  avec  lesquelles  il  partage  une  homologie  structurelle  

du  domaine  serine-­thréonine  kinase.  Cette  molécule  est  particulièrement  exprimée  au  niveau  

des  cellules  endothéliales.  Attisano  et  Johnson  (Attisano  et  al.,  1993;;  Johnson  et  al.,  1996)  

ont   décrit   trois   mutations   dans   trois   patients   atteints   de   télangiectasie   hémorragique  

héréditaire  de   type  2   (maladie  de  Rendu-­Osler).  Deux  de  ces  mutations   sont  de   type   faux  

sens,  l’une  aboutissant  à  la  substitution  d’un  résidu  hautement  conservé  de  méthionine  avec  

une  arginine  ayant  une  charge  positive  au  niveau  du  domaine  de   la  kinase  et   la  deuxième  

mutation  conduisant  à  la  substitution  d’une  glutamine  à  charge  neutre  hautement  conservée  

avec  une  arginine.  La  troisième  mutation  consiste  en  une  délétion  de  trois  paires  de  bases  

ayant   comme   résultat   la   perte   d’un   résidu   de   sérine   au   niveau   du   domaine   de   l’activité  

enzymatique  kinase.  Ces  mutations  produisent  des  modifications  d’acides  aminés  critiques  au  

sein   de   la   protéine,   aboutissant   à   la   perte   de   sa   fonction.   En   présence   de   mutation   d’  

ACVRL1   ou   d’   ENG,   il   est   supposé   que   l’activation   du   récepteur   ALK1   par   un   ou   plusieurs  
ligands   de   la   famille   TGF-­β   devient   insuffisante,   conduisant   à   des   altérations  majeures   de  

l’homéostasie   du   système   vasculaire   et   au   développement   d’un   phénotype   cellulaire  

pathologique.   Les   sujets   porteurs   de   mutations   du   gène   ACVRL1   sont   susceptibles   de  
développer   une   HTAP   particulièrement   sévère,   même   sans   manifestation   clinique   de  

télangiectasie  hémorragique  héréditaire  (Trembath    et  al.,  2001;;  Girerd  et  al.  2010).  

5.1.2   Gène ENG  

Le   gène   codant   pour   l’endogline   (ENG)   siège   au   niveau   du   locus   9q33   et   est   aussi  
désigné  OWR1  (Osler-­Weber-­Rendu  1)  puisque  des  mutations  de  ce  gène  ont  été  identifiées  
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pour   la   première   fois   dans   trois   sujets   atteints   de   télangiectasie  hémorragique  héréditaire.  

L’endogline   est   une   glycoprotéine   exprimée   essentiellement   à   la   surface   des   cellules  

endothéliales   et   des   cellules   de   lignée   myéloïde.   Les   mutations   décrites   par   l’équipe   du  

Professeur   McAllister   KA   dans   Nature   Genetics   en   1994   (McAllister   et   al.,   1994)   sont   les  
suivantes:  1)   une  mutation   non-­sens,   aboutissant   à   la   formation   d’une   protéine   tronquée  
non   fonctionnelle,   qui   est   prématurément   dégradée   dans   le   cytoplasme   ;;  2)   une   délétion  
aboutissant   à   la   perte   de   13   acides   aminées   au   niveau   du   domaine   extracellulaire.   Ces  

mutations  font  que  la  protéine  soit   insuffisamment  active  à   la  surface  des  cellules,  avec  un  

affaiblissement   significatif   de   sa   fonction   de   corécepteur   du   TGF-­β.   En   2004,   Chaouat   et  

collaborateurs   ont   décrit   un   cas   d’HTAP   chez   une   femme   âgée   de   34   ans   porteuse   d’une  

mutation  du  gène  ENG  ayant  pris  de   l’anorexigène  dexfenfluramine   (Chaouat  et   al.   2004).    
La  mutation  du  gène  ENG  était  caractérisée  par  la  délétion  d’un  acide  aminé  (guanine)  dans  
l’exon  11,  conduisant  à  l’altération  du  cadre  de  lecture  et  donc  à  une  protéine  tronquée.    

5.1.3   Gène CAV1 

Les  caveolae  constituent  des   invaginations  de   la  membrane  cellulaire   identifiées  dans  
plusieurs  types  cellulaires  (dont  les  cellules  endothéliales),  recouvertes  de  protéines  appelées  

cavéolines   :   la   cavéoline   1,   la   cavéoline   2   et   la   cavéoline   3.   Les   caveolae   constituent   des  
radeaux  lipidiques,  c'est-­à-­dire  des  structures  spécialisées  de  la  membrane  cellulaire  riche  en  

cholestérol   et   en   sphingolipides,   mais   pauvres   en   acide   docosahexaénoïque   (DHA).   Cette  

composition  biochimique  est  à   la  base  de   la   relative   rigidité  de  ces  structures,  qui  abritent  

des  protéines  particulières  et  de  nombreux  récepteurs  dont  le  récepteur  BMPRII.  En  effet,  les  

récepteurs   déclenchant   des   signaux   intracellulaires   dont   l’altération   contribue   au  

développement   de   l’HTAP,   comme   les   récepteurs   de   la   famille   TGF-­β,   les   signaux  

intracellulaires   induits  par   le  monoxyde  d’azote   (NO)  et   les   récepteurs  associés  aux  petites  

protéines   G,   nécessitent   la   performance   de   ces   structures   membranaires   spécialisées.   La  

formation   des   caveolae   requiert   l’expression   de   gènes   codant   pour   les   cavéolines   et   en  
particulier   du   gène   CAV1,   codant   pour   la   cavéoline   1   qui   est   majoritaire   par   rapport   à  
d’autres  cavéolines.  Récemment,  deux  mutations  de  type  «  frameshift  »  ont  été   identifiées  
au  niveau  de  l’exon  3  du  gène  CAV1  aboutissant  à  la  perturbation  de  la  palmitoylation  d’un  
résidu   Cystéine   au   niveau   du   domaine   C-­terminal.   Ce   domaine   C-­terminal   est   connu   pour  

avoir  une  importance  particulière  dans   le  processus  d’ancrage  des  caveolae  à   la  membrane  
cellulaire  (Austin  et  al.,  2012).  Cette  altération  serait  aussi  à  l’origine  de  la  faible  expression  

de  cavéoline  1  détectée  par  immunohistochimie  dans  l’endothélium  des  artères  pulmonaires  

de  petit  diamètre.    
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5.1.4   Gène SMAD9 

Le   gène   SMAD9   code   pour   la   protéine   Smad8   qui   est   une   protéine   clé   de   la  
signalisation  induite  par  le  BMPRII.  En  effet,  Smad8  constitue  un  substrat  directement  activé  

par  phosphorylation  du  récepteur  TGF-­β/BMP  de  type  I  au  niveau  du  motif  SXS  de  la  région  

C-­terminale.   La   protéine   ainsi   activée   s’associe   à   la   Co-­Smad   (Smad4)   et   transloque   au  

niveau  nucléaire  pour  moduler   la   transcription  de  gènes  cibles   (Massagué  et  al.,  2005).  La  

perte   de   la   signalisation   des   Smad   1/5/8   a   été   documentée   dans   la  media   et   l’intima   des  

petites  artères  pulmonaires  chez  des  sujets  atteints  d’HTAPh  (Yang  et  al.,  2005a).  Shintani  et  
al.,  dans  un  article  paru  dans  J  Med  Genet  en  2009  (Shintani  et  al.,  2009),  ont  documenté  
une  mutation  germinale  de   type  non-­sens  du  gène  SMAD9   (c.606  C>A,  p.C202X)  dans  un  
patient  HTAP.  La  perte  d’expression  de  Smad  8  avait  été  décrite  dans   le  cancer  du  sein,   le  

cancer  du  côlon  et   le  cancer  de   la  prostate  (Cheng  et  al.,  2004).  La  protéine   tronquée,  ne  

pouvant   pas   être   phosphorylée   par   TGF-­β/BMPRII,   n’est   pas   en   mesure   d’interagir   avec  

Smad4,  ni  de  moduler  la  transcription  de  gènes  cibles.    

D’autres  mutations   touchant   les   gènes   SMAD1  et   SMAD4  ont   également   été   décrites  
dans  l’HTAP,  aboutissant  aussi  à  une  perte  du  degré  d’activation  de  cette  voie  BMP/BMPRII  

(Nasim  et  al.  2011).  

5.1.5   Gène KCNK3 

Plusieurs   membres   de   la   superfamille   des   canaux   potassiques   voltage-­dépendants  

(comme   Kv1.2,   Kv1.5,   Kv2.1   et   Kv3  .1   et   Kv9  .3)   sont   exprimés   par   les   CML   des   artères  

pulmonaires  (Archer  Sl,  et  al.  2004,  Wang  J  et  al,  1997  et  Yuan  XJ  et  al.  1998).  En  conditions  

de  normoxie,   un   flux  d’ions  potassiques  de   l’intérieur   vers   l’extérieur   de   la   cellule   traverse  

ces   canaux,   contribuant   à   maintenir   le   potentiel   de   membrane   entre   -­50   et   -­60   mV.   Le  

blocage  des  canaux  potassiques  a  comme  conséquence  l’accumulation  de  K+  dans  la  cellule,  

conduisant   à   la   dépolarisation   de   la   membrane   cellulaire   et   à   l’activation   des   canaux  

calciques   voltage-­dépendants,   avec   augmentation   de   la   concentration   intra-­cellulaire   de  

Ca++.   L’excès  d’ions  Ca++  dans   le   cytoplasme  sensibilise   les  protéines   constituant   l’appareil  

contractile,   aboutissant   à   la   vasoconstriction.   Par   ailleurs,   une   variation   prolongée   de   la  

concentration   intra-­cellulaire   de   K+   et   de   Ca++   influence   la   survie   et   la   prolifération   de   la  

cellule   (Ekhterae  D   et   al.   2001).  Dans   les   CML  des   artères   pulmonaires   l’augmentation   de  

l’efflux  de  K+   induit   l’apoptose  cellulaire   (Krick  et  al.,  2001,  Krick  et  al.  2002  ;;  Brevnova  et  

al.,  2004),  qui  est,  à  l’inverse,  atténuée  par  la  réduction  de  cet  efflux  (Krick  et  al.,  2001).    

Des  mutations  invalidantes  dans  le  gène  KCNK3  (TASK1)  ont  récemment  été  identifiées  
comme  un  nouveau  facteur  de  risque  pour  le  développement  de  l’HTAP  (Ma  et  al.  2013).  Le  

«  screening  »  de  patients  avec  HTAPi  et  HTAPh  a  conduit  à   l’identification  de  six  mutations  
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dans   le  gène  KCNK3.  Plus  en  détail,  Ma  et   collaborateurs  avaient   initialement   identifié  une  
mutation  hétérozygote  faux-­sens  [c.608  G→A  (G203D)]  chez  un  patient  au  sein  d’une  famille  

avec   plusieurs   cas   d’HTAP   sans  mutations   des   gènes   BMPR2,   ALK,   CAV1,   SMAD9   et   ENG.  
Dans   la   suite   du   même   travail,   cinq   mutations   hétérozygotes   faux-­sens   additionnelles  

(E182K,  T8K,  Y192C,  G97R,  V221L)  ont  été  détectées  chez  2  sur  82  patients  avec  HTAPh  et  

chez  trois  sur  230  patients  avec  HTAP  sporadique.  Ces  mutations  entrainent  une  perte  de  la  

fonction   du   canal,   aboutissant   à   la   dépolarisation   de   la   membrane   cellulaire   (Ma   et   al.,  

2013).  

De  plus,  des  travaux  réalisés  au  sein  de  notre  laboratoire  ont  montré  que  l’expression  et  la  

fonction   de   KCNK3   étaient   fortement   réduites   dans   les   cellules   musculaires   lisses   et   les  

cellules   endothéliales   artérielles   pulmonaires   aussi   bien   chez   les   patients   avec   HTAPi   que  

chez   les   rats   avec   HP   induite   par   monocrotaline.   (Antigny   et   al.   2016).   L’inhibition  

pharmacologique  de  KCNK3  chez  le  rat  déclenche  en  quelques  semaines  les  premiers  signes  

hémodynamiques  et  histopathologiques  d’une  HP  (Antigny  et  al.  2016).  KCNK3  code  pour  un  
canal  K2p,  exprimé  par  les  cellules  musculaires  lisses  des  artères  pulmonaires,  où  il  contribue  

de  façon  cruciale  au  maintien  du  potentiel  de    membrane  au  repos  (Gurney  et  al,  2003  circ  

res).  L’invalidation  de  KCNK3  dans  les  CML  artérielles  pulmonaires  provoque  la  dépolarisation  
de  la  membrane  cellulaire  (Olschewski  et  al.  2006).  L’expression  et  la  fonction  de  KCNK3  est  

inhibée   par   l’endothéline-­1   et   par   l’hypoxie   (Tang   et   al.,   2009),   qui   sont   deux   acteurs  

majeurs   de   la   physiopathologie   de   l’HATP.   En   particulier,   l’hypoxie   réduit   le   niveau   de  

phosphorylation   de   KCNK3,   à   travers   la   réduction   de   l’activation   de   la   tyrosine   kinase   Src  

(Nagaraj  et  al.,  2013).  

De   façon   intéressante,   certaines   thérapeutiques   actuelles   de   l’HTAP   comme   le  

tréprostinil,   un   analogue   des   prostacycline,   peuvent   activer   KCNK3   au   travers   de   sa  

phosphorylation  par   la  protéine  Kinase  A   (Higenbottam  et  al.   1984;;  Moncada  et  al.   1976).  

D’autres  molécules,  comme  l’analogue  de  l’adénosine  monophosphate  cyclique  (AMPc),  le  8-­

bromo-­cAMP,   est   aussi   capable   d’induire   son   activation   par   l’intermédiaire   de   la   protéine  

kinase  A  (PKA)  (Olschewski  et  al.  2006).  D’autres  stratégies  visent  à  activer  KCNK3  à  l’aide  

d’inhibiteurs   de   la   phospholipase   A2   (Antigny   et   al.   2016)   ou   des   Rho   Kinase   (ROCK)   (Y-­

27632)   (Seyler  et  al.  2012).  De  ces   recherches  émergeront  peut  être  de  nouvelles  options  

thérapeutiques  pour  le  traitement  de  l’HTAP.  

  

5.2   Les  facteurs  environnementaux  de  prédisposition  à  l’HTAP  
En  plus  des   facteurs  génétiques,  plusieurs   facteurs  environnementaux  sont   fortement  

suspectés   pour   prédisposer   ou   favoriser   l’apparition   de   l’HTAP.   Parmi   ces   facteurs,   nous  
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retrouvons   l’exposition  à   l’hypoxie  chronique,  mais  aussi   l’exposition  à  certaines  drogues  et  

toxines  qui  ont  été  classifiées  en  2015  en  trois  grandes  catégories  :  les  substances  ayant  un  

rôle   défini   dans   la   prédisposition   à   l’HTAP,   des   substances   apparemment   liées   au  

développement  de   la  maladie  et  des  substances  possiblement   impliquées  dans   la  survenue  

de   cette   condition   pathologique.   La   liste   de   ces   trois   catégories   de   substances   est  

synthétisée  dans  la  Figure  5.  

Prouvée   Probable   Possible  
.  Aminorex  
.  Fenfluramine  
.  Dexfenfluramine  
.  Huile  de  colza  toxique  
.  Benfluorex  
.  Inhibiteurs  sélectifs  de  la  
recapture  de  la  sérotonine 

.  Amphétamines  

.  Dasatinib  

.  L-­tryptophane  

.  Metamphétamines  

.  Cocaine  

.  Phénylpropanolamine  

.  Millepertuis  perforé  

.  Amphétaminiques  

.  Interféron  α/β  

.   Agents   alkylants  
antinéoplasiques  
(cyclophosphamide,   mytomicine  
C)  

  
FIGURE  5  :  Tableau  récapitulatif  des  drogues  et  toxines  impliquées  dans  l’HP  

  

5.3   Les  facteurs  infectieux  associés  au  développement  de  l’HTAP  
Le   lien   entre   infection   au   VIH   (ou   virus   de   l'immunodéficience   humaine)   et   l’HTAP  

remonte   aux   années   1980,   quand   le   premier   cas   d’un   homme   de   40   ans   présentant   le  

syndrome   d’immunodéficience   a   été   documenté   (Kim   and   Factor,   1987).   La   présentation  

clinique,  ainsi  que  les  aspects  histopathologiques  de  l’HTAP  liée  à  l’infection  au  VIH  n’ont  pas  

de  traits  spécifiques  par  rapport  à  l’HTAP  sporadique  (Butrous  et  al.  2015).  Les  expériences  

visant   à   localiser   le   virus   dans   le   lit   vasculaire   pulmonaire   par   différents   outils   comme   la  

microscopie   électronique,   l’immunohistochimie,   l’hybridation   in   situ   et   la   PCR,   n’ont   jamais  
apporté   la   preuve   d’un   rôle   pathobiologique   direct   du   virus   dans   le   remodelage   vasculaire  

pulmonaire   (Letvin   and   King,   1990),   (Chalifoux   et   al.   1992).   Toutefois,   plusieurs   indices  

indiquent   que   certaines   protéines   virales   comme   Tat   et   Nef   auraient   un   impact   sur  

l’homéostasie   endothéliale   (Liu   et   al.   2004;;   Rusnati   and   Presta,   2002).   La   protéine   Tat   («  

Trans-­Activator   of   Transcription   »)   est   un   stimulateur   de   la   transcription   des   gènes   viraux  
(spécialement   dans   les   lymphocytes   T   CD4   et   les   macrophages).   Cette   protéine   est  

détectable   dans   le   sang   et   peut   aussi   être   absorbée   par   des   cellules   non   directement  

infectées  par  le  virus,  comme  les  cellules  endothéliales  (Liu  et  al.  2004;;  Rusnati  and  Presta,  

2002).  Cette  protéine  peut  interagir  avec  des  molécules  de  surface  comme  le  VEGFR-­2  et  les  

intégrines.  In  vitro,  l’exposition  des  cellules  endothéliales  à  des  protéines  virales  comme  Tat  
et   gp-­120   aboutit   à   l’accumulation   cellulaire   du   facteur   hypoxia-­inducible   factor   (HIF)-­1α  
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(Porter  et  al.  2013)  et  de  PDGF-­B  (Humbert  et  al.  1998).  Ces  deux  facteurs  sont  connus  pour  

être  impliqués  dans  le  remodelage  vasculaire  au  cours  de  l’HTAP.  La  protéine  virale  Nef  est  

aussi  impliquée  dans  la  pathobiologie  des  lésions  vasculaires.  En  effet,  cette  molécule  qui  a  

un  rôle  critique  dans  le  cycle  réplicatif  du  virus,  serait  capable  d’influencer  la  prolifération  des  

cellules  endothéliales  (Marecki  et  al.  2005).  La  protéine  gp-­120  peut  aussi  induire  l’apoptose  

des  cellules  endothéliales  et  influencer  la  sécrétion  du  vasoconstricteur  Endothéline-­1  (ET-­1)  

(Kanmogne  et  al.  2005).  Par  ailleurs,   les  effets  néfastes  de  ces  protéines  sur   l’homéostasie  

des  cellules  endothéliales  peuvent  aussi  être  amplifiés  par   l’utilisation  de  certaines  drogues  

(comme  la  morphine,   l’héroïne  ou   la  cocaïne).  Enfin,   le  rôle  des  molécules  utilisées  dans   le  

traitement  de  l’infection  sur  la  prévalence  et  le  pronostic  de  l’HTAPh  secondaire  à  l’infection  

VIH  reste  très  controversé  (Degano  et  al.  2010).    

En   plus   des   infections   au   VIH,   des   cas   d’HTAP   associés   à   des   infections   parasitaires  

comme   la   schistosomiase  sont  bien  connus.  En  effet,   la   schistosomiase  constitue   l’une  des  

premières   causes   d’HP   dans   le   monde.   Selon   la   dernière   classification   (Nice   2013),   l’HP  

associée  à  cette  pathologie  infectieuse  a  été  placée  dans  le  Groupe  1  des  HP  (Simonneau  et  

al.   2013).   Cette   pathologie   est   provoquée   par   le   parasite   Schistosoma,   un   ver   plat  
appartenant   à   la   classe   des   Trematoda,   endémique   dans   52   pays.   L’espèce   infectant   plus  
fréquemment   l’homme   est   Schistosoma   mansoni.   A   travers   les   lésions   cutanées,   le  
schistosome  pénètre  dans  le  système  circulatoire  et  atteint  le  système  vasculaire  pulmonaire,  

où  il  provoque  une  réaction  immunitaire  d’hypersensibilité,  cliniquement  caractérisée  par  de  

la   fièvre,   une   toux,   des   sueurs   et   une   éosinophilie,   appelée   «  fièvre   de   Katayama  ».   Ce  

syndrome   régresse   spontanément   dans   4-­6   semaines,   une   fois   que   le   parasite   atteint   la  

forme   de   ver   adulte.   Puis,   le   parasite   diffuse   par   le   système   circulatoire   dans   différents  

organes,  où  il  dépose  des  œufs.  Ces  derniers  sont  responsables  d’une  réaction  immunitaire  

vigoureuse,   caractérisée   morphologiquement   par   la   formation   de   granulomes,   incorporant  

des  macrophages,  des  éosinophiles,  des   fibroblastes  et  des   lymphocytes  T  CD4+  Th2.   Les  

granulomes  deviennent  progressivement   fibreux   formant  des  cicatrices  qui  persistent  après  

l’élimination   des  œufs.   Parmi   les   sujets   infectés,   une   proportion   variable   entre   10   à   20%  

développe  une  HP.    
  

5.4   Les  lésions  anatomopathologiques  de  l’HTAP    
5.4.1   Le remodelage artériel de la circulation pulmonaire dans l’HTAP 

L’HTAP  est  caractérisée  par  des  lésions  artérielles  obstructives  des  artères  pulmonaires  

pré-­  et  intra-­acinaires.  D’un  point  de  vue  morphologique,  ces  lésions  sont  constituées  par  un  

épaississement  des  différentes  couches  constituant   la  paroi  artérielle   :   l’intima,   la  média  et  
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l’adventice   (Figure   6).   L’intima   artérielle   est   épaissie   de   façon   concentrique   laminaire   ou  
concentrique  non  laminaire  (Figures  7A  et  7B)  avec  différents  degrés  de  fibrose.  La  densité  
cellulaire   est   aussi   variable   et   représentée   par   des   fibroblastes,   des   myofibroblastes,   des  

cellules  musculaires  lisses  et  des  cellules  inflammatoires.  Cette  accumulation  de  cellules  et  de  

composés  matriciels  aboutit  à  un  rétrécissement  progressif  de  la  lumière  vasculaire  donnant  

lieu   à   des   lésions   artérielles   obstructives   ou   sub-­obstructives   (Pietra   et   al.   2004).   La  

migration  et   la  prolifération  excessives  de  cellules  musculaires   lisses  de   la  média  artérielle,  

de   cellules   endothéliales,   ainsi   qu’un   recrutement   de   certaines   cellules   progénitrices  

circulantes  seraient   impliquées  dans   le  développement  de   l’épaississement   intimal  (Yi  et  al.  

2000).   Les   cellules   endothéliales   auraient   la   capacité   de   se   différencier   en   cellules  

musculaires  lisses  à  travers  un  processus  de  transdifférenciation  cellulaire  appelé  «  transition  

endothélio-­mésenchymateuse   »   ou   Endo-­MT   (Arciniegas   et   al.   2007).   Des   analyses   en  

microscopie   confocale   ont   confirmé   que   certaines   cellules   endothéliales   acquièrent  

l’expression   de   CD133,   de   c-­kit,   de   SFT1   et   de   CXCR4   dans   les   tissus   pulmonaires   des  

patients  HTAPi    et  HTAPh  (Asosingh  et  al.  2008).  Ce  processus  d’Endo-­MT  pourrait  avoir  un  

rôle   important   dans   la   formation   des   lésions   néointimales.   Néanmoins,   des   études  

complémentaires  sont  nécessaires  pour  savoir  s’il  s’agit  d’un  phénomène  causal  à  l’occlusion  

vasculaire  dans  l’HTAP  ou  d’un  phénomène  secondaire  à  l’environnement  vasculaire  (incluant  

la   présence   d’infiltrat   inflammatoire,   la   libération   de   TGF-­b   et   d’autres   facteurs   de  

croissance).   Récemment,   notre   équipe   a   pu   mettre   en   évidence   que   certaines   cellules  

endothéliales  acquièrent  un  phénotype  moins  différencié,  caractérisé  par  une  augmentation  

de  l’expression  de  l’actine  musculaire  lisse  (a-­SMA)  (Ranchoux  et  al.,  2015).    

  

La   contribution   de   l’inflammation   dans   la   pathogenèse   des   altérations   structurelles  

artérielles   a   été   extensivement   étudiée.   Les   artères   pulmonaires   remodelées   sont   souvent  

associées  à   la  présence  d’infiltrats   inflammatoires  plus  ou  moins   importants   (Huertas  et  al.  

2014,    Pietra  et  al.  2004,    Rabinovitch  et  al.  2014)  (Figure  7C),  constitués  de  lymphocytes  
B,   T,   de   cellules   dendritiques,   de  mastocytes   et   de  macrophages   (Nicolls   et   al.   2005).   La  

sécrétion   accrue   de   diverses   cytokines   et   chimiokines   [dont   la   fractalkine,   aussi   appelée  

CX3CL1,   RANTES   aussi   appelée   CCL5,   CCL2   aussi   appelée   «  monocyte   chemoattractant  
protein   1  »   (MCP-­1)]   dans   les   poumons   HTAP   a   été   documentée   dans   différentes   études  
(Balabanian   et   al.   2002,   Dorfmuller   et   al.   2002,   Tuder   and   Voelkel,   2002).   Elles  

contribueraient  à   l’entretien  et   l’amplification  de  l’inflammation,  mais  aussi  à   la  prolifération  

des   cellules   endothéliales   et   musculaires   lisses   artérielles   (Hassoun   et   al.   2009).   Par  

exemple,  CCL5,  qui  est  un  puissant  chemioattractant  des  monocytes  et  des   lymphocytes  T  
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serait  capable  d’induire  l’enzyme  1  de  conversion  d’ET-­1,  influençant  ainsi  le  tonus  vasculaire  

et   la   prolifération   cellulaire   (Dorfmuller   et   al.   2002).   Des   similitudes   biologiques   entre   les  

patients   souffrant   d’HTAP   et   les   patients   affectés   par   des   désordres   immunitaires   ont   été  

recensés.   Une   proportion   de   patients   HTAP   présente   des   auto-­anticorps   circulants   dirigés  

contre  plusieurs  constituants  de   la  paroi  artérielle,  comme   les  anticorps  anti-­noyaux  et  des  

niveaux   élevées   de   cytokines   pro-­inflammatoires   comme   l’IL-­1   et   l’IL-­6   (Humbert   et   al.,  

1995).  Certains  de  ces  auto-­anticorps  peuvent  influencer  certaines  fonctions  cellulaires  et/ou  

vasculaires   en   favorisant   la   vasoconstriction   (Cohen-­Kaminsky   et   al.   2014,   Huertas   et   al.  

2015,  Rabinovitch  et  al.  2014).  Une  inhibition  fonctionnelle  des  lymphocytes  T  régulateurs  a  

été  constatée  dans  le  sang  circulant  et  le  tissu  pulmonaire  de  patients  avec  HTAPi  (Huertas  

et  al.  2014,  Huertas  et  al.  2015,  Rabinovitch  et  al.  2014).  

Les   lésions   artérielles   de   type   excentrique   (Figure   7D)   sont   constituées  
majoritairement  par  une  accumulation  intimale  de  fibroblastes  et  de  matrice  conjonctive  qui  

s’organise   de  manière   irrégulière   comme   illustrée.  Ce   type  de   lésions   vasculaires   n’est   par  

ailleurs   plus   considéré   comme   diagnostique   des   lésions   artérielles   post-­emboliques,  

puisqu’une   prolifération   localisée   de   fibroblastes   intimaux   peut   se   produire   sous   différents  

désordres   hémodynamiques   (Pietra   et   al.   2004).   Enfin,   les   lésions   angiomatoïdes   (ou   de  

dilatation  vasculaire)  sont  des  lésions  artérielles  caractérisées  par  une  dilatation  tortueuse  de  

la   lumière   vasculaire   (Figure   3E)   et   sont   usuellement   localisées   en   distalité   d’une   lésion  

pléxiforme.   Ces   lésions   peuvent   être   le   siège   de   phénomènes   hémorragiques   et   d’une  

organisation  fibreuse.  

L’épaississement   de   la  média   des   artères   pulmonaires   pré-­   et   intra-­acinaires   (artères  

dont   le   calibre   varie   entre   70   et   500   µm)   a   été   attribué   en   partie   à   la   prolifération   et  

migration  excessive  de  cellules  musculaires   lisses  existantes  ainsi  qu’à   leur  différenciation  à  

partir  de  cellules  progénitrices   (Davie  et  al.,  2004  ;;  Ricard  et  al.,  2014  ;;  Guignabert  et  al.,  
2015)   (figure   7E).   Parmi   les   facteurs   biologiques   potentiellement   impliqués   dans  
l’épaississement  de  la  média  artérielle,  on  retrouve  les  altérations  de  la  voie  de  signalisation  

BMPRII,  la  surexpression  de  la  sérotonine  et  de  ses  récepteurs  et  transporteur  (SERT  ou  5-­

HTT),   l’augmentation   de   l’expression   de   certaines   métalloprotéinases   de   la   matrice   (ou  

MMP),   les   facteurs  de  croissance  comme   le  «  platelet-­derived  growth   factor  »  (PDGF)  et   le  
«  fibroblast   growth   factor  2  »      FGF-­2,   ainsi   que   les   altérations   fonctionnelles   des   canaux  
potassiques.  

Le  rôle  de  la  mutation  BMPR2  sur  le  remodelage  vasculaire  sera  discuté  en  détail  dans  
un  chapitre  dédié  ultérieurement  et  a  fait  l’objet  du  troisième  travail  de  cette  thèse.    

La  sérotonine  pénètre  dans  le  cytoplasme  des  cellules  musculaires  lisses  vasculaires  à  
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travers   l’incorporation   de   son   transporteur   membranaire   5-­HTT   ou   à   la   suite   de   son  

interaction   avec   ses   récepteurs   spécifiques   (5-­HT1B  5-­HT2,   5-­HT7  et   5-­HT2B),   promeut   la  

vasoconstriction  et   la  prolifération  cellulaire  (Launay  et  al.  2002).  Les  cellules  endothéliales  

des  artères  pulmonaires  de  patients  HTAPi   sont  une   source  de   sérotonine   tout   comme   les  

plaquettes  et   les  cellules  entérochromaffines  du  tube  digestif  (Eddahibi  et  al.  2001).  Le  fait  

que  les  cellules  endothéliales  pulmonaires  produisent  de  manière  excessive  de  la  sérotonine  

est   d’une   importance   toute   particulière   puisque   les   cellules   musculaires   lisses   d’artère  

pulmonaire   présentent   des   niveaux   protéiques   anormalement   élevés   de   5-­HTT   et   de  

récepteur  5-­HT2B  (Eddahibi  et  al.  200,  Launay  et  al.  2002).  Enfin,  il  est  aussi  démontré  que  

la  production  de  divers  composés  de   la  matrice  extracellulaire  est  aussi  augmentée  dans   la  

média  des  artères  pulmonaires  des  patients  HTAP  (Guignabert  et  al.,  2015).  En  particulier,  il  

est  connu  que  la  synthèse  de  la  glycoprotéine  ténascine  est  fortement  exprimée  dans  l’intima  

et   la  média   des   artères   pulmonaires   remodelées.   Par   ailleurs,   certaines  métalloprotéinases  

matricielles  (MMP)  (comme  la  MMP-­2  et  la  MMP-­14)  sont  aussi  surexprimées  au  niveau  des  

artères  pulmonaires  remodelées  (Lepetit  H  et  al.  Eur  Respir  J  2005).  Différents   facteurs  de  

croissance   comme   le   FGF-­2,   le   PDGF,   l’EGF   («  epidermal   growth   factor  »)   et   le   VEGF  
(«  vascular   endothelial   growth   factor  »)   sont   aussi   impliqués   dans   la   prolifération   et   la  
migration   de   cellules   vasculaires   comme   les   cellules   musculaires   lisses   des   artères   HTAP  

(Humbert  et  al.,  1998;;  Merklinger  et  al.,  2005;;  Sakao  et  al.,  2007;;  Schermuly  et  al.,  2005).  

Le   VEGF   et   son   récepteur   KDR   ainsi   que   le   facteur   HIF-­1α   sont   exprimés   à   des   niveaux  

élevés  dans  les  cellules  endothéliales  et  les  lésions  plexiformes  (Cool  et  al.,  1997).  Le  VEGF  

en  particulier  agit  non  seulement  comme  puissant  facteur  angiogénique,  mais  influence  aussi  

la  perméabilité  vasculaire  et  la  réponse  inflammatoire.  Le  PDGF  est  synthétisé  par  différents  

types   cellulaires   comme   les   cellules   musculaires   lisses,   les   cellules   endothéliales   et   les  

macrophages   alvéolaires.   Ce   facteur   de   croissance   est   impliqué   dans   la   prolifération   et   la  

migration  de  cellules  musculaires   lisses,  de   fibroblastes  et  de  myofibroblastes  dans   l’HTAP.  

Le   PDGF-­A,   PDGF-­B,   PDGF-­Rα   et   PDGF-­Rβ   sont   également   exprimés   à   des   niveaux  

anormalement   élevés   dans   les   lésions   artérielles   de   sujets   avec   HTAPi   (Tu   et   al.,   2012),  

(Perros  et  al.,  2008),  (Schermuly  et  al.,  2005).  C’est  pourquoi  à  la  vue  de  tous  ces  processus  

biologiques,  il  devient  de  plus  en  plus  clair  que  le  remodelage  vasculaire  se  produisant  dans  

l’HTAP   soit   associée   à   un   phénotype   cellulaire   caractérisé   par   l’hyperprolifération   et   la  

résistance  à  l’apoptose  des  cellules  musculaires  lisses  et  endothéliales  (Eddahibi  et  al.,  2001;;  

2006;;  Guignabert   et   al.,   2006;;  Masri   et   al.,   2007;;  McMurtry   et   al.,   2005;;   Tu   et   al.,   2012;;  

2011).  

Enfin,  l’analyse  détaillée  de  l’adventice  de  ces  différentes  lésions  vasculaires  associées  
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à   l’HTAP   révèle   également   que   cette   couche   interstitielle   est   également   anormalement  

épaissie  par  une  fibrose  hyaline.  Cet  épaississement  interstitiel  est  d’ailleurs  particulièrement  

remarquable   dans   l’HP   du   nouveau-­né   (Stenmark   et   al.,   2006).   Selon   des   hypothèses  

récentes  l’adventice  ne  se  limiterait  pas  à  une  fonction  structurelle,  mais  elle  aurait  plutôt  un  

rôle  «  dynamique  »  vis-­à-­vis  de   la  régulation  du  flux  sanguin.  Elle  serait  aussi  sensible  aux  

modifications  de  pression  et  à  l’hypoxie  chronique  et  son  degré  de  rigidité  influencerait  aussi  

l’homéostasie  cellulaire.    De  plus,  des  études  récentes  soulignent  aussi  que  les  fibrocytes  et  

fibroblastes  ainsi  que  leur  progéniteurs  résidents,  constitueraient  dans  l’adventice  un  «  pool  
»   hétérogène   de   cellules   potentiellement   impliquées   dans   le   remodelage   vasculaire  

pulmonaire   (Dierick   et   al.,   2016;;   Ricard   et   al.,   2014;;   Stenmark   et   al.,   2006;;   Yuan   et   al.,  

2015).  

  

FIGURE  6  :   Schéma   et   exemples   concrets   des   différentes   lésions   vasculaires   pulmonaires  
typiques   de   l’HTAP  :   A)   La   formation   de   novo   de   structures   lymphoïdes,   aussi   appelées  
structures  lymphoïdes  tertiaires,  est  retrouvée  en  périphérie  de  certains  vaisseaux  avec  une  
dilatation   des   vaisseaux   lymphatiques.   De   plus,   des   infiltrations   péri-­vasculaires   plus   ou  
moins  marquées  de  cellules  immunitaires  sont  fréquemment  retrouvées.  B)  Une  hyperplasie  
de   la   média   liée   à   une   prolifération,   survie   et   migration   exagérées   des   CML   est   une  
caractéristique   commune   des   différentes   formes   d’HP.   Ces   phénomènes   sont   également  
impliqués   dans   la   néomuscularisation   des   artères   pré-­capilaires   normalement   non  
muscularisées.   De   plus,   des   phénomènes   de   fibrose   interstitielle   peuvent   être   également  
présents  dans  ces  lésions.  C)  Des  lésions  de  type  néo-­intimales    (avec  sclérose  laminaire  ou  
non)   sont   également   fréquement   retrouvées   avec   des   dépôts   matritiels   plus   ou   moins  
importants.  Ces  types  de  lésions  sont  rès  souvent  associés  à  une  hypertrophie  de  la  média  et  
des   infitrats  périvasculaires  de   cellules   inflammatoires.  D)  Des   lésions  pléxiformes  peuvent  
être   observées.   Ces   lésions   sont   caractérisées   par   une   prolifération   exagérée   des   CE  
pulmonaires  (Guignabert  and  Dorfmüller.  2013).  
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FIGURE  7A  :  Artère  pulmonaire  avec  lésion  occlusive  laminaire  concentrique  
  
  
  

  
  

FIGURE  7B  :  Artère  pulmonaire  avec  lesion  occlusive  concentrique  non  laminaire  
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FIGURE  7C  :  Artère  avec  infiltrat  inflammatoire  mononucléé  intimal  et    
remodelage  de  la  media  

  
  
  

  
  

FIGURE  7D  :  Artère  avec  épaississement  intimal  excentrique  sub-­occlusif  
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FIGURE  7E  :  Remodelage  artériel  avec  épaississement  médial  prédominant  

  
    
Les   lésions  plexiformes  sont  observées  dans   l’HTAPi,   l’HTAPh  et  dans   l’HTAP  associée  

aux  malformations  cardiaques  avec  shunt  gauche-­droit  ou  dans  de  rares  cas  d’hypertension  

portale  et  dans  les  poumons  de  sujets  avec  HTAP  associée  à  l’usage  d’anorexigène  de  type  

fenfluramine   ou   dérivés   (Pietra   et   al.,   2004).   Ces   lésions   sont   constituées   d’une   collection  

d’aspects   souvent   nodulaire   de   canaux   à   bordure   endothéliale,   délimités   par   un   tissu  

conjonctif   riche   en   fibroblastes,   myofibroblastes,   péricytes   et   avec   une   accumulation   de  

composés  de  la  matrice  extracellulaire  (Figure  3F,  3G).  Les  lésions  plexiformes  sont  visibles  
au  niveau  des  points  de  division  des  artères  pulmonaires  pré-­  et   intra-­acinaires  ou  bien  au  

niveau  de  l’origine  des  artères  surnuméraires  (Stewart  and  Rassl,  2009).  Ces  lésions  peuvent  

être  entièrement  ou  partiellement   incorporées  au  sein  de  la  paroi  artérielle,  qui  peut  être  à  

ce  niveau  déstructurée.  Le  mécanisme  physiopathologique  amenant  au  développement  des  

lésions  plexiformes  reste  encore  objet  de  discussion.  En  effet,  l’équipe  du  Professeur  Liebow  

considère   les   lésions   plexiformes   comme   l’expression   morphologique   de   phénomènes  

d’angiogenèse,   mettant   en   relation   la   circulation   bronchique   et   la   circulation   pulmonaire  

(Jamison  and  Michel,  1995;;  LIEBOW,  1959).  D’autres  hypothèses  sur  l’origine  de  ces  lésions  

particulières  ont  été  proposées  par   le  Professeur  Wagentvoort   (Wagenvoort,  1970a).  Selon  

cet   auteur,   les   lésions   plexiformes   pourraient   représenter   une   réponse   proliférative   à   un  

dommage   vasculaire   produit   à   la   suite   d’un   état   vasoconstrictif   persistant   (Wagenvoort,  

1970b).  Des  études  plus  récentes  ont  mis  en  évidence  que   l’expression  du  VEGF  et  de  ses  

deux  récepteurs  (KDR  et  FLT),  ainsi  que  des  facteurs  induits  par  l’hypoxie  (HIF-­1α  et  β)  dans  
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ces   structures   sont   le   résultat  d’un  processus  altéré  d’angiogenèse.   L’absence  d’expression  

des   récepteurs  1  et  2  du  TGF-­β   (TGF-­βR1  et  TGF-­βR2)  et  des  molécules  Smad  2,  3  et  du  

complexe   Smad   1/5/8   conduit   à   la   conclusion   que   ces   voies   de   signalisation   ne   sont   pas  

fonctionnelles   dans   les   cellules   constitutives   des   lésions   plexiformes   (Richter   et   al.,   2004).  

L’altération   de   ces   voies   de   signalisation   conduirait   donc   à   un   phénotype   cellulaire   «  

réfractaire   »   à   l’apoptose.   Malgré   les   discussions   sur   leur   origine   et   sur   les   mécanismes  

biologiques   impliqués   dans   leur   formation,   les   lésions   plexiformes   sont   des   structures  

morphologiques   particulières   à   l’HTAP   et   semblent   témoigner   de   la   sévérité   et   de   la  

progression   de   la  maladie   bien   que   des   études   complémentaires   soient   encore   nécessaire  

pour  asseoir  cet  élément  (Stewart  and  Rassl,  2009).  

  

  
  

FIGURE  7F  :  Lésion  plexiforme  parenchymateuse  
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FIGURE  7G  :  Lésion  plexiforme  à  proximité  d’une  artère  remodelée  
  

5.4.2   Le remodelage veineux de la circulation pulmonaire dans l’HTAP 

Le   système   veineux   du   poumon   joue   également   un   rôle   non   négligeable   dans   la  

pathogenèse   de   l’HP   post   capillaire,   comme   dans   la   maladie   veino-­occlusive,  

l’hémangiomatose  capillaire  et  les  dysfonctions  du  cœur  gauche.  En  effet,  la  maladie  veino-­

occlusive   est   caractérisée   par   des   lésions   veineuses   obstructives,   constituées   d’un   tissu  

fibreux  peu  cellulaire  adhérant  à  l’intima  veineuse.  Les  veines  des  septa  interlobulaires  sont  
épaissies  par  des  phénomènes  de  muscularisation  de  la  paroi  veineuse.  Ces  modifications  du  

lit   veineux   s’accompagnent   de   multiples   foyers   d’hémangiomatose   capillaire   et   les   artères  

pulmonaires  peuvent  montrer  aussi  un  épaississement  pariétal,  sans  lésion  plexiforme  (Pietra  

et  al.,  2004).  

  

6.  L’hypertension   pulmonaire   associée   à   la   maladie  
thromboembolique  chronique  (HPPE)  :  
L’hypertension  pulmonaire  post  embolique  (HPPE  -­  Groupe  4  de  la  classification  clinique  

des  HP)  est  le  résultat  d’une  obstruction  des  artères  pulmonaires  de  grand  et  moyen  calibre.  

Une   telle   obstruction   peut   être   secondaire   à   un   unique   ou   plusieurs   épisodes  
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thromboemboliques   successifs   (Hoeper   et   al.,   2007)   se   produisant   dans   des   sites   de  

thrombose  veineuse   (Peacock  et  al.,  2007).  Bien  que  ce  mécanisme  soit   considéré  comme  

l’explication  physiopathologique  communément  acceptée,  l’hypothèse  que  l’HPPE  puisse  être  

secondaire   à   une   thrombose   se   produisant   dans   les   artères   pulmonaires   intra-­

parenchymateuses  a  été  aussi  suggérée  (Peacock  et  al.,  2007).  Ainsi,  ce  processus  pourrait  

expliquer   l’absence   d’histoire   d’embolie   pulmonaire   dans   une   proportion   importante,   allant  

jusqu’à  63%,  de  patients  souffrant  de  HPPE.  L’incidence  de  cette   forme  particulière  d’HP  a  

été  estimée  entre  0.5  et  2%  des  patients  ayant  eu  une  embolie  pulmonaire   (Fedullo  et  al.  

2001).   L’histoire  évolutive  de   la  maladie  est  difficile   à   caractériser,   puisque   le   temps  entre  

l’évènement   thrombotique   initial   et   l’apparition   des   symptômes   liés   à   l’hypertension  

pulmonaire   est   extrêmement   variable,   pouvant   aller   de   quelques   mois   à   des   années  

(Manecke  et  al.  2005).  Par  ailleurs,  la  présentation  clinique  est,  au  début,  souvent  insidieuse,  

avec   une   sensation   de   fatigue   et   un   essoufflement.   Par   conséquence,   le   diagnostic   est  

affirmé   à   une   phase   évoluée   de   la   maladie,   marquée   par   une   dyspnée   sévère  

s’accompagnant  de  signes  d’insuffisance  ventriculaire  droite.  Le  diagnostic  d’  HPPE  est  fondé  

sur   la   présence   d’une  HP   pré-­capillaire   (PAPm  ≥   25  mmHg,   pression   artérielle   pulmonaire  

d'occlusion   (PAPO)  ≤   15  mmHg   et   résistance   vasculaire   pulmonaire   (RVP>   2  Wood  Unit),  

chez   des   patients   ayant   de   multiples   lésions   thrombotiques   occlusives   des   artères  

pulmonaires  principales,  ou  lobaires,  ou  segmentaires  ou  sous  segmentaires.  
  

6.1.1   Les facteurs de risque associés au développement de l’ HPPE 

Les   facteurs   de   risque   associés   au   développement   de   l’HPPE   sont   la   présence   d’une  

communication   ventriculo-­auriculaire,   une   infection   de   pacemaker   et   la   splénectomie  

(Bonderman  et  al,  2005).  Les  maladies   inflammatoires  chroniques  comme   l’ostéomyélite  et  

les   maladies   inflammatoires   intestinales,   sont   aussi   associées   à   un   risque   accru   d’HPPE  

(Bonderman   et   al,   2005).   Par   ailleurs,   des   épisodes   précédents   d’embolie   pulmonaire,   un  

défaut   de   perfusion   sévère   et   l’embolie   pulmonaire   idiopathique,   représentent   aussi   des  

facteurs  associés  avec  un  risque  plus  élevé  de  HPPE  (Pengo  et  al.  2016).  Les  anticorps  anti-­

phospholipides   constituent   l’anomalie   biologique   plus   fréquemment   rencontrée   chez   les  

patients   avec   HPPE.   Par   ailleurs,   la   littérature   récente   a   aussi   documentée   l’élévation   du  

facteur   plasmatique   VIII   dans   cette   population   de   patients   (Bonderman   et   al,   2003).  

Néanmoins,  aucune  corrélation  entre  le  déficit  d’antithrombine,  de  protéine  C,  de  protéine  S  

ou   de   facteur   V   de   Leiden   et   le   risque   de   développer   une   HPPE   n’a   pu   être   documentée  

(Wolf  et  al.,  2000).  

Le  degré  d’activité  fibrinolytique  peut  aussi  contribuer  à  expliquer  le  développement  de  
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la  maladie   après   un   épisode   aigüe   d’embolie   pulmonaire.   En   effet,   l’étude   des   altérations  

génétiques   responsables  de   variations  de   la   structure  du   fibrinogène  a  permis  d’évaluér   la  

prévalence   de   dysfibrinogénémie   chez   15%   des   patients   HPPE   (Morris   et   al.,   2009).  

Néanmoins,  une  des  limites  de  cette  étude  est  que  la  prévalence  de  dysfibrinogénémie  dans  

la  population  générale  n’est  pas  connue.    
  

6.1.2   Les stratégies thérapeutiques de l’ HPPE 

La   maladie   thromboembolique   chronique   produit,   au   niveau   des   parois   des   artères  

pulmonaires,   un   épaississement   anormal   avec   présence   de   lésions   murales   fibreuses,  

partiellement  occlusives.  Les  aspects  tomodensitométriques  de  la  maladie  thromboembolique  

chronique   sont   caractérisés   par   la   dilatation   des   artères   pulmonaires   centrales,  

l’élargissement  du  myocarde  ventriculaire  droit,   la  présence  de  matériel   thromboembolique  

intraluminal,   la   dilatation   des   artères   bronchiques   et   des   opacités   parenchymateuse  

pulmonaires  d’origine  ischémique.  L’endartériectomie  pulmonaire  constitue  un  traitement  de  

choix   pour   les   patients   avec   HPPE   (Lang,   2009).   L’évaluation   scanographique   thoracique  

constitue  un  moyen   fondamental   pour   la  décision  opératoire,   puisque   cette   condition  n’est  

pas   jugée   opérable   dans   20-­40%   des   patients,   en   raison   de   la   distalité   des   lésions  

vasculaires  ou/et  de  facteurs  de  comorbidité  (Lang,  2009).    

A   l’état  actuel,   le  Riociguat  est   le  seul  médicament  approuvé  pour   la  prise  en  charge  

pharmacologique   des   patients   avec   HPPE.   Des   médicaments   aux   effets   vasodilatateurs   et  

antiprolifératifs,   ainsi   que   des   facteurs   de   croissance   sont   à   l’étude   dans   cette   pathologie  

(Kim  et  al.  2010  ;;  Ghofrani  et  al.  2009).  
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L’identification   des   BMP   a   été   réalisée   à   travers   les   travaux   du   Professeur   Marshall  

Urist,   un   chirurgien   orthopédique   qui   avait   identifié   un   complexe   protéique   inter   fibrillaire  

dans   le   tissu   osseux   déminéralisé   de   lapin   dans   les   années   1960.   Ce   complexe   protéique  

s’est  révélé  capable  d’induire  la  formation  de  tissu  osseux  ectopique  chez  le  rat.  En  vertu  de  

cette   capacité   le   Professeur   Urist   nomma   ce   complexe   protéique   «   bone   morphogenetic  
protein  »  pour  protéine  morphogénétique  osseuse  (Urist  and  Strates,  1971).  Cette  substance  
a   pu   être   purifiée   et   clonée   en   1988.   Les   études   successives   ont   montré   que   l’activité  

d’induction  de   la   formation  de  tissu  osseux  était  dûe  à  plusieurs   types  de  protéines   faisant  

partie  de  la  même  famille  (Wozney  et  al.,  1988).    

7.  La  voie  de  signalisation  des  BMP  
  

La  famille  des  ligands  BMP  incorpore  environ  une  vingtaine  de  molécules,  qui  peuvent  

être   regroupées  en   fonction  du  degré  d’homologie  des  séquences  d’acides  aminés  et  selon  

l’affinité   pour   des   récepteurs   spécifiques.   On   identifie   ainsi   le   groupe   des   BMP2   et   4,   le  

groupe   des   BMP5,   6,   7,   8a   et   8b,   le   groupe   BMP9   [connu   aussi   comme   «  growth  
differentiation   factor   2  »   (GDF2)]   BMP10,   le   groupe   BMP12/GDF7,   BMP13/GDF6,  
BMP14/GDF5,   le   groupe   BMP15/GDF9b,   GDF9   et   le   groupe   BMP3/ostéogénine,  

BMP3b/GFD10   (Katagiri   et   al.   2016).      Toutes   ces   protéines   montrent   des   séquences  

géniques   hautement   conservées   au   sein   de   plusieurs   espèces   animales   (Dereeper   et   al.  

2008).  La  stimulation  par  les  protéines  BMP  coordonne  différentes  étapes  du  développement,  

de   la   morphogénèse   tissulaire   et   de   la   différenciation   cellulaire   (Huminiecki   et   al.   2009;;  

Tuazon   and   Mullins,   2015).   Pour   la   majorité   des   BMP,   le   clivage   protéolytique   du   pro-­

domaine   par   des   protéases   à   sérine  est   une   étape   fondamentale   avant   la   sécrétion   sous  

forme  mature  (BenHaim  et  al.  2006).  Une  fois  sécrétée,  les  formes  matures  de  BMP  peuvent  

former   des   dimères   avec   d’autres   molécules   BMP   matures   (Nelsen   et   al.   2009).   A   titre  

d’exemple,   les  hétérodimères  BMP2/7  et  BMP4/7  ont  un   rôle   important  dans   l’induction  du  

mésoderme  et  la  différenciation  des  cellules  de  la  moelle  osseuse  respectivement  (Suzuki  et  

al.   1997;;   Yuan   et   al.   2011).   La   plupart   des   BMP   exerce   une   activité   paracrine,   même,   si  

certains  ligands  comme  le  BMP9,  peuvent  circuler  et  avoir  des  effets  systémiques  (Egerman  

et  al.  2015;;  Loffredo  et  al.  2013;;  Smith  et  al.  2015).  

La  signalisation  des  BMP  se  produit  via  l’interaction  à  un  complexe  de  molécules  réceptrices  

de   membrane,   constitué   de   deux   hétérodimères.   Ce   dernier   incorpore   deux   récepteurs  

faisant  partie  du  groupe  des  récepteurs  des  BMP  de  type  I  et  de  deux  récepteurs  des  BMP  de  

type      II   (Lowery   et   al.   2010).   A   la   suite   de   l’interaction   du   ligand  BMP  avec   son   respectif  



  37  

récepteur,  le  récepteur  de  type  I  phosphoryle  le  complexe  moléculaire  dénommé  Smad1/5/8  

au  niveau  des  motifs  S-­S-­X-­S  à  l’extrémité  carboxy-­términale.  Deux  complexes  phosphorylés  

Smad1/5/8  se  combinent  avec  la  molécule  Smad4  et  migrent  dans  le  noyau  cellulaire,  où  se  

lient   avec   différents   facteurs   transcriptionnels   comme   p300,   Runx2,   GCN5,   SnoN,   Tob   et  

SIP1.  La  voie  de  signalisation  BMP  via  le  complexe  Smad1/5/8  est  illustrée  dans  la  figure  8.  

  

  
FIGURE  8  :  Schéma  illustrant  la  voie  de  signalisation  BMPRII  Smad-­dépendante.  

  
  

Les   BMP   peuvent   aussi   activer   des   molécules   intracellulaires   d’autres   voies   de  

signalisation,  comme  les  MAPKs  («  mitogen-­activated  protein  kinases  »),  JNK  («  c-­jun  amino  
terminal   kinase  »),   PI3K   («  phosphoinositol-­3   kinase  »),   Akt   et   les   «  small   GTPases  »  
(Derynck  et  al.  2003).  L’activation  de  ces  voies  de  signalisation  coopère  avec   la  voie  Smad  

dépendante  à  la  modulation  de  diverses  réponses  cellulaires.    

La   modulation   de   la   signalisation   des   BMP   se   produit   à   travers   des   corécepteurs,  

comme  l’endogline,  qui  est  fortement  exprimée  par  les  cellules  endothéliales  (Paauwe  et  al.  

2013)   ou   le   «  activin   membrane   bound   inhibitor  »   (BAMBI)   et   par   des   protéines  
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extracellulaires  comme  la  molécule  BMPER  («  BMP-­binding  endothelial  cell  precursor-­derived  
regulator  »)   (Moser   et   al.   2003),   les   facteurs   «  noggin  »,   «  gremlin-­1  »,   «  chordin  »   et    
«  follistatin  »  (Brazil  et  al.  2015,  Kameda  et  al.  1999,  Pereira  et  al.  2000).  
Par   ailleurs,   différentes   voies   de   signalisation   comme   la   voie   Notch,   WNT,   Hippo,   FGF   et  

VEGF  influencent  la  réponse  cellulaire  à  la  stimulation  par  les  ligands  de  la  famille  des  BMP  

(Itoh  et   al   2004,   Li   et   al.   2011,  Kashiwada  et   al.   2015,  Young  et   al.   2015,  Pi   et   al.   2012,  

Frank    et  al.  2005,  Wang  et  al.  2015).    

Les   BMP   ont   une   affinité   différente   pour   les   récepteurs.   En   particulier,   les   ligands  

BMP2/4   ont   une   affinité   haute   pour   les   récepteurs   de   type   I   ALK3   et   ALK6   et   peuvent  

interagir  avec   les  récepteurs  de  type  II  BMPRII,  ActRIIA  et  ActRIIB.  BMP2  et  BMP4  ont  un  

effet  pro-­angiogénique  (Lagenfeld  et  al.,  2004  ;;  Rothhammer  et  al.,  2007).  BMP4  promuet  la  

prolifération  et   la  migration  des  cellules  endothéliales  à  travers   les  voies  VEGFA/VEGFR2  et  

angiopoeitine-­1/Tie2   (Suzuki   et   al.   2008).   Deux   corécepteurs   RGMa,   RGMb   (connu   aussi  

comme  sous   l’acronyme  DRAGON)  et  RGMc  («   repulsive  guidance  molecule  »,  connu  aussi  
comme   hémojuvéline)   sont   capables   d’intensifier   le   signal   de   BMP-­2   et   BMP-­4.   Ils  

interagissent  avec  les  récepteurs  BMP  de  type  I  et  de  type  II  pour  améliorer  les  fixations  de  

BMP-­2  et  BMP-­4.  Les  ligands  BMP5/6/7  peuvent  interagir  avec  les  récepteurs  de  type  I  ALK3,  

ALK6   ou   ALK2.   BMP6   favorise   la   migration   et   l’agencement   en   structures   tubulaires   des  

cellules  endothéliales  aortiques  bovines  (Valdimardottir  et  al.,  2002).  Les  gènes  ciblés  par  la  

stimulation   BMP6   sont   représentés   par   ID1,   HEY,   BMPR2,   ENG   et   JAG1   (Morikawa   et   al.,  
2011),  qui  sont  aussi  régulés  par  BMP9.  Les   ligands  BMP9/10   interagissent  avec  une  haute  

affinité  au  récepteur  de  type  I  ALK1  (Brown  et  al.  2005,  David  et  al.  Blood  2007).  BMP9  et  

BMP10  peuvent  se   lier  aux   trois   récepteurs  de   type  II.  Ces   ligands  sont  d’un  grand   intérêt  

dans   le  processus  de  développement   vasculaire   car   ils  modulent   l’expression  de  nombreux  

gènes  impliqués  dans  le  remodelage  vasculaire  en  promouvant  l’expression  de  SMAD7,  ENG,  
BMPR2,  IL-­8,  E-­sélectine,  Endothéline-­1,  SDF-­1  («  stromal  derived  factor  1  »),  ALK3  et  ALK6  
et   en   diminuant   celle   d’Apéline,   qui   a   une   activité   pro-­angiogénique   (Upton   et   al.,   2009,  
David  et  al.,  2007  ;;  Park  et  al.,  2012  ;;  Rhodes  et  al.,  2015  ;;  Kim  et  al.,  2012).  L’endogline  est  

une  protéine  transmembranaire  co-­  réceptrice,  favorisant  la  signalisation  via  BMP-­9  ;;  elle  est  

exprimée  essentiellement  par  les  cellules  endothéliales  et  les  cellules  de  lignée  myéloïde.  Les  

mutations   du   gène   de   l’endogline   (ENG)   sont   connues   pour   être   responsables   de   la  
télangiectasie  hémorragique  héréditaire  (Barbara  et  al.,  1999;;McAllister  et  al.,  1994).  
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7.1   Gènes  cibles  des  BMP  
La   transcription   BMP   dépendante   intéresse   nombreux   gènes.   A   titre   d’exemple,   les  

gènes  dont  la  transcription  est  induite  par  le  ligand  BMP2  peuvent  être  catégorisés  en  gènes  

précoces   (dont   l’expression   est   identifiable   2h   après   la   stimulation   BMP),   en   gènes  

intermédiaires   (dont   l’expression   est   détectable   après   6   heures   de   stimulation)   et   gènes  

tardifs   dont   l’expression   se   manifeste   24   heures   après   la   stimulation.   Parmi   les   gènes  

précoces,   il   y   a      Id1-­3   (inhibitor   of   differentaition   1-­3),   OASIS,   Prx2,   TIEG   et   Snail.   Les  
inhibiteurs   de   différentiation   (Id)   constituent   l’un   des   groupes   principaux   de   gènes   induits  

par  les  BMP  dans  différents  types  cellulaires  (de  Jong  et  al.,  2004;;  Hayashi  et  al.,  2008;;  Ota  

et  al.,  2002).  Les  protéines  ID  correspondantes  agissent  comme  des  régulateurs  clés  dans  le  

développement,  empêchant   la  différenciation  prématurée  des  cellules  progénitrices  (Yokota  

et   al.,   2001).   Les   gènes   exprimés   plus   tardivement   intéressent   ceux   qui   induisent   un  

phénotype   cellulaire   spécifique,   comme   les  gènes  de  différentiation  ostéoblastique   (RUNX2  
et  OSTERIX)  et  les  gènes  codant  certains  facteurs  de  signalisation  de  la  voie  Notch  et  Wnt,  
comme  Hey1  et  Tcf7  par  exemple   (Li  et  al.,  2008  ;;  Gao  et  al.,  2005).  Les  protéines  RUNX  
interviennent  dans  la  régulation  des  processus  de  l’hématopoïèse  et  l’ostéogénèse.  Chez  les  

mammifères,  trois  protéines  RUNX  ont  été   identifiées  :  RUNX1,  2  et  3.  Elles  ont   la  capacité  

d’interagir  avec  les  RSmad  (Smad  régulatrices  tels  que  Smad1/5/8  et  Smad2/3).  L’interaction  

entre   les   RSmad   et   les   protéines   RUNX   est   responsable   de   la   transcription   de   séquences  

géniques   induisant   la  différenciation  ostéoblastique.  Chez   l’homme,   le  déficit  de  RUNX2  est  

responsable   d’une   maladie   génétique   dénommée   dysplasie   cléido-­crânienne,   qui   est   une  

pathologie   du   tissu   osseux   caractérisée   par   l’absence   de   fermeture   des   fontanelles,  

d’anomalies  des  clavicules  et  de  dentition  (Zhang  et  al.,  2000).    

Enfin,   il   a   pu   être  mis   en   évidence   qu’au   niveau   des   cellules   endothéliales,   le   signal  

BMP   est   capable   d’induire   l’activation   de   certaines   voies   impliquées   dans   l’angiogénèse  

comme  les  voies  VEGF/VEGFR2  et  angiopoïétine/Tie2  (Suzuki  et  al.,  2008).    

  

7.2   Les  voies  de  signalisation  Smad  indépendantes  
La  stimulation  par  les  BMP  est  capable  d’activer  la  voie  p38/MAPK,  connue  pour  avoir  

un  rôle  important  dans  la  prolifération  cellulaire.  Les  mécanismes  conduisant  à  l’activation  de  

cette   voie      par   les   ligands   TGF-­β   et   les   BMP,   ainsi   que   leurs   conséquences   biologiques  

demeurent  peu  caractérisés.  Le  TGF-­β  et  le  BMP  4  sont  capables  d’activer  la  protéine  «  TGF-­
β-­activated  kinase1  »  (TAK1),  appartenant  à  la  famille  des  MAPK  kinases  (Yamaguchi  et  al.,  
1999).   Cette   dernière   peut   phosphoryler   et   donc   activer   la   kinase   IκB,   impliquée   dans   la  
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signalisation  NF-­κB.  Par  ailleurs,  le  TGF-­β  peut  induire  l’activation  d’ERK  et  de  JNK,  pouvant  à  

leur   tour  phosphoryler   les  Smad.  Il  participe  ainsi  à   la  modulation  de   la  signalisation  Smad  

dépendante  (Engel  et  al.,  1999;;  Janda  et  al.,  2002;;  Kretzschmar  et  al.,  1999).  L’activation  de  

la   signalisation  des  MAPK  peut   influencer   les   effets   transcriptionnels   des  Smad  à   travers   l’  

l’interaction   des   molécules   JNK   (induite   par   c-­Jun)   ou   ATF-­2   («   activating   transcription  
factor-­2  »)  (Itoh  et  al.,  2000;;  Massagué  et  al.,  2005).  

  

7.3   Rôle  des  BMP  dans  le  développement  osseux  
Les  BMP  doivent  leur  nom  à  leur  capacité  d’induire  la  formation  de  tissu  osseux,  même  

si  elles  contribuent  à  beaucoup  d’autres  processus  biologiques  au  cours  du  développement  et  

de   l’homéostasie   des   organes  matures.  De  nombreuses   études   ont   démontré   le   rôle   de   la  

voie  de  signalisation  des  BMP  dans  le  développement  du  système  ostéoarticulaire  (Logan  et  

al.,  2002;;  Long  and  Ornitz,  2013;;  Ovchinnikov  et  al.,  2006;;  Settle  et  al.,  2003;;  Zeller  et  al.,  

2009;;   Zhang   and   Bradley,   1996).   Le   tissu   osseux   se   développe   à   partir   des   trois   lignées  

embryonnaires  :  la  crête  neurale,  le  mésoderme  paraxiale  et  la  lame  mésodermique  latérale.  

La   plupart   des   os   se   forment   par   ossification   enchondrale   :   une   structure   cartilagineuse  

originaire  est  colonisée  par  des  progéniteurs  hématopoïetiques  pendant  une  première  phase  

de   structuration   du   système   vasculaire   et   ensuite   remodelée   par   des   cellules   de   la   lignée  

monocytaire   dites   ostéoclastes   et   en   enfin   par   des   ostéoblastes,   capables   de   produire  

plusieurs  composés  de  la  matrice  osseuse  (Figure  9).    
  

  
FIGURE  9  :  Schéma  synthétique  illustrant  les  différentes  étapes  du  developpment  osseux  

(Salazar  VS  et  al.  Nat  Rev  Endocrinol  2016).  
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Toutes   ces   étapes   nécessitent   la   coordination   de   différents   types   cellulaires   qui   se  

différencient   principalement   à   partir   de   la   lame   chondrocytaire.   Les   cellules   progénitrices  

sont  particulièrement  sensibles  à   l’effet  de   l’ensemble  des  protéines  de   la   famille  des  BMP.  

En  particulier,  il  est  connu  que  la  phase  de  condensation  des  cellules  progénitrices  au  sein  de  

la  lame  chondrocytaire  est  dépendante  du  signal  BMP,  puisque  l’antagoniste  des  ligands  BMP  

appelé   gremline   peut   bloquer   cette   étape   (Barna   and   Niswander,   2007).   Parmi   les   BMP,  

ALK2  semble  avoir  un  rôle  particulier  dans  la  formation  du  squelette  axiale,  puisque  le  déficit  

en  ALK2  est  responsable  de  l’hypoplasie  du  crâne  et  des  vertèbres  (Rigueur  et  al.,  2015).  Les  

souris  déficientes  en  Smad  4  dans   les  chondrocytes  (souris  Col2a1-­Cre;;Smad4fl/fl)  montrent  

des   signes   de   nanisme,   en   raison   de   la   désorganisation   des   cellules   progénitrices   dans   la  

lame   chondrocytaire   (Retting   et   al.,   2009;;   Zhang   and   Li,   2005).   Des   altérations   du  

développement  osseux  à  différents  niveaux  ont  pu  être  observées  chez  les  souris  porteuses  

d’altérations  génétiques  dans  les  gènes  Bmp2,  Bmp5,  Gdf5  et  Gdf6  (Baur  et  al.,  2000;;  Chang  
et   al.,   1994;;   Merino   et   al.,   1999;;   Shu   et   al.,   2011).   Dans   la   croissance   et   le   remodelage  

osseux,  les  BMP  jouent  aussi  un  rôle  de  premier  plan,  comme  ont  pu  démontrer  les  études  

menées  sur  de  souris  déficientes  en  ALK3.  C’est  ainsi  qu’il  a  pu  être  observé  que  ces  souris  

transgéniques  présentaient  un  blocage  de   la   croissance   longitudinale  de   l’os,   suggérant  un  

possible  rôle  de  ALK3  dans  la  différenciation  des  chondrocytes  en  cellules  ostéoblastiques  (Ji  

et  al.,  2013).    

Le   rôle   critique   des   BMP   dans   le   développement   osseux   est   aussi   souligné   par   la  

multitude   d’anomalies   squelettiques   humaines   ayant   comme   origine   les   altérations  

génétiques  ciblant   les  différentes  molécules   intervenant  dans   les  voies  de  signalisation  des  

BMP   (Demirhan   et   al.,   2005;;   Graul-­Neumann   et   al.,   2014;;   Hunter   and   Thompson,   1976;;  

Seemann  et  al.,  2005;;  Thomas  et  al.,  1996).  

  

7.4   Rôle  de  BMP  dans  le  développement  vasculaire  
Les   BMP   ont   un   rôle   reconnu   dans   le   développement   du   système   cardiovasculaire.  

Plusieurs  évidences  de   leurs   impacts  dans   la   structuration  du   système  cardiovasculaire  ont  

été   acquises   à   travers   les   études   in   vitro   et   les   études   conduites   sur   le   poisson   zèbre   («  
zebrafish  »).  Dans  ce  modèle  animal,  au  cours  du  développement,  les  cellules  endothéliales  
des  veines  embryonnaires  axiales  et  caudales  nécessitent  la  mise  en  place  d’une  signalisation  

BMP  pour  débuter   leur  structuration  morphologique.  Au  contraire,   les  cellules  endothéliales  

de   l’aorte   dorsale   sont   connues   pour   ne   pas   répondre   à   cette   stimulation   (Wiley   and   Jin,  

2011).   Cette   différence   de   sensibilité   aux   BMP   peut   indiquer   des   différences   dans  

l’expression   de   certaines   composantes   des   voies   BMP   entre   veines   et   artères.   Les   cellules  
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endothéliales  du  lit  veineux  montrent  un  niveau  plus  élevé  d’expression  des  récepteurs  BMP  

de  type  II,  mais  aussi  du  facteur  Dab2  (un  facteur  nécessaire  pour  la  propagation  du  signal  

BMP  via  les  Smad)  et  de  protéine  1  associée  au  récepteur  du  LDL  (un  autre  facteur  faisant  

partie  de   l’ensemble  des  molécules  de   transduction  du  signal  BMP)   (Covassin  et  al.,  2006;;  

Kim  et  al.,  2012;;  2014;;  Pi  et  al.,  2012).  Le  signal  des  BMP  joue  aussi  un  rôle  important  dans  

la   stabilisation   de   la   différentiation   du   phénotype   veineux   des   cellules   endothéliales   de   la  

veine  caudale  du  poisson  zèbre,  et   ceci  par   l’activation  de   la   transcription  de  gènes  veine-­

spécifiques  comme  nr2f2  (codant  pour  le  facteur  COUP-­TFII),  qui  est  un  facteur  décisif  dans  
la   différentiation   du   phénotype   veineux   dans   ce   modèle   (Kashiwada   et   al.,   2015).   La  

transcription  de  ces  gènes  veine-­spécifiques  est  dépendante  de  l’activation  de  la  β-­caténine  

et  de  la  surexpression  du  facteur  Aggf1  qui  est  induit  par  le  signal  BMP  (Chen  et  al.,  2012).  

Cette   molécule   siège   dans   le   noyau   cellulaire   et   est   spécifiquement   exprimée   dans   la  

différentiation   veineuse   des   cellules   endothéliales   chez   le   poisson   zèbre.   De   manière  

intéressante,   l’importance  de   ce   facteur   chez   l’homme  est   aussi   démontrée  par   le   fait   que  

des  altérations  de  cette  protéine  sont  à   l’origine  d’une  pathologie  humaine  caractérisée  par  

des  malformations  du  lit  veineux,  faisant  partie  du  syndrome  Klippel-­Trenaunay  (Chen  et  al.,  

2013).  Parmi  les  inhibiteurs  du  signal  BMP,  le  miR-­26a  a  été  récemment  identifié.  Le  miR-­26a  

se   combine   avec   Smad1   dans   les   cellules   endothéliales   et   sa   surexpression   est   capable  

d’inhiber   la   formation   de   la   veine   caudale   (Icli   et   al.,   2013).   A   la   différence   des   cellules  

endothéliales   des   veines,   le   rôle   de   BMP   dans   les   artères   serait   probablement   seulement  

temporaire  (Monteiro  et  al.,  2008).  

  

7.5     Rôle  des  BMP  dans  le  développement  de  l’endocarde  
L’endocarde   est   constitué   de   cellules   endothéliales   spécialisées   couvrant   la   surface  

interne   du   myocarde.   Les   études   pratiquées   sur   des   modèles   animaux   et   notamment   la  

souris,  ont  pu  démontrer  que   l’expression  myocardique  des  BMP  et   surtout  de  BMP2,   sont  

cruciales   pour   l’induction   de   la   différenciation   endocardique   et   aussi   pour   le   processus  

d’endoMT  dans  le  canal  auriculo-­ventriculaire,  précédant  la  formation  des  valves  (McCulley  et  

al.,  2008).  Le  tissu  myocardique  est  connu  pour  être  une  source  de  diverses  BMP,   incluant  

entres   autres   les   BMP2/   4/   5/   6/   7/   10   et   BMP16   (Thomas   et   al.,   2014,   Veerkamp   et   al.,  

2013).  Chez  le  poisson  zèbre,  les  cellules  endocardiques  expriment  fortement  les  récepteurs  

BMP  comme  ALK3/6/8  et  ALK2/6  et  expriment  aussi  le  complexe  Smad  1/5/8,  témoignant  de  

leur   haute   responsivité   aux   BMP   (Dietrich   et   al.,   2014).   Les   études   sur   le   développement  

cardiaque  chez   le  poisson  zèbre  nous   indiquent  également  que   le  signal   induit  par  BMP2/4  

est  crucial  pour  la  prolifération  et  la  différenciation  de  la  couche  endocardique.    
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La   prolifération   de   cellules   endocardiques   pendant   le   développement   cardiaque   est  

aussi  sous  la  dépendance  de  stimulations  mécaniques  (Dietrich  et  al.,  2014).  Les  effets  des  
forces   hémodynamiques   sont   transduits   en   signaux   biochimiques   par   des   molécules   de  

surfaces   comme   les   molécules   PECAM/VE-­cadhérine/VEGFR2,   les   canaux   ioniques   de  

membrane  et   les  protéoglycanes  de  surface  cellulaire  (Kopf  et  al.,  2014).   Il  est  connu  qu’il  

existe   une   interaction   entre   la   stimulation   biomécanique   et   les   voies   de   signalisation   des  

BMP,  même  si  les  détails  de  ces  interactions  restent  encore  peu  connus.  Néanmoins,  on  peut  

citer   l’exemple   du   récepteur   ALK1,   qui   est   activé   en   réponse   aux   forces   hémodynamiques  

(Corti  et  al.,  2011;;  Seki  et  al.,  2003).  Les   interactions  entre  ces  dernières  et  BMP  ont  une  

importance  toute  particulière  dans  la  minéralisation  des  plaques  d’athérosclérose  (Egorova  et  

al.,   2011;;   Sánchez-­Duffhues   et   al.,   2015).   Les   forces   hémodynamiques   sont   capables  

d’influencer  le  «  cil  primaire  »  à  la  surface  des  cellules  endothéliales  :  le  cil  primaire  est  une  

structure   spécialisée,   exprimée   quand   le   flux   sanguin   est   laminaire.   Toutefois,   les   forces  

hémodynamiques  produisant  un  «  étirement  »  des  surfaces  cellulaires  sont  responsables  de  

la   perte   du   cil   (Egorova   et   al.,   2011).   La   perte   ou   l’altération   fonctionnelle   du   cil   primaire  

pourrait  conduire  à  l’accumulation  nucléaire  de  β-­caténine  et  à  l’activation  de  l’expression  de  

Slug,  ainsi  contribuant  à  la  minéralisation  des  plaques  d’athérosclérose  (Sánchez-­Duffhues  et  
al.,  2015).  Récemment,  il  a  été  démontré  que  le  BMP6  possède  une  action  synergique  à  celle  

des   lipoprotéines   à   faible   densité   sur   la   transcription   de   différentes   protéines  

chondrogéniques  et  ostéogéniques  dans  les  cellules  endothéliales  aortiques  humaines  (Yung  

et  al.,  2015).  

8.    Les  altérations  de  la  voie  des  BMP  dans  les  maladies  
vasculaires    
L’altération   de   la   voie   de   signalisation   des   BMP   a   été   étudiée   dans   différentes  

pathologies   vasculaires,   dont   l’HTAP,   la   télangiectasie   hémorragique   familiale,   les  

malformations   vasculaires   cérébrales,   la   minéralisation   des   lésions   vasculaires   et  

l’angiogenèse  associée  aux  tumeurs.    

Dans   l’HTAP,   l’existence   de   mutations   du   gène   BMPR2   a   été   bien   documentée   (  
Thomson  et  al.,  2000;;  Cogan  et  al.,  2005;;  Cogan  et  al.,  2006).  Dans   le  système  vasculaire  

pulmonaire,  BMPRII  est  exprimé  à  des  niveaux  élevés  par  les  cellules  endothéliales  et  à  des  

niveaux  plus  faibles  par  les  cellules  musculaires  lisses  et  les  fibroblastes  (Yang  et  al.,  2005).    

La  stimulation  par  la  plupart  des  ligand  de  la  famille  des  BMP  produit  un  effet  antiprolifératif  

sur  ces  types  cellulaires,  à  travers   l’expression  des  gènes  Id1-­4  (Yang  et  al.,  2008).  Les  Id  
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sont  des  protéines  régulatrices  de  la  transcription  et  se  lient  à  des  facteurs  de  transcription  

dénommés  «  E  protein  family  of  basic  helix-­loop-­helix  transcription  factors  »  en  inhibant  leur  
interaction  avec   l’ADN.  Néanmoins,  certains   ligands  comme     BMP2  et  BMP4  promeuvent   la  

survie  des  cellules  endothéliales  des  artères  pulmonaires  dans  des  conditions  physiologiques,  

(Long  et  al.,  2015;;  Teichert-­Kuliszewska  et  al.,  2006).  Ces  effets  sont  en  partie  expliqués  par  

la   phosphorylation   et   l’activation   de   l’enzyme  eNOS   («   endothelial   nitric   oxide   synthase  »)  
dans   ces   cellules   (Gangopahyay   et   al.,   2011).   BMP9   (connu   également   comme   «  growth  
différentiation   factor-­2  »)   est   une   protéine   régulatrice   de   l’ostéogénèse,   de   la  
chondrogenèse,  du  métabolisme  glucidique  et  de  l’homéostasie  du  fer  (Truksa  et  al.,  2006).  

Un  effet  antiprolifératif   et   l’inhibition  de   la  migration  cellulaire  par   le      ligand  BMP9  ont  été  

décrits   dans   les   cellules   endothéliales   in      vitro   et   in   vivo.   Cet   effet   se   produit   à   travers  
l’interaction   de   BMP9   avec   les   récepteurs   ALK1   et   BMPRII   ou   ActR-­II   (David   et   al.,   2007;;  

Long  et  al.,  2015;;  Upton  et  al.,  2009;;  Truksa  et  al.,  2006).  

L’administration   de   BMP9   s’est   révélée   capable   d’inverser   l’HTAP   dans   trois   modèles  

animaux  :  dans   les   souris  porteuses  hétérozygotes  de   la  mutation  du  gène  BMPR2  R899X,  
dans  le  modèle  d’HTAP  de  souris  traitées  par  Sugen  5416-­hypoxie,  dans  le  modèle  HTAP  de  

rat  traité  par  Sugen  5416-­hypoxie  et  dans  le  modèle  HTAP  de  rat  traité  par  MCT,  soulignant  

les   effets   bénéfiques   de   cette   molécule   et   donc   son   potentiel   thérapeutique   dans   l’HTAP  

(Long  et  al.,  2015).  

L’affaiblissement   de   la   voie   BMPRII   dans   l’endothélium   contribue   à   l’altération   de  

l’homéostasie  cellulaire  et  à  l’acquisition  d’un  phénotype  dysfonctionnel  (Gangopahyay  et  al.,  

2011).  L’expression  de  BMPRII  est   fortement   réduite  dans  ces  cellules  vasculaires  chez   les  

patients  avec  HTAPi  et  HTAPh  (Yang  et  al.,  2005).  Les  cellules  musculaires  lisses  artérielles  

pulmonaires  de  patients  porteurs  d’une  mutation  BMPR2  présentent  généralement  un  faible  
niveau   d’activation   de   Smad1/5/8.   La   stimulation   par   BMP   est   donc   peu   efficace   afin  

d’inhiber  la  prolifération  de  ces  cellules  (Yang  et  al.,  2005).    
  

9.  BMPRII  et  l’Hypertension  Artérielle  Pulmonaire  
9.1   Généralités  

Les   mutations   du   gène   BMPR2   sont   reconnues   comme   étant   le   facteur   principal   de  
risque  génétique  pour  le  développement  de  l’HTAP  (Deng  et  al.  2000  ;;  Newman  et  al.  2001).  

Des  mutations   dans   le   gène   BMPR2   sont   identifiées   dans   54%   des   patients   HTAP   et   plus  
précisément   dans   58   à   74%   des   formes   héritables   d’HTAP,   et   3.5   à   40%   des   formes  

idiopathiques  (Cogan  et  al.  2005;;  Evans  et  al.  2016;;  Thomson  et  al.  2000).    
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L’HTAPh   est   une   pathologie   héréditaire   de   type   autosomique   dominant   avec  

pénétrance  incomplète  (estimée  à  environs  de  10  à  30%)    (Evans  et  al.  2016;;  Sztrymf  et  al.  

2007).  Le  mécanisme  moléculaire  à  l’origine  du  caractère  dominant  de  la  maladie  est  celui  de  

l’haploinsuffisance.   Les   cellules   du   lit   vasculaire   pulmonaire   nécessitent   une   voie   de  

signalisation   BMP   pleinement   fonctionnelle   à   travers   le   récepteur   BMPRII   pour   que  

l’homéostasie   cellulaire   soit   maintenue   (Machado   et   al.   2009a).   Cette   forme   particulière  

d’HTAP   est   plus   fréquemment   diagnostiquée   chez   les   femmes   (ratio   femme/homme   2.5)  

(Humbert   et   al.,   2006;;   Loyd   et   al.,   1995;;   Rich   and   Rabinovitch,   2008).   Des   variantes  

hétérozygotes  du  gène  BMPR2  ont  été  décrites  dans  des  patients  avec  HTAP  ayant  une  eu  
une   exposition   transitoire   à   la   fenfluramine   (Humbert   et   al.   2002;;   Souza   et   al.   2008)   ou  

porteurs  d’une  cardiopathie  congénitale  (Roberts  et  al.  2004).  Les  mutations  du  gène  BMPR2  
n’ont  pas  été  décrites  dans  le  cadre  de  l’HTAP  se  développant  au  cours  de  l’infection  au  VIH  

(Nunes  et  al.,  2003)  ou  au  cours  de   la   sclérodermie   (Tew  et  al.  2002).   Les  patients  HTAP  

porteurs  de  mutations  BMPR2  sont  plus  jeunes  au  diagnostic  et  présentent  une  maladie  plus  
sévère  et  un  pronostic  plus  sombre  que  les  patients  non  porteurs  de  mutation  (Evans  et  al.  

2016).  Les  patients  HTAP  porteurs  de  mutations  BMPR2  sont  moins   répondeurs  au   test  de  
stimulation   avec   vasodilatateur   pendant   le   cathétérisme   cardiaque   droit   avec   aussi   un  

moindre  bénéfice  par  le  traitement  avec  les  bloqueurs  des  canaux  calciques  (Rosenzweig  et  

al.  2008;;  Sztrymf  et  al.  2007).    

La  région  chromosomique  où  siège  le  gène  BMPR2  a  été   identifiée  au  niveau  du  bras  
court  du  chromosome  2  en  région  2q33  ;;  ce  site  est  aussi  appelé  «  locus  »  PPH1  («  Primary  
Pulmonary  Hypertension  1  »).  Le  gène  BMPR2  se  compose  de  13  exons  dont  les  exons  de  1  
à   3   codent   pour   le   domaine   extracellulaire,   les   exons   4   et   5   pour   le   domaine  

transmembranaire,   les   exons   de   6   à   une   partie   de   l’exon   11   correspondent   à   l’activité   de  

kinase  et  les  exons  de  11  à  une  partie  du  13  à  l’extrémité  cytoplasmique  (Deng  et  al.  2000)  

(Figure  10).      
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FIGURE   10   :   Le   gène   Bmpr2   comprend   13   exons   qui   codent   pour   :   un   domaine   de  

liaison   au   ligand,   un   domaine   transmembranaire   (TM),   un   domaine   kinase   (jaune)   et   un  
domaine  cytoplasmique  (bleu).  Les  mutations  conduisant  à  une  protéine  tronquée  ou  à  des  
mutations  non-­sens  sont  indiquées  en  bas  de  la  figure  (Girerd  et  al.,  2016).  
  

BMPRII  est  une  protéine  transmembranaire  faisant  partie  de  la  famille  des  récepteurs  

avec  activité  sérine-­thréonine  kinase.  Ses  ligands  sont  les  BMP,  décrites  précédemment.  Ces  

protéines   sont   capables   de   déclencher   une   série   de   signaux   intracellulaires   à   travers  

l’interaction   avec   des   récepteurs   de   type   I   et   de   type   II,   dont   le   détail   de   la   voie   de  

signalisation  a  été  illustré  dans  un  paragraphe  dédié.    

  

9.2   Les  mutations  du  gène  BMPR2  
L’étude  réalisée  par  Machado  et  collaborateurs  publiée  en  2001  (Machado  et  al.  2001)  

constitue  une  des  premières  caractérisations  des  mutations  du  gène  BMPR2  chez  des  sujets  
avec  HTAP.  Dans  cette  étude,  les  auteurs  ont  identifié  26  types  de  mutations  de  BMPR2  chez  
23  patients  avec  HTAP   familiale  et  chez   trois  patients  avec  HTAP  sporadique.  Parmi   les  26  

mutations  étudiées,  15  mutations  (dont  9  altérations  de  type  «  frameshift  »  et  6  altérations  
de   type   non-­sens)   sont   à   l’origine   d’une   molécule   BMPRII   tronquée.   Le   transcrit  

correspondant  est  ainsi  prématurément  dégradé,  sans  production  du  polypeptide  (Aldred  et  

al.  2007;;  Nasim  et  al.  2008).    

Les  9  mutations  de  type  «  frameshift  »  sont  responsables  d’une  altération  du  cadre  de  
lecture  et  intéressent  les  exons  1,  2,  4,  6,  8,  9  et  12.  Le  mécanisme  qui  serait  à  l’origine  des  

mutations  de  type  «  frameshift  »  est  celui  du  «  replication  slippage  »,  car  les  mutations  de  
ce  type  étaient  toutes  caractérisées  par  la  contraction  ou  l’expansion  de  séquences  mono  ou  

dinucléotidiques.    

Six  mutations  de  type  non-­sens  ont  également  été  identifiées  au  niveau  des  exons  4,  6,  8  

et  12.  Plus  précisément,  cinq  des  six  mutations  de  type  non-­sens  étaient  localisées  au  niveau  
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des   sites   CpG,   avec   substitution   d’un   nucléotide   C   par   un   nucléotide   T,   aboutissant   à   un  

codon  TGA  de  type  stop.    

Quatre  mutations  de  type  faux-­sens  ont  été  répertoriées  au  niveau  des  exons  3,  9  et  11.  Les  

mutations  de   type   faux-­sens  décrites   dans   ce  papier   ciblent   des   acides   aminés  hautement  

conservés  au  sein  de  la  protéine.  Deux  mutations  faux-­sens  ont  été  identifiées  au  niveau  des  

codons  1,   2   et   3.   L’une  d’elle   était   caractérisée  par   la   substitution  d’une  T  avec  une  C  au  

niveau  de  la  position  367,  aboutissant  à  la  substitution  de  l’acide  aminé  cystéine  123  par  une  

arginine   ;;   une   deuxième   mutation   de   type   faux   sens   était   par   contre   caractérisée   par   la  

substitution  d’une  T  avec  une  A  à  la  position  367,  aboutissant  à  la  substitution  de  la  cystéine  

123  par  une  sérine.  De  manière  générale,   les  mutations  de  type  faux  sens  introduisent  des  

modifications   de   charge,   de   polarité   et   d’hydrophobicité,   aboutissant   à   des   modifications  

structurelles  de  la  protéine  et  à  l’altération  de  sa  fonction.  

  

Des  délétions  d’une   large  portion  du  gène  ont  également  pu  être  décrites  dans  cette  

étude  chez  un  patient  avec  HTAPh  et  dans  3  patients  avec  HTAPi.  Chez  l’un  de  ces  patients  

avec   HTAPi,   l’ADNc   obtenu   par   RT-­PCR   a   permis   de   révéler   une   large   délétion   de   26  

nucléotides   de   l’exon   1,   des   exons   de   2   à   5   et   de   deux   tiers   de   l’exon   6.   Dans   ce   cas  

particulier,   la   séquence   ATGGAC   a   été   retrouvée   à   l’extrémité   5’   phosphate   du   site   de  

délétion   au  niveau  de   l’exon   1   et   de   l’exon   6,   suggérant   un  mécanisme  de   recombinaison  

homologue   à   l’origine   de   cette   délétion.   Un   total   de   298  mutations   de   BMPR2   a   ainsi   été  
recensé  (Machado  et  al.  2009).  Ces  mutations  ont  été  identifiées  chez  des  patients  avec  une  

histoire  familiale  d’HTAP  et  dans  des  patients  avec  HTAP  sporadique  ou  associée  à  d’autres  

pathologies.   Les   altérations   génétiques   intéressant   BMPR2   sont   variées,   pouvant  
correspondre   à   des  mutations   de   type  ponctuel   (dans   lesquelles   un  nucléotide   d’un   codon  

est   changé,   aboutissant   au   changement   de   l’acide   aminé   associé),   des   délétions,   des  

insertions,  des  remaniements  génétiques  complexes  («  large  rearrangements  »).    
Le   recueil   des   données   concernant   le   statut   mutationnel   de   BMPRII,   provenant   de  

plusieurs   registres   de   la  maladie,   a   permis   de   recenser   un   chiffre   total   de   298  mutations  

(Machado   et   al.,   2006).   Les  mutations   aboutissant   à   une   protéine   tronquée   (en   raison   de  

l’introduction  prématurée  d’un  codon  stop  dans   la  séquence  génique)  peuvent  être  de  type  

ponctuel   (mutations  de   type  non-­sens   retrouvées  dans  85  patients   sur  298,   soit   29%),  de  

type  «   frameshift  »   (dues  à  des   insertions  ou  à  des  délétions  d’un  nombre  de  nucléotides  
dans  une  séquence  d’ADN  qui  n’est  pas  divisible  par  3,  aboutissant  à  l’altération  du  cadre  de  

lecture  de  la  séquence  nucléotidique),  retrouvée  dans  73  patients  sur  298,  soit  24%,  de  type  

«  splice-­site  »  (dues  à  des  insertions  ou  à  des  délétions  de  nucléosides  au  niveau  des  sites  
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d’épissage),  retrouvées  dans  26  sur  298  patients,  soit  9%  et  des  duplications  ou  délétions  de  

larges  portions  de  la  séquence  génique,  documentées  dans  19  sur  298  patients,  soit  6%.  

Les  mutations  BMPR2  de  type  faux-­sens  sont  principalement  localisées  dans  les  exons  
2,   3,   6-­9   et   12   (Machado   et   al.   2009).   Il   a   pu   être   décrit   que   les  mutations   touchant   les  

exons  2  et  3  ont  un  impact  sur  la  fonction  du  domaine  extra-­cellulaire  du  récepteur.  Celui-­ci  

adopte  une  conformation  tridimensionnelle  particulière,  dépendante  de  la  formation  de  cinq  

liens   qui   se   forment   entre   des   résidus   de   cystéine,   qui   sont   hautement   conservés   dans   la  

majorité  des  récepteurs  TGF-­β  de  type  II.  Les  mutations  aboutissant  à  la  substitution  de  ces  

acides  aminés  altèrent  la  structure  du  domaine  extra-­cellulaire  du  récepteur,  qui  à  la  suite  de  

modifications  de  son  intégrité  structurelle  est  séquestré  dans  le  cytoplasme  (Nishihara  et  al.  

2002;;  Rudarakanchana  et  al.  2002).  

  

9.3   Les  effets  moléculaires  des  médicaments  utilisés  dans  le  traitement  

de  l’HTAP  
Des  données  importantes  sur  la  compréhension  de  l’impact  de  la  signalisation  BMPRII  

dans  la  pathogénèse  de  la  maladie  nous  sont  fournies  par  les  études  visant  à  investiguer  les  

effets  biologiques  des  médicaments  actuellement  utilisés  dans  les  protocoles  thérapeutiques  

de  l’HP.  Ces  médicaments  (comme  le  Sildénafil  et  les  analogues  de  la  prostacycline)  peuvent  

en  partie  restaurer  une  stimulation  BMP  déficitaire.    

La  phosphodiestérase  de   type  5   (PDE5),  qui   est   responsable  de   l’hydrolyse  du  GMPc  

(guanosine  monophosphate  cyclique),  est  exprimée  à  des  niveaux  élevés  dans  les  vaisseaux  

pulmonaires,   par   rapport   aux   vaisseaux   systémiques   (Wilkins   et   al.,   2008).   L’activité   de   la  

PDE5   est,   toutefois,   anormalement   élevée   dans   la   circulation   pulmonaire   dans   l’HTAP   et  

contribue   à   expliquer   la   faible   disponibilité   de   GMPc   dans   les   cellules   musculaires   lisses  

d’artères   pulmonaires   (Gangopahyay   et   al.,   2011).   Ce   phénomène   est   d’autant   plus  

important  qu’une  réduction  considérable  de  la  production  de  NO  (un  puissant  vasodilatateur)  

au  niveau  endothélial  est  également  constatée  dans   l’HTAP  (Gangopahyay  et  al.,  2011).  La  

réduction  du  GMPc  intracellulaire  aboutit  à  la  vasoconstriction  et  à  la  prolifération  des  cellules  

musculaires  lisses  des  artères  pulmonaires.  Le  sildénafil,  un  inhibiteur  spécifique  de  la  PDE5,  

augmente  le  niveau  intracellulaire  de  GMPc  et  favorise  la  vasodilatation.  Schwappacher  R  et  

al.   ont   démontré   récemment   que   la   kinase   GMPc   dépendante   I   (cGKI)   est   capable   de  

moduler   la   stimulation   par   BMP   dans   une   lignée   cellulaire   de   myoblastes   de   souris,   en  

agissant  comme  co-­facteur  des  Smad  (Schwappacher  et  al.,  2013).  Cet  enzyme  est  aussi  l’un  

des   principaux   médiateurs   de   la   transduction   du   signal   de   NO.   C’est   d’ailleurs   une   des  
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protéines   les  plus  exprimées  dans   les  cellules  musculaires   lisses  vasculaires  et   joue  un  rôle  

de   premier   plan   dans   la   modulation   du   tonus   vasculaire.   L’équipe   du   Professeur   Morrell  

(Yang   et   al.,   2013)   a   caractérisé   l’effet   du   sildénafil   sur   la   signalisation   BMP   dans   des  

cultures   de   cellules   musculaires   lisses   artérielles   pulmonaires.   Le   sildénafil   était   capable  

d’augmenter  le  niveau  intracellulaire  de  pSmad1/5  en  réponse  à  la  stimulation  par  BMP4  et  

d’incrémenter  l’expression  du  gène  Id1  (lui  aussi  induit  par  les  stimuli  BMP).  Cet  effet  serait  
largement  dépendant  de  l’activité  de  l’enzyme  cGKI,  puisque  son  inhibition  pharmacologique  

par   la  molécule   Br-­PET-­GMPc   conduit   à   l’annulation   de   cet   effet.   L’effet   antiprolifératif   du  

sildénafil   à   travers   la  modulation  de   la   voie  BMP  a  pu  être  démontré  par   la  même  équipe  

dans   un  modèle   animal   d’hypertension   pulmonaire   chez   le   rat   traité   par   la   monocrotaline  

(MCT).  Dans  ce  modèle,  il  a  été  mis  en  évidence  une  diminution  de  l’expression  de  BMPRII  

et  donc  une   réduction  de   l’effet  des   ligands  BMP  sur   le   système  vasculaire  pulmonaire.   Le  

traitement   par   sildénafil   de   rats   MCT   s’est   avéré   capable   d’augmenter   partiellement   les  

niveaux   intracellulaires   de   pSmad1/5   et   de   normaliser   l’expression   d’   Id1   dans   le   système  

vasculaire  pulmonaire.  L’ensemble  de  ces  données  met  en  évidence  le  rôle  antiprolifératif  du  

sildénafil   dans   l’HTAP   et   souligne   les   interactions   potentielles   entre   les   traitements  

spécifiques  de  l’HTAP  et  la  voie  BMP/BMPRII.  

Une  autre  classe  de  médicaments  utilisés  dans  le  traitement  de  l’HTAP  est  représentée  

par   les   prostacyclines   et/ou   de   ses   analogues.   Ces   molécules   exercent   leurs   effets  

bénéfiques   à   travers   l’induction   de   la   vasodilatation,   l’inhibition   de   l’agrégation   des  

plaquettes   et   l’inhibition   de   la   prolifération   des   cellules   musculaires   lisses   vasculaires.   En  

effet,  une   forte  diminution  des   taux  circulants  de  prostacycline,  un  puissant  vasodilatateur,  

est  retrouvée  dans  l’HTAP  (Simonneau  et  al.,  2013).  L’effet  antiprolifératif  vasculaire  et  vaso-­

réactif   s’exercent   à   travers   l’activation   de   l’adenylyl   cyclase,   avec   élévation   des   taux  

intracellulaires   d’AMPc   (adénosine   monophosphate   cyclique).   Or,   ce   dernier   est   capable  

d’induire   l’expression   des   gènes   Id1   et   Id2   dans   les   cellules   souches   humaines  

mésenchymateuses.   La   molécule   AMPc   peut   aussi   supprimer   l’expression   des   molécules  

Smad  avec  une  action   inhibitrice  sur   les  cellules  osteoprogénitrices.  L’équipe  du  Professeur  

Morrell  (Yang  et  al.,  2010)  a  documenté  les  effets  d’un  analogue  des  prostacyclines  (iloprost)  

sur  la  voie  de  signalisation  de  BMPRII  dans  les  cellules  musculaires  des  artères  pulmonaires  

et   dans   le   modèle   animal   d’hypertension   pulmonaire   chez   le   rat   MCT.   De   manière  

intéressante,   ces   auteurs   ont   montré   que   les   prostanoïdes   induisent   précocement  

l’expression   du   gène   Id1   par   une   voie   Smad   indépendante,   via   une   action   directe   sur   le  

promoteur   du   gène   Id1.   Cet   effet   est   aussi   augmenté   par   l’allongement   de   la   durée   de  

phosphorylation  de  Smad1/5  en  réponse  à  la  stimulation  BMP4,  dans  les  cellules  musculaires  
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d’artères  pulmonaires.    

Un   autre   agent  médicamenteux   en   cours   d’évaluation   dans   l’HTAP     est   le   tacrolimus  

(FK506).  L’équipe  du  Professeur  Rabinovitch,  dans  un  article  paru  en  2015  dans  J  Clin  Invest  
(Spiekerkoetter  et  al.,  2015)  a  étudié  l’effet  du  FK506  sur  la  voie  de  signalisation  induite  par  

BMPRII.   Dans   les   cellules   endothéliales   issues   d’artères   pulmonaires,   le   tacrolimus   s’est  

révélé   capable   d’incrémenter   le   signal   de   la   voie   BMP,   un   effet   qui   semble   passer   par   la  

séquestration   FK-­binding   protein-­12   (FKBP12)   un   inhibiteur   de   la   signalisation  BMP.   L’effet  
bénéfique   de   FK506   a   été   documenté   dans   plusieurs  modèles   d’HTAP   expérimentale   dont  

des   souris   déficientes   en   BMPRII   dans   les   cellules   endothéliales   et   aussi   dans   les   souris  

sauvages  soumises  à  une  hypoxie  chronique.  De  plus,  ces  auteurs  ont  pu  mettre  en  évidence  

l’effet   protecteur   de   FK506   sur   l’HTAP   induite   dans   le   modèle   rat   SU-­5416+hypoxie  

chronique   (SuHx).   Ce   traitement   a   été   montré   comme   permettant   l’augmentation   de   la  

performance  cardiaque  dans  ce  modèle,  en  jouant  sur  l’homéostasie  calcique  (Spiekerkoetter  

et  al.,  2015).  
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Actuellement,   il   n’existe  aucun  modèle  animal   idéal   capable  de   reproduire   l’ensemble  

des  nuances  cliniques  et  histopathologiques  de   l’HTAP  humaine.  Ceci  explique  pourquoi  de  

plus  en  plus  d’études  combinent  plusieurs  modèles  animaux  d’étude  de  l’HTAP.  En  effet,  les  

modèles  animaux  sont  indispensables  à  la  recherche  préclinique  et  ont  apporté  et  continuent  

d’apporter   d’importantes   informations   sur   la   pathogenèse   de   cette  maladie.   Les   différents  

modèles  sont  très  utilisés  également  pour  tester  le  potentiel  de  nouveaux  composés  et  mieux  

comprendre  leurs  effets  secondaires.    

10.   Les  modèles  animaux  de   l’hypertension  pulmonaire  
post  embolique  

  
10.1  Modèles  d’obstruction  de  l’artère  pulmonaire  

Le  premier  essai  d’obstruction  d’artère  pulmonaire  chez  les  animaux  a  été  mis  au  point  

par   l’équipe  du  Professeur  Fadel   (Fadel  et  al.,  1999)  sur  des  porcelets  par  embolisation  de  

l’artère  pulmonaire  gauche  par  une  colle  chirurgicale.  L’obstruction  progressive  (une  fois  par  

semaine  pendant  5  semaines)  de  l’artère  pulmonaire  gauche  dans  cette  expérience  a  aboutit  

à  une  ischémie  pulmonaire  sans  développement  d’hypertension  pulmonaire.    

Ce   modèle   est   aussi   marqué   par   un   hyper   débit   sanguin   pulmonaire   à   travers   les  

artères  bronchiques,  médiatisnales  et   intercostales.  Dans  le  tissu  pulmonaire  des  lésions  de  

vasculopathie  post-­obstructive  étaient  aussi  documentées  

  
  

10.2  Modèle  animal  reproduisant  les  caractéristiques  de  la  HPPE  
Un  modèle  de  maladie   thromboembolique  chronique  a  été   récemment  développé  par  

l’équipe   du   Pr   Mercier   (Mercier   and   Fadel,   2013).   Dans   ce   modèle   porcin,   la   ligature   de  

l’artère   pulmonaire   gauche   était   suivie   par   des   embolisations   sous   contrôle   flouroscopique  

par   de   la   colle   enbucrilate   (Hystacryl)   dans   l’artère   pulmonaire   du   lobe   inférieur   droit  

pendant  5  semaines.  Le  matériel  injecté  pour  embolisation  se  solidifie  immédiatement  après  

contact   avec   le   sang   et   adhère   à   la   paroi   artérielle,   conduisant   à   son   obstruction.   Cette  

procédure  conduit  à  la  mise  en  place  d’une  hypertension  pulmonaire  modérée.  Le  caractère  

progressif   de   l’obstruction   réalisée   par   embolisation   permet   ainsi   au   ventricule   droit   de  

s’adapter  à  l’augmentation  de  la  pression  artérielle  pulmonaire.  Ainsi  les  artères  pulmonaires  

desservant   le   lobe   supérieur   restent   perméables,   avec   des   lésions   similaires   à   celles  

observées   dans   les   différents   territoires   pulmonaires   de   la   maladie   thromboembolique  

chronique.  Les  altérations  histologiques  observées  dans  le  tissu  pulmonaire  sont  représentés  
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par   l’épaississement   de   la   média   des   artères   pulmonaires   distales   dans   les   territoires  

pulmonaire  obstrués  et  dans  les  territoires  non  obstrués,  l’hypertrophie  de  la  vascularisation  

bronchique   dans   les   zones   pulmonaires   obstruées,   une   hypertrophie   du   ventricule   droit   et  

une  dilatation  du  ventricule  droit.    

11.   Les   modèles   animaux   d’hypertension   artérielle  
pulmonaire  

  
11.1  Le  modèle  monocrotaline  (MCT)  

La   monocrotaline   (MCT)   est   un   alcaloïde   pyrrolizidinique   dérivé   des   grains   de   la  

Crotalaria   spectabilis.   La   forme   active,   la  MCT-­pyrrole,   de   cette   substance   est   produite   au  
niveau   hépatique   à   travers   une   réaction   dépendante   du   cytochrome   P-­450   (CYP3A4).   Les  

mammifères  exposés  à   la  monocrotaline  développent  un  syndrome  caractérisé  par  une  HP,  

une   défaillance   cardiaque   par   hypertrophie   du   cœur   droit,   un   syndrome   veino-­occlusive  

hépatique  et  une  myocardite.  Le  degré  de  réponse  à  la  MCT  varie  en  fonction  de  l’âge  et  de  

l’espèce.  L’animal  utilisé  couramment  pour  ce  modèle  est  le  rat,  où  l’HP  peut  être  induite  par  

une  simple   injection  sous-­cutanée  ou   intra-­péritonéale  de  monocrotaline  à  une  dose  de  60  

mg/kg  (Yorikane  et  al.,  1993).  D’un  point  de  vue  histologique,  la  toxicité  de  la  monocrotaline  

sur   les   vaisseaux   pulmonaires   se   traduit   par   une   inflammation   adventitielle   et   une  

hypertrophie  du  muscle  lisse,  aboutissant  à  un  épaississement  médial  (Yorikane  et  al.,  1993).  

Les  mécanismes  pathobiologiques  à   la  base  de   la   toxicité  de   la  monocrotaline  ne  sont  pas  

encore  intégralement  élucidés.  Il  est  admis  que  la  MCT-­pyrrole  cause  une  perte  endothéliale  

majeure   par   alkylation,   suivie   d’une   forte   réaction   inflammatoire   (Molteni   et   al.,   1988).   La  

conjonction  de  ces  deux  processus  conduit  à  l’enclenchement  d’un  processus  de  remodelage  

vasculaire   pulmonaire.   Malgré   ces   limites   (comme   la   rapidité   de   développement   de   la  

maladie,   le  manque  de   reproductibilité  et   le   fait  que  plusieurs  organes  sont   touchés  par   la  

MCT-­pyrrole),  ce  modèle  à  forte  composante  inflammatoire  constitue  un  outil  important  dans  

l’étude  des  mécanismes  physiopathologiques  de  l’HTAP.  En  effet,  ce  modèle  MCT  possède  un  

faible  coût  et  est  relativement  simple  à  mettre  en  œuvre.  

  

11.2  Le  modèle  monocrotaline  +  pneumonectomie  
Ce  modèle   alliant   une  pneumonectomie   et   une  administration  de  monocrotaline   chez   le  

rat  est  plus  sévère  que  le  modèle  MCT  et  se  traduit  par  des  infiltrats   inflammatoires  et  des  

remodelages  vasculaires  pulmonaires  plus  importants  et  la  présence  de  lésions  néointimales  
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des   artères   pulmonaires   distales.   En   effet,   l’augmentation   du   débit   sanguin   dans   l’artère  

pulmonaire  à  la  suite  de  la  pneumonectomie,  produit  une  forte  augmentation  des  forces  de  

cisaillement   («   shear   stress   »)   sur   l’endothélium,   qui   couplée   à   l’effet   toxique   de   la  
monocrotaline  amplifie  les  lésions  vasculaires  pulmonaires  (Tanaka  et  al.,  1996).  Sur  le  plan  

morphologique,   ce   modèle   se   caractérise   par   des   lésions   intimales   artérielles  

particulièrement  sévère  (occlusives/sub-­occlusives).  Plus   les  animaux  sont   jeunes  et  plus   la  

sévérité  de  l’HP  est  augmentée.  L’inconvénient  de  ce  modèle  est  la  forte  mortalité  et  l’étape  

de  chirurgie  qui  requiert  une  expertise  particulière.  

  

11.3  L’HP  induite  par  les  agents  alkylants  
Récemment  l’équipe  du  Dr  Perros  a  publié  trois  modèles  animaux  d’HP  chez  la  souris,  

le  rat  et  le  lapin  après  exposition  à  l’agent  alkylant  cyclophosphamide  (CP)  (Ranchoux  et  al.,  

2015).   Chez   la   souris,   l’injection  d’une  dose  unique  de  350  mg/Kg  de  CP   était   capable   de  

produire  une  HP  sans  différence  entre  les  deux  sexes.  L’HP  était  détectable  quatre  semaines  

après  injection.  Sur  le  plan  histologique,  l’épaississement  des  septa  alvéolaire  avec  alvéolite  à  

macrophages  spumeux  était  observé.  Chez  le  rat,  l’HP  a  été  induite  par  administration  d’une  

dose  unique  de  CP  de  350  mg/kg  ;;  l’HP  était  détectable  3  semaines  après  injection  de  l’agent  

alkylant,  de  façon  plus  sévère  chez  les  femelles.  Les  anomalies  histopathologiques  dans  cette  

espèce   étaient   marquées   par   un   remodelage   sévère   des   petites   artères   pulmonaire   avec  

muscularisation   des  micro-­vaisseaux   et   hypertrophie   de   la   media   des   artères   pulmonaires  

plus  proximales.  Une  étude  de  la  toxicité  de  la  CP  sur  la  circulation  pulmonaire  des  rats  après  

fractionnement  des  doses  de  CP  a  permis  de  définir   le  caractère  dose-­dépendante  de   l’HP.  

L’élévation   des   facteurs   de   croissance   vasculaire,   ainsi   que   des  marqueurs   de   dysfonction  

endothéliale  (comme  E-­sélectine  et  vWF)  et  du  peptide  natriourétique  de  type  B  a  aussi  été  

identifiée.  Chez  le  lapin,  trois  injections  de  CP  étaient  capables  de  produire  une  HP  modérée.  

Les   lésions   histologiques   étaient  marquées   par   l’épaississement   de   la  média   et   de   l’intima  

des   petites   artères   pulmonaires,   les   anomalies   des   micro-­vaisseaux   et   la   fibrose   avec  

inflammation  à  éosinophiles  des  veines  pulmonaires.    L’HP  induite  par  administration  de  CP  

dans  cette  espèce  était  caractérisée  par  l’élévation  des  niveaux  sériques  de  l’endothéline-­1.  

La   mitomycine   C   est   une   substance   avec   effet   alkylant   extraite   de   Streptomices  
caespitosus,   utilisée   dans   les   protocoles   thérapeutiques   des   cancers   colorectaux,   de  
l’estomac,  du  pancréas,  du  sein  et  de  la  vessie.  Ce  médicament  est  potentiellement  impliqué  

dans   le  développement  de  cas  de  maladie  veno-­occlusive  chez   l’homme.  Chez   le  rat,  après  

injection  d’une  dose  de  4mg/kg,   la  mitomycine  C  produit   une  HP  avec  atteinte  des   veines  

pulmonaires.  Celles-­ci   sont   sévèrement   touchées  par   des   lésions   obstructives   caractérisées  
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par  une  augmentation  des  cellules  musculaires   lisses  et   l’apposition  de  composés  matriciels  

(Perros  et  al.,  2015).  

  

11.4  Le  modèle  d’hypoxique  chronique  
L’hypoxie   chronique   (10%   de   FiO2   ≤   3   semaines)   induit   également   le   développement  

d’une  HP  chez   les  mammifères.  Cependant,  une   importante  variation  entre  espèces  existe.  

Sur   le   plan   morphologique,   on   observe   une   muscularisation   exagérée   des   artérioles  

pulmonaires,  en  rapport  probablement  avec  une  prolifération  des  cellules  musculaires  lisses  

(Jones  et  al.,  2008)  des   lésions   inflammatoires  périvasculaires  et  un  épaississement  fibreux  

des   artères  pulmonaires  de  gros   calibre.   La   réponse  à   l’hypoxie   est   espèce  dépendante   et  

peu  aller  de   l’absence  de  remodelage  (espèces  non  répondeuses  :   lama,  chèvre,  cobaye)  à  

l’occlusion  complète  de  la  lumière  vasculaire  (espèces  hyper-­répondeuse  :  cochon,  veau).  Le  

rat   fait   partie   des   espèces   qui   répondent   de   manière   modérée   à   l’hypoxie   chronique.  

Généralement,  après  2  semaines  d’hypoxie,  chez  les  rats,  la  pression  moyenne  dans  l’artère  

pulmonaire  double  pour  atteindre   les  40  mmHg,  parallèlement  avec   les  modifications  du   lit  

vasculaire.   Une   hypertrophie   du   cœur   droit   peut   aussi   survenir,   sans   toutefois   progresser  

vers  la  défaillance  cardiaque.  Certains  types  de  rat  comme  les  «  fawn-­hooded  »  développent  
une  hypertension  pulmonaire  particulièrement  sévère  en  réponse  à   l’hypoxie,  qui  s’explique  

par  leurs  défaut  de  stockage  de  la  sérotonine  circulante  (Nagaoka  et  al.,  2006).  Cette  espèce  

de  rat  abrite  une  altération  du  fonctionnement  plaquettaire,  caractérisée  par  une  recapture  

en   sérotonine   altérée.   L’exposition   à   l’hypoxie   chez   la   souris   produit   un   remodelage  

vasculaire   beaucoup  moins   important   que   celui   observé   chez   les   rats   (Nozik-­Grayck   et   al.,  

2008).   Les   différences   de   réponses   à   l’hypoxie   chronique   entre   le   rat   et   la   souris   se  

retrouvent   d’un   point   de   vue   moléculaire   au   niveau   des   profils   d’expression   des   gènes  

spécifiques  induits  par  l’hypoxie  (Tada  et  al.,  2008).  Chez  le  rat,  l’hypoxie  induit  l’expression  

de  gènes  favorisant  la  prolifération  endothéliale  comme  l’ostéopontine,  le  FGF-­2,  le  PDGF  et  

la  résistance  à  l’apoptose  au  travers  de  l’induction  de  survivine,  de  BCL-­2,  l’activité  PI3K/Akt  

la  kinase  3-­phosphoinisitide  et  de  la  perte  de  molécules  pro-­apoptotiques  comme  Bax  ou  Bad  

(Dempsey  et  al.,  1996).  Le  principal   inconvénient  de  ce  modèle  est   lié  à   la   réversibilité  de  

l’HP  induite  par  l’hypoxie  chronique  et  au  coût  de  l’appareillage  nécessaire.  
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11.5  Le  modèle  Sugen  (SU-­5416)  +  hypoxie  chronique  (SuHx)    
  

Le   VEGF   est   un   facteur   de   croissance   essentiel   aux   cellules   endothéliales   et   donc   à  

l’homéostasie  vasculaire.  Chez  le  rat,  l’administration  du  Sugen  (ou  SU-­5416),  un  antagoniste  

des  récepteurs  au  VEGF,  avant  la  mise  en  hypoxie  (10%  O2)  pour  3  semaines  produit  une  HP  

irréversible   après   retour   en   condition   normoxique.   En   effet,   dès   la   remise   en   conditions  

normoxiques  des  animaux,   l’HP  progresse  et  une  oblitération  complète  des  petits  vaisseaux  

se  met  progressivement  en  place.  Chez  la  souris,  le  protocole  de  réalisation  du  modèle  SuHx  

est   différent   de   celle   utilisée   chez   le   rat.   L’administration   du   Sugen   est   hebdomadaire   au  

cours  des  3  semaines  d’exposition  à   l’hypoxie   (10%  O2)  et   les  animaux  sont  généralement  

étudiés  à  la  sortie  de  la  chambre  hypoxique  (Ciuclan  L  et  al.,  2011).  Chez  les  souris,  l’HP  est  

un  peu  plus  sévère  que  l’HP  hypoxique,  mais  reste  moins  sévère  que  l’HP  induite  chez  le  rat.    

Les  mécanismes  responsables  de  l’HP  dans  ce  modèle  sont  encore  obscurs.  Il  semblerait  

que  la  perte  de  vaisseaux  associée  à  l’augmentation  des  forces  hémodynamiques  au  niveau  

pulmonaire   soit   responsable   de   l’irréversibilité   de   la   maladie   chez   le   rat   (Taraseviciene-­

Stewart   et   al.,   2001).   Dans   cette   espèce,   les   aspects   histologiques   sont  marqués   par   des  

lésions   artérielles   particulièrement   impressionnantes,   secondaires   à   l’épaississement   de   la  

media  et  à   la  prolifération  endothéliale  (Figure  11).  Les   lésions  artérielles  néointimales  ne  
sont   pas   réversibles,   bien   que   l’administration   de   l’antagoniste   du   récepteur   B9972   et   la  

simvastatine  puissent  ralentir   la  progression  de  l’HP  induite  chez  le  rat.  Les  incovénients  de  

ce  modèle  sont   la  durée  de  l’expérimentation  qui  va  de  8  à  15  semaines  chez  le  rat  et  son  

coût.    

  
FIGURE  11  :  Aspect  morphologique  des  lésions  angioprolifératives  oblitérantes,  induites  

par  l’hypoxie  et  l’administration  de  SU-­5416/hypoxie  chez  le  rat.  Illustration  de  l’hypertrophie  
ventriculaire  droite  observée  dans  ces  3  modèles  expérimentaux  d’HP.  

Normoxie Hypoxie chronique Sugen + Hypoxie (SuHx) 
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HYPOTHESE  DE  TRAVAIL  :  
La  compréhension  des  modifications  structurelles  de  la  circulation  pulmonaire  et  
bronchique  dans  les  maladies  vasculaires  pulmonaires  devrait  permettre  une  
meilleure  connaissance  de  leurs  rôles  dans  ces  pathologies  et  faciliter  la  

recherche  de  nouvelles  stratégies  thérapeutiques.  
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OBJECTIFS  :  
Mon  travail  de  Doctorat  a  visé  non  seulement  à  caractériser  et  quantifier  les  altérations  
affectant  les  artères  et  veines  dans  la  HPPE  et  l’HTAP  chez  l’Homme  et  dans  les  
modèles  d’étude  de  ces  deux  pathologies,  mais  également  à  préciser  le  rôle  de  la  voie  

TGF-­β.  
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Mon   travail   de   thèse   a   débuté   par   une   revue   de   la   littérature   autour   de   la  

physiopathologie  de   l’HTAP  qui  est  encore   imparfaitement  connue.  Notre  travail  a  donc  été  

de   regrouper   et   de   discuter   les   récentes   découvertes   qui   nous   permettent   aujourd’hui   de  

mieux   comprendre   le   rôle   critique   joué   par   la   cellule   endothéliale   pulmonaire   et   ses  

communications  avec  les  autres  cellules  de  la  paroi  vasculaire  dans  l’HTAP.  

Comme   nous   l’avons   souligné   dans   ce   premier   travail,   plusieurs   mécanismes  

physiopathologiques   interviennent  dans   le  développement  et   la  progression  du   remodelage  

vasculaire  pulmonaire  HTAP  et   inclus  à  divers  degré  :   les  perturbations  de  communications  

cellulaires   qui   jouent   un   rôle   critique   aussi   bien   dans   l’inflammation   et   les   désordres  

immunitaires,  que  dans  l’accumulation  exagérée  de  cellules  vasculaires  pulmonaires  dans  la  

paroi  artérielle,  l’activation  excessive  de  certaines  voies  de  signalisation  liées  aux  facteurs  de  

croissance,   d’hormones,   de   cytokines,   de   chimiokines   et   de   facteurs   de   transcription.   De  

plus,   nous   avons   souligné   l’importance   jouée   par   les   facteurs   génétiques   et  

environnementaux  dans  la  prédisposition  à  ce  remodelage  vasculaire  pulmonaire  HTAP.  
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Résumé – L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) est un désordre cardiopulmo-
naire caractérisé par un remodelage structurel et fonctionnel progressif du lit vascu-
laire pulmonaire. Cet intense remodelage vasculaire pulmonaire est en grande partie
responsable de l’augmentation de la pression artérielle pulmonaire moyenne (PAPm),
provoquant un déclin fonctionnel progressif des patients HTAP malgré les différentes
options thérapeutiques actuellement disponibles. La physiopathologie de l’HTAP est
complexe et de multiples mécanismes de prédisposition et/ou de progression de ce
remodelage vasculaire pulmonaire aberrant dans l’HTAP ont été identifiés. Parmi ces
acteurs au centre du développement et de la progression de la maladie, les perturba-
tions de communications cellulaires jouent un rôle critique aussi bien dans l’inflam-
mation et la dysimmunité, que dans l’accumulation exagérée de cellules vasculaires
pulmonaires dans la paroi artérielle, l’activation excessive de certaines voies de si-
gnalisation liées aux facteurs de croissance, d’hormones, de cytokines, de chimiokines
et de facteurs de transcription. De plus, il est connu que plusieurs facteurs environ-
nementaux et génétiques, incluant entre autres les mutations avec perte de fonction
du gène codant pour le récepteur de la protéine morphogénétique osseuse de type II
(le gène BMPR2), peuvent prédisposer et/ou contribuer à la progression de l’HTAP.
Bien que ces dernières années, la connaissance et la compréhension des mécanismes
physiopathologiques complexes mis en jeu dans l’HTAP n’ont cessé de s’accrôıtre, à
un rythme qui continue à s’accélérer, il n’existe pas de traitement curatif pour lutter
contre l’HTAP. Dans cette revue, nous discuterons donc des récentes découvertes qui
nous permettent aujourd’hui de mieux comprendre le rôle critique joué par la cellule
endothéliale (CE) pulmonaire et ses communications cellulaires dans l’HTAP et qui
pourraient ouvrir la voie à l’élaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Mots clés : Hypertension pulmonaire / dysfonction endothéliale / remodelage vasculaire pulmo-
naire / communication cellulaire / cible thérapeutique

Abstract – Towards new targets for the treatment of pulmonary arterial hypertension:
Importance of cell-cell communications.

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a disorder in which mechanical obstruction
of the pulmonary vascular bed is largely responsible for the rise in mean pulmonary
arterial pressure (mPAP), resulting in a progressive functional decline despite current
available therapeutic options. There are multiple mechanisms predisposing to and/or
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promoting the aberrant pulmonary vascular remodeling in PAH, and these involve
not only altered crosstalk between cells within the vascular wall but also sustained
inflammation and dysimmunity, cell accumulation in the vascular wall and excessive
activation of some growth factor-stimulated signaling pathways, in addition to the
interaction of systemic hormones, local growth factors, cytokines, and transcription
factors. Heterozygous germline mutations in the bone morphogenetic protein recep-
tor, type-2 (BMPR2) gene, a gene encoding a receptor for the transforming growth
factor (TGF)-β superfamily, can predispose to the disease. Although the spectrum of
therapeutic options for PAH has expanded in the last 20 years, available therapies
remain essentially palliative. Over the past decade, however, a better understanding
of key regulators of this irreversible remodeling of the pulmonary vasculature has been
obtained. New and more effective approaches are likely to emerge. The present article
profiles the innovative research into novel pathways and therapeutic targets that may
lead to the development of targeted agents in PAH.

Key words: Pulmonary hypertension / endothelial dysfunction / pulmonary vascular remodeling /
cellular crosstalk / translational targets

Abréviations

5-HT sérotonine

Ang-II angiotensine-II

CE cellule endothéliale

CML cellule musculaire lisse

ET-1 endothéline-1

FGF-2 fibroblast growth factor-2

HP hypertension pulmonaire

HTAP hypertension artérielle pulmonaire

HTAPi HTAP idiopathique

HTAPh HTAP héritable

IL interleukine

MCP-1 monocyte chemotactic protein 1

MEC matrice extracellulaire

MIF macrophage migration inhibitory factor

MMP métalloprotéase matricielle

BMPR2 bone morphogenic protein type 2 receptor

PAPm pression artérielle pulmonaire moyenne

PDK pyruvate déshydrogénase kinase

RVP résistance vasculaire pulmonaire

TASK-1 tandem-pore acid-sensing potassium channel-1

TGF tumour growth factor

TNF tumour necrosis factor

1 Introduction

L’hypertension pulmonaire (ou HP) se définit par une
élévation permanente de la pression sanguine dans la
circulation pulmonaire au delà de 25 mmHg au repos
(la normale est de 14 ± 3 mmHg), menant à l’insuffi-
sance cardiaque droite. Il existe une classification des
HP qui a pour objectif d’identifier des catégories de
pathologies présentant des similitudes physiopatholo-
giques, cliniques et de prise en charge thérapeutique
(Simonneau et al., 2013 ; Galiè et al., 2015). Cette

classification distingue ainsi cinq grandes catégories
d’HP : l’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP)
(Groupe 1), l’hypertension pulmonaire due à une
maladie du cœur gauche (Groupe 2), l’hypertension
pulmonaire due à une pathologie respiratoire chro-
nique et/ou à une hypoxémie chronique (Groupe 3),
l’hypertension pulmonaire post-embolique chronique
(Groupe 4) et l’hypertension pulmonaire due à des
mécanismes multifactoriels ou incertains (Groupe 5).

Le terme �� hypertension artérielle pulmonaire ��

(HTAP, Groupe 1) regroupe un ensemble de désordres
cardio-pulmonaires caractérisé par un remodelage obs-
tructif des artères pulmonaires distales de petit ca-
libre (≤500 μm), conduisant directement à l’aug-
mentation progressive et anormale des résistances
vasculaires pulmonaires (RVP) et éventuellement à
une défaillance ventriculaire droite. L’échographie car-
diaque permet le dépistage de l’HTAP, cependant,
seul le cathétérisme cardiaque droit (et donc in-
vasif) permet de poser le diagnostic sur la base
d’une pression artérielle pulmonaire moyenne (PAPm)
supérieure ou égale à 25 mmHg au repos et une pres-
sion artérielle pulmonaire d’occlusion inférieure ou
égale à 15 mmHg, éliminant le diagnostic d’une car-
diopathie gauche. L’HTAP peut être : (1) idiopathique
(HTAPi) en l’absence de facteurs de risque connus
ou associés ; (2) héritable, liée soit à des mutations
du gène BMPR2 (Deng et al., 2000 ; International
PPH Consortium, 2000) ou d’autres gènes (Chaouat
et al., 2004 ; Austin et al., 2012 ; Drake et al., 2013 ;
Eyries et al., 2014) ; (3) associée à diverses maladies
(connectivites, cardiopathies congénitales, infections
par le virus de l’immunodéficience humaine, etc.) ; (4)
ou encore associée à l’utilisation de drogues ou de
certains médicaments (anorexigènes, dasatinib, etc.)
(Simonneau et al., 2013 ; Seferian et al., 2013). Le pro-
nostic de l’HTAP reste effroyable avec une médiane
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de survie de l’ordre de 2,8 ans en l’absence de trai-
tements spécifiques (Humbert et al., 2010a, 2010b).
Dans la majorité des cas, la maladie est progressive
avec une phase initiale asymptomatique caractérisée
par une augmentation de la réactivité et du remo-
delage des artérioles pulmonaires. Bien que la prise
en charge ait considérablement évolué ces dernières
années, il n’existe malheureusement aucun traitement
curatif connu à ce jour (O’Callaghan et al., 2011 ; Galiè
et al., 2015). Néanmoins, les thérapies actuelles per-
mettent de ralentir nettement la progression de la ma-
ladie et/ou d’améliorer le bien-être des patients. En
cas d’échappement thérapeutique, la transplantation
cardio-pulmonaire ou bi-pulmonaire est alors la seule
alternative avec un taux de 50 % de survie à 5 ans
(Fadel et al., 2010).

Le remodelage vasculaire pulmonaire est un
mécanisme pathologique caractéristique clé de
l’HTAP, conduisant au déclin fonctionnel progressif
des patients HTAP malgré l’utilisation des trai-
tements actuels. En effet, même si les différentes
formes d’HTAP font intervenir différents mécanismes
pathologiques, de nombreuses évidences suggèrent
fortement qu’un seul et unique dénominateur commun
est responsable des altérations de communications
entre les différentes cellules composant la structure
du lit vasculaire pulmonaire (telles que les cellules
endothéliales (CE), les cellules musculaires lisses
(CML), les péricytes et les fibroblastes) et entretient
la dérégulation de la composante inflammatoire
(Guignabert et al. 2013a, 2015 ; Huertas et al. 2014).
En effet, de récentes découvertes soulignent le rôle
central joué par les altérations de communications
entre les CE et les autres types cellulaires constituant
la paroi des artérioles pulmonaires (CML, péricytes et
fibroblastes) dans le développement et la progression
de l’HTAP.

Dans cette revue, nous discuterons des avancées
récentes qui nous permettent aujourd’hui de mieux
comprendre le rôle critique joué par la CE pulmonaire
et ses communications cellulaires dans l’HTAP et qui
pourraient ouvrir la voie à l’élaboration de nouvelles
stratégies thérapeutiques.

2 Mécanismes moléculaires et cellulaires
contribuant au développement
et à la progression de l’HTAP

L’HTAP est caractérisée par plusieurs anomalies
structurelles et fonctionnelles des petites artères pul-
monaires (Voelkel & Tuder, 1995, 1997 ; Rubin,
1999 ; Humbert et al., 2004 ; Mandegar et al.,
2004 ; Rabinovitch, 2005, 2008 ; Morrell et al., 2009 ;
Guignabert et al., 2013a, 2013b). Parmi celles-ci

on observe tout d’abord la raréfaction et la néo-
muscularisation des artérioles pré-capillaires distales
de petit diamètre, normalement non musculaires
jusque dans l’acinus respiratoire. Les mécanismes cel-
lulaires responsables de ce processus de muscularisa-
tion de cette partie des vaisseaux pulmonaires ne sont
pas complètement élucidés, mais l’une des hypothèses
possibles est la prolifération des CML des artères pul-
monaires préexistantes ou encore leur différenciation
à partir de cellules progénitrices résidentes, dont les
péricytes (Meyrick & Reid, 1980 ; Guignabert et al.,
2013a, 2015 ; Ricard et al., 2014 ; Sheikh et al. 2015).
De plus, les vaisseaux de plus gros calibre, entre 100
et 500 μm, sont également touchés par l’hypertrophie
médiale et adventitielle. L’épaississement de la paroi
de ces artères pulmonaires a été attribué à la pro-
lifération et à la migration anormale des CML exis-
tantes, ou à leur différenciation à partir d’une popu-
lation de cellules progénitrices ou de fibrocytes (Davie
et al., 2004 ; Ricard et al., 2014 ; Guignabert et al.,
2015) ou encore de CE qui sont capables d’acquérir
le phénotype de CML par un processus de trans-
différenciation (Frid et al., 2002 ; Arciniegas et al.,
2007 ; Qiao et al., 2014 ; Good et al., 2015 ; Ranchoux
et al., 2015). D’autre part, on retrouve également la
formation de lésions néo-intimales, qui se traduit par
la mise en place d’une couche cellulaire additionnelle
constituée de myofibroblastes, par l’accumulation de
composés de la matrice extracellulaire (MEC) et d’in-
filtrats inflammatoires entre l’endothélium et la limi-
tante élastique interne. Ces lésions néo-intimales pour-
raient contribuer à la formation de lésions plexiformes
(aspect en �� bulbe d’oignon ��), dernier stade du re-
modelage vasculaire, plus ou moins caractéristique de
l’HTAPi et héritable. Ces lésions sont formées par une
prolifération exubérante de CE, CML et de myofi-
broblastes, formant des canaux microvasculaires en-
doluminaux dans une matrice oblitérante riche en
collagène (Bjornsson & Edwards, 1985 ; Guignabert
et al., 2013b). Bien que nous ignorions à l’heure ac-
tuelle s’il existe un mécanisme pathogène unique à
l’HTAP, plusieurs avancées récentes soulignent clai-
rement le rôle critique joué par les perturbations de
communications entre les CE et les autres types cel-
lulaires de la paroi des artères pulmonaires, l’inflam-
mation, les perturbations du métabolisme énergétique
et des voies de l’apoptose, l’activation exagérée ou la
déficience de certaines voies de signalisation notam-
ment celles des facteurs de croissance, d’hormones, de
certaines cytokines ou chimiokines ou encore de cer-
tains facteurs de transcription.

Les progrès récents réalisés dans le déchiffrage de
la physiopathologie de l’HTAP soulignent clairement
que les processus de développement et d’entretien de
ce remodelage vasculaire pulmonaire sont complexes
et multifactoriels. En effet, l’enclenchement et la
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Fig. 1. Concepts actuels des mécanismes moléculaires et cellulaires contribuant au développement et à la progression
de l’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP).

progression de ce processus nécessitent la présence de
plusieurs anomalies dans différentes composantes de
l’HTAP, représentées par la dysfonction endothéliale
pulmonaire, l’épaississement de la media et la compo-
sante inflammatoire (figure 1). Toutefois, l’identifica-
tion de ces anomalies et une meilleure compréhension
de leur importance physiopathologique dans l’HTAP
sont une condition préalable essentielle non seulement
à l’élucidation de la pathogénèse de l’HTAP, mais
également au développement de nouvelles stratégies
thérapeutiques.

3 Restauration de communications
cellulaires fonctionnelles au sein
des parois des artères pulmonaires

Plusieurs manifestations témoignent d’altérations
fonctionnelles des communications entre les cellules

vasculaires pulmonaires au sein des parois des artères
pulmonaires remodelées dans l’HTAP et de leurs
contributions au remodelage vasculaire obstructif
(Dewachter et al., 2006 ; Eddahibi et al., 2006 ; de
Man et al., 2012 ; Tu et al., 2011, 2012 ; Ricard et al.,
2014 ; Rabinovitch et al., 2014 ; Huertas et al., 2014,
2015, 2016 ; Freund-Michel et al., 2015 ; Guignabert
et al., 2015 ; Le Hiress et al., 2015). En effet, plusieurs
données cliniques et précliniques ont permis de mettre
en évidence le fait que l’endothélium pulmonaire dys-
fonctionnel dans l’HTAP est une source locale et anor-
male de divers facteurs agissant sur le contrôle de
la prolifération, la migration et la différenciation des
cellules vasculaires pulmonaires, comme le fibroblast
growth factor-2 (FGF-2), le platelet derived growth
factor (PDGF), la sérotonine (5-HT), l’endothéline-
1 (ET-1), l’angiotensine-II (Ang-II) et la leptine, mais
également de divers médiateurs pro-inflammatoires
comme l’interleukine (IL)-1, l’IL-6, le CCL2 et le
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Rôle clé de la communication endothéliale dans l’hypertension pulmonaire 69

Tableau 1. Cibles moléculaires actuelles prometteuses pour corriger les défauts des communications cellulaires dans les
parois remodelées des artères pulmonaires au cours de l’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP). 5-HT = sérotonine,
Akt = protein kinase B, Ang-II = angiotensine-II, BCL-2 = B-cell lymphoma 2, BCL-xL = B-cell lymphoma-extra large,
BMPR-II = bone morphogenetic protein receptor II, Ca2+ =calcium, CD = clusters de différenciation, EGF = epidermal
growth factor, ET-1 = endothéline-1, FGF-2 = fibroblast growth factor-2, GM-CSF = granulocyte-macrophage colony
stimulating factor, HIF = hypoxia inducible factor, IL = interleukine, JNK = c-Jun N-terminal kinase, KCNK3 = potas-
sium channel subfamily K member 3, Kv = voltage gated potassium channel, MCL-1 = myeloid cell leukemia sequence 1,
MIF = macrophage migration inhibitory factor, MMP = métalloproteinases de la matrice, mTOR = mammalian target of
rapamycin, NF-κB = nuclear factor-κB, NO = monoxyde d’azote, Nox = NADPH oxydase, Nrf2 = NF-Es-related factor
2, PDGF = platelet derived growth factor, PGI2 = prostacycline, ROCK = Rho-associated protein kinase, SERCA = sar-
coplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase, SOD = superoxide dismutase, TASK = TWIK-related acid-sensitive
K1 channel, TRPC = transient receptor potential canonical.

facteur MIF (pour macrophage migration inhibitory
factor) (Eddahibi et al., 2006 ; Tu et al., 2011 ; de
Man et al., 2012 ; Huertas et al., 2015 ; Le Hiress et al.,
2015). Ces anomalies sont associées également à l’ac-
quisition et au maintien d’un phénotype endothélial
dysfonctionnel qui se traduit par une prolifération
excessive et une résistance à l’induction d’apoptose
(Tu et al., 2011, 2012). Nous avons pu démontrer
qu’une boucle autocrine de production exagérée de
FGF-2 fait partie, entre autres, des mécanismes im-
pliqués dans ce phénotype endothélial aberrant, ex-
pliquant l’activité constitutive de la voie des mitogen
activated protein kinase (MAPK) et la surexpression
des deux facteurs anti-apoptotiques BCL-2 et BCL-
xL (Tu et al., 2011). Plusieurs autres anomalies in-
trinsèques dans les CE pulmonaires ont également
été décrites, dont la surexpression de la protéine
p130Cas qui explique les réponses amplifiées de ces
cellules aux facteurs de croissance (Tu et al., 2012),
mais aussi la présence de désordres métaboliques dont
une activation constitutive de l’hypoxia-inducible fac-
tor (HIF)-1α. Ces différents aspects de l’endothélium
dysfonctionnel HTAP vont retentir sur le comporte-
ment des autres cellules vasculaires pulmonaires, en

particulier sur les interactions entre CE et CML en
favorisant la contraction et la prolifération de ces
dernières, mais également sur les liens étroits entre
CE et péricytes pulmonaires et entre CE et cellules
inflammatoires (Eddahibi et al., 2006 ; Ricard et al.,
2014 ; Huertas et al., 2014, 2015) (Tableau 1).

Les productions exagérées d’ET-1, de 5-HT,
d’Ang-II, de FGF-2, de leptine, d’IL-6 et de MIF
contribuent, de manière locale, à la prolifération,
la survie et la migration exagérée des cellules vas-
culaires pulmonaires, et perturbent également leur
différentiation cellulaire. Ces anomalies vont donc
promouvoir l’accumulation cellulaire progressive au
sein des parois des artères pulmonaires et contri-
buer à l’augmentation progressive des RVP dans
l’HTAP. Sur la base de ces observations, plusieurs
travaux récents ont ainsi pu démontrer les effets
bénéfiques de différentes stratégies thérapeutiques ci-
blant ces facteurs dans les modèles expérimentaux
in vitro et in vivo d’étude de l’HTAP (Guignabert
et al., 2005, 2013a, 2015 ; Izikki et al., 2009 ; de
Man et al., 2012 ; Tu & Guignabert, 2013 ; Huertas
et al., 2015 ; Le Hiress et al., 2015). En 2014, notre
équipe de recherche a également démontré que les CE
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dysfonctionnelles des artères pulmonaires de patients
atteints d’HTAPi participent, par l’intermédiaire de
leur production exagérée de FGF-2 et de l’IL-6, au
recouvrement exagéré des artères pulmonaires par
les cellules péricytaires (Ricard et al., 2014). Ce re-
crutement exagéré et anormal de péricytes autour
des artères pulmonaires dans l’HTAP représente une
source potentielle de cellules contractiles. En effet,
au travers de cette étude, nous avons pu démontrer
que le TGF-β1 (qui est présent en grande quan-
tité dans le lit vasculaire pulmonaire au cours de
l’HTAP) contribue à la différenciation des péricytes
pulmonaires humains en cellules contractiles de type
CML/myofibroblaste. De plus, la neutralisation du
FGF-2, de l’IL-6 et du TGF-β par l’intermédiaire
d’anticorps neutralisants permet de prévenir le recru-
tement et la différenciation de ces cellules (Ricard
et al., 2014). Il est donc clair que les communi-
cations cellulaires entre CE/CML et CE/péricytes
sont altérées au cours de l’HTAP et ce en faveur
d’un remodelage vasculaire pulmonaire avec une pro-
lifération exagérée des CML et des péricytes. De
manière intéressante, ces études montrent également
que la dysfonction endothéliale est à l’origine des
perturbations de ces communications intercellulaires,
et que celle-ci est sous la dépendance de facteurs
environnants et de certains désordres du système im-
munitaire (Rabinovitch et al., 2014 ; Huertas et al.,
2014). Effectivement, de récentes évidences cliniques
et précliniques soutiennent également que ce remo-
delage vasculaire pulmonaire associé à l’HTAP pour-
rait être ralenti voire corrigé par l’utilisation d’agents
anti-inflammatoires spécifiques (Huertas et al., 2014 ;
Rabinovitch et al., 2014). Il a pu être mis en évidence
que le nombre de cellules immunitaires, qui s’accu-
mulent au niveau péri-vasculaire, est en corrélation
directe avec l’épaississement de la paroi artérielle
des artères remodelées HTAP (Stacher et al., 2012).
De plus, une conjonction entre des niveaux circu-
lants anormalement élevés de diverses cytokines et
chimiokines (comme l’interleukine (IL)-1β, IL-6, IL-
8, le CCL2, CCL5, CX3CL1 et le tumour necro-
sis factor (TNF)-α) et un mauvais pronostic ont pu
être constaté dans différentes études. Ces observa-
tions ont même permis d’identifier lesquels, parmi ces
médiateurs inflammatoires tels que l’IL-1β, le TNF-α
et l’IL-6, étaient corrélés à la survie des patients HTAP
(Cracowski et al., 2014). De manière intéressante, l’IL-
1β et le TNF-α sont connus pour faciliter l’accumu-
lation de composés de la MEC comme le dépôt de fi-
bronectine, tandis que l’IL-6 est connue pour faciliter
la prolifération de CML d’artères pulmonaires (Savale
et al., 2009 ; Courboulin et al., 2011).

Cependant des travaux de recherche supplémen-
taires sont nécessaires pour mieux déchiffrer ces
modes de communication cellulaire entre CE/CML,

CE/péricytes et CE/cellules inflammatoires, afin de
mettre en place des traitements plus adaptés pour
lutter contre ce remodelage vasculaire pulmonaire
dans l’HTAP. Cette meilleure connaissance devrait
permettre le développement de nouvelles stratégies
thérapeutiques. Récemment, notre laboratoire a pu
montrer que le CD74 endothélial et son ligand MIF
sont deux acteurs importants au carrefour de l’inflam-
mation et de la dysfonction endothéliale dans la pa-
thogénèse de l’HTAP. En effet, les données présentées
dans une récente étude révèlent que les CE pul-
monaires de patients atteints d’HTAPi présentent
une signature pro-inflammatoire très marquée in
situ (Le Hiress et al., 2015). Notamment, nous
avons pu démontrer que l’endothélium pulmonaire
HTAP produit et sécrète un certain nombre de cy-
tokines pro-inflammatoires (telles que IL-1α, IL-6,
IL-8, IL-12, MCP-1) et qu’il exprime de manière
exagérée diverses protéines impliquées dans le re-
crutement et l’adhésion des leucocytes, comme la
E-sélectine, la molécule d’adhésion intercellulaire
(ICAM)-1, la P-sélectine et la molécule d’adhésion
vasculaire (VCAM)-1 (Le Hiress et al., 2015). De plus,
nous avons pu démontrer qu’une activation de la voie
de signalisation endothéliale liée au CD74 peut contri-
buer à ce phénotype pro-inflammatoire des CE pulmo-
naires HTAP. En effet, le facteur MIF est une cytokine
pro-inflammatoire en amont de la cascade immuno-
inflammatoire, qui peut réguler des gènes cruciaux im-
pliqués dans la prolifération, la survie cellulaire et la
synthèse de divers médiateurs inflammatoires (cyto-
kines, chimiokines et molécules d’adhésion) en se liant
à son récepteur endothélial CD74. L’activation de cet
axe MIF/CD74 est connue également pour jouer un
rôle important dans le développement et l’initiation de
diverses maladies associées à une inflammation chro-
nique ou à une composante auto-immune, mais aussi
dans divers cancers incluant le cancer de la prostate,
l’adénocarcinome pulmonaire et l’athérosclérose. Dans
les CE, la fixation de MIF ou du D-DT (D-dopachrome
tautomérase appelé également MIF-2) au CD74 est
connue pour induire la prolifération et la survie cellu-
laire grâce au recrutement du co-récepteur CD44 qui
lie Src et c-Met et active les voies PI3K/Akt, NF-κB
et MAPK/ERK, ainsi qu’à l’expression de molécules
d’adhésion, cytokines ou chimiokines via l’activation
de NF-κB. De plus, MIF peut se fixer aux récepteurs
des chimiokines CXCR2 et CXCR4 (Schober et al.,
2008) et ainsi conduire à la prolifération des CML
d’artères pulmonaires en conditions hypoxiques (Bern-
hagen et al., 2007 ; Zhang B. et al., 2012a, 2012b ;
Zhang Y. et al., 2012). Enfin, notre laboratoire a
démontré que l’inhibition de la sécrétion de leptine par
l’endothélium pulmonaire dysfonctionnel HTAP pou-
vait également représenter une stratégie thérapeutique
prometteuse, corrigeant à la fois la prolifération des
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CML d’artères pulmonaires et la fonction des lympho-
cytes T régulateurs dans les modèles expérimentaux
de l’HTAP (Huertas et al., 2015).

4 Correction de l’immunopathologie
associée à l’HTAP

Au cours des deux dernières décennies, l’accumulation
des connaissances autour du rôle de l’inflammation as-
sociée à l’HTAP est passée d’une curiosité histopatho-
logique à un mécanisme pathogénique clé qui pourrait
être préjudiciable à la fois en termes de susceptibi-
lité à la maladie et de développement du remodelage
vasculaire pulmonaire.

L’inflammation est définie comme une série com-
plexe d’interactions entre les facteurs solubles et les
cellules qui peuvent participer à une réponse trauma-
tique, infectieuse, post-ischémique, auto-immune ou
liée à un accident toxique. Dans l’HTAP expérimentale
et humaine, il est bien reconnu que les médiateurs in-
flammatoires et les cellules immunes sont impliqués
dans le développement et la progression de la ma-
ladie (Huertas et al., 2014). En effet, sur un plan
histopathologique, les lésions vasculaires pulmonaires
survenant chez les patients atteints d’HTAP, ainsi
que dans des modèles animaux d’hypertension pulmo-
naire, sont caractérisées par des infiltrats inflamma-
toires périvasculaires plus ou moins importants, com-
prenant des lymphocytes T et B, des macrophages,
des cellules dendritiques et des cellules mastocytaires.
Récemment, le score d’infiltrat périvasculaire a pu être
corrélé au degré d’épaississement de la média + adven-
tice, évoquant un rôle de l’inflammation périvasculaire
dans les processus de remodelage vasculaire pulmo-
naire (Stacher et al., 2012). De plus, les patients
HTAP ont des niveaux sériques élevés de cytokines,
y compris des IL-1-β, IL-6 et IL-8 (Humbert et al.,
1995 ; Montani et al., 2011 ; Soon et al., 2010) et
de chimiokines telles que la CCL2 (Sanchez et al.,
2007), CCL5 et CXC3CL1 (Balabanian et al., 2002 ;
Dorfmüller et al., 2002). Ces données suggèrent que
les niveaux accrus de ces médiateurs sont communs
à la pathologie en soi et ne sont pas limités à un
sous-type particulier. En plus de ces facteurs circu-
lants, des cellules immunitaires telles que les cellules
dendritiques, les lymphocytes B et T et/ou des fibro-
cytes sont recrutés au niveau des vaisseaux remodelés
(Rabinovitch et al., 2014 ; Huertas et al., 2014). De
plus, des altérations fonctionnelles de certaines popu-
lations de lymphocytes T et de cellules NK (�� Na-
tural Killer ��) ont été décrites dans l’HTAP ainsi que
dans la maladie veino-occlusive pulmonaire (Ormiston
et al., 2012 ; Perros et al., 2013). Des travaux de notre
laboratoire ont également montré la présence de struc-
tures lymphöıdes tertiaires dans les poumons des pa-

tients HTAP, un élément caractéristique de processus
auto-immuns.

Malgré les nombreuses données suggérant un rôle
de l’inflammation dans la pathogenèse de l’HTAP, les
mécanismes mis en jeu restent obscurs. Toutefois, le
lien fonctionnel entre inflammation et métabolisme
cellulaire pourrait expliquer, au moins en partie, l’im-
portance de cette composante inflammatoire pour
l’enclenchement et le maintien de ce remodelage vas-
culaire pulmonaire dans l’HTAP. Grâce à l’utilisa-
tion de plusieurs stratégies, les effets bénéfiques de
la restitution d’un métabolisme oxydatif vis-à-vis du
développement et de la progression de l’hypertension
pulmonaire expérimentale ont pu être démontrés : (1)
au travers de l’utilisation du dichloroacétate (DCA),
un inhibiteur de la pyruvate déshydrogénase kinase
mitochondriale (PDK) (Michelakis et al., 2002 ; Mc-
Murtry et al., 2004 ; Bonnet et al., 2006 ; Guignabert
et al., 2009 ; Huertas et al., 2015). La PDK inhibe la
pyruvate déshydrogénase (PDH) qui est l’enzyme res-
ponsable de l’oxydation du pyruvate en acétyl-CoA,
qui initie la phosphorylation oxydative par le cycle
de Krebs ; (2) par inhibition de l’oxydation aérobie
des acides gras (effet �� Randle ��), qui est connu pour
bloquer la phosphorylation oxydative par le cycle de
Krebs. La prévention de ce shift métabolique semble
être prometteuse pour prévenir le développement de
la maladie mais requiert plus de travaux avant de
pouvoir être testée chez l’Homme. En dehors du lien
fonctionnel entre inflammation et métabolisme cellu-
laire, de récentes découvertes ont également démontré
l’importance de l’activation des voies de signalisation
du GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony Stimu-
lating Factor) et du leukotriène B4 (LBT4) dans le
remodelage vasculaire pulmonaire associé à l’HTAP
(Tian et al., 2013 ; Sawada et al., 2014). En effet,
un rôle direct des macrophages alvéolaires dans l’en-
clenchement et le maintien du remodelage des parois
artérielles dans l’HTAP et dans l’hypertension porto-
pulmonaire a pu être mis en évidence (Thenappan
et al., 2011 ; Tian et al., 2013). De plus, notre la-
boratoire a démontré le rôle clé joué par la leptine
et son récepteur ObR dans l’inactivation des lympho-
cytes T régulateurs (Huertas et al., 2012, 2015, 2016).
Cependant, étant donné la complexité de ces processus
biologiques, une meilleure compréhension de l’immu-
nopathologie de l’HTAP est une condition préalable au
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques
(Huertas et al., 2014 ; Rabinovitch et al., 2014). Ac-
tuellement, un essai clinique de phase II dans l’HTAP
associée à une sclérodermie systémique est en cours
pour l’évaluation thérapeutique du Rituximab, un an-
ticorps monoclonal dirigé contre la protéine CD20
présente à la surface des lymphocytes B (Clinical-
Trials.gov Identifier : NCT01086540).
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5 Restauration de la balance entre
synthèse et dégradation de composés
de la matrice extracellulaire (MEC)

Des modifications qualitatives et quantitatives de la
MEC contribuent également au remodelage obstruc-
tif des artères pulmonaires dans l’HTAP, en créant
un environnement favorable à la prolifération, à la
survie et à la migration cellulaire. Dans l’HTAP, les
CE pulmonaires expriment à des taux anormalement
élevés différents composants de la MEC tels que la
ténascine, la laminine, la fibronectine et l’élastine,
révélant des défauts de la balance entre la produc-
tion et la dégradation de la MEC dans la paroi vas-
culaire (Rabinovitch, 2001 ; Botto et al., 2006). De
plus, les CML des artères pulmonaires de patients
HTAP synthétisent également de manière accrue de
nombreux composés de la MEC, comme le collagène,
la ténascine et la fibronectine, et participent ainsi de
manière active au remodelage artériel pulmonaire de
la maladie (Jones & Rabinovitch, 1996 ; Jones et al.,
1997 ; Rabinovitch 2001 ; Ma et al., 2011 ; Wei et al.,
2012). En effet, la MEC constitue un réservoir très
important de facteurs de croissance et de cytokines
qui se retrouvent piégés temporairement avant d’être
relargués par suite de l’action de diverses protéases
comme les MMP et les élastases (Lepetit et al., 2005 ;
Kim et al., 2011 ; Kwapiszewska et al., 2012). La
libération de ces différentes molécules crée un microen-
vironnement tissulaire favorable promouvant la pro-
lifération, la survie et la migration des fibroblastes,
des CML et des CE environnantes (Jones et al., 1997 ;
Bendeck et al., 2000 ; Ma et al., 2011). Le remode-
lage de la MEC, ainsi que de la membrane basale,
par les protéases comme les MMP-2 et MMP-9 per-
met de supprimer la barrière physique qui sépare les
cellules de tout ce qui les entoure. Cette modification
de la MEC permet également de libérer de nombreuses
molécules séquestrées dans le lit vasculaire pulmonaire
et d’induire un certain nombre de signaux cellulaires
(Tu & Guignabert, 2003). Ce remodelage de la MEC
favorise également l’accessibilité de sites cryptiques
présents dans certains composés matriciels comme le
collagène, les laminines, l’élastine ou la fibronectine.
De plus, divers fragments de composés de la MEC
sont connus pour promouvoir directement la migra-
tion et l’accumulation cellulaire. Plusieurs protéases
remodèlent la MEC et certains de ces acteurs sont
anormalement abondants et/ou actifs dans l’HTAP.
En effet, plusieurs données révèlent des déséquilibres
de la balance protéolytique en faveur des activités
élastinolytiques (Kim et al., 2011), gélatinolytiques
(Lepetit et al., 2005) et collagénolytiques (Lepetit
et al., 2005 ; George et al., 2012). L’ensemble de ces ac-
tivités protéasiques exagérées est connu pour entrâıner
le clivage de plusieurs composés de la MEC comme

par exemple la laminine et la fibronectine, condui-
sant donc à une stimulation du remodelage vasculaire
(Duffy et al., 2002). De nombreux autres facteurs qui
sont présents dans la MEC sont ainsi libérés au cours
de son remodelage, comme par exemple, le FGF-2, le
TGF-β, la 5-HT (Rabinovitch et al., 2001 ; Ma et al.,
2011 ; Wei et al., 2012). Les inhibiteurs de l’élastase,
comme l’élafin, ont montré une réelle efficacité contre
la progression de l’HP dans les modèles animaux (Co-
wan et al., 2000). De manière similaire, des effets
bénéfiques des inhibiteurs des MMP ont été retrouvés
dans le modèle monocrotaline (Vieillard-Baron et al.,
2003). Cependant, d’autres études sont clairement
nécessaires afin d’améliorer la compréhension du rôle
de ces molécules dans la progression de l’HTAP hu-
maine et expérimentale.

6 Restitution de l’expression et de la
signalisation du BMPR-II et de TASK-1

Des mutations germinales avec perte de fonction du
gène codant pour Bone Morphogenic Protein type 2
Receptor (BMPR2 ), un des membres de la famille des
récepteurs du TGF-β, sont retrouvées dans près de
58 à 74% des cas d’HTAP familiale, mais également
chez 3,5 à 40% des cas d’HTAPi (Evans et al., 2016).
Ces patients sont regroupés sous le terme d’HTAP
�� héritable �� (HTAPh). Les mutations BMPR2 sont
les plus fréquentes et sont transmises par mode au-
tosomique dominant, mais la pénétrance en est toute-
fois faible (environ 20–30%) (Larkin et al., 2012), c’est
pourquoi la majorité des sujets porteurs d’une muta-
tion ne développe jamais la maladie. Les patients at-
teints d’HTAPh liée aux mutations BMPR2 sont plus
jeunes et présentent une HTAP qui est souvent plus
sévère au moment du diagnostic et répondent plus ra-
rement aux vasodilatateurs en aigu par rapport aux
patients atteints d’HTAPi. De plus, la présence de
mutations BMPR2 est associée à un pronostic beau-
coup plus sombre (Humbert et al., 2006, 2010a, 2010b ;
Evans et al., 2016). Etant donné que la présence de
mutations BMPR2 prédispose au développement de
l’HTAP, beaucoup de travaux de recherche récents
visent à élaborer des stratégies pour restituer l’expres-
sion et/ou l’activité BMPR-II à la surface des cellules
vasculaires pulmonaires (Morrell et al., 2016). Parmi
ces différentes stratégies, nous retrouvons l’ataluren
aussi connu sous le nom de PTC124, utilisé dans la
dystrophie musculaire de Duchenne. L’ataluren per-
met au système ribosomal de traduction de l’ARNm
en protéine de passer outre les signaux de terminai-
son illicites liés à des mutations non-sens et pourrait
donc représenter un réel espoir thérapeutique pour
les patients HTAPh porteurs de mutation BMPR2
non-sens (Drake et al., 2013). D’autre part, des
stratégies ciblant l’amélioration de la maturation et
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de l’adressage du BMPR-II à la surface membranaire
(Sobolewski et al., 2008) ou empêchant sa dégradation
pourraient être également envisagées (Dunmore et al.,
2013). Récemment, l’administration de protéine re-
combinante BMP-9, un ligand du BMPR-II, ainsi que
l’utilisation de tacrolimus (connu également sous le
code FK506) ont aussi été démontrées comme efficaces
pour restituer l’expression et l’activité BMPR-II à la
surface des cellules vasculaires pulmonaires in vitro et
in vivo dans l’HP expérimentale (Spiekerkoetter et al.,
2013 ; Long et al., 2015). Bien que ces approches res-
tent encore au stade expérimental, ces travaux sont
prometteurs et ont permis de mettre en lumière cer-
tains outils et stratégies expérimentales efficaces pour
restaurer l’expression/activité du BMPR-II. Actuelle-
ment, ces études servent de base à plusieurs travaux de
recherche, ce qui permettra de transférer ces connais-
sances vers la clinique.

En 2013, une étude génétique menée sur plu-
sieurs patients présentant une HTAP sans mutations
connues a révélé la présence de mutations avec perte
de fonction du gène KCNK3 codant pour le canal
potassique 3 (TASK-1 pour tandem-pore acid-sensing
potassium channel-1 ) de la sous famille des canaux
à deux domaines P, appelés canaux K2P (Ma et al.,
2013). Le principal rôle des canaux TASK-1 est de
participer au maintien du potentiel membranaire de
repos de nombreux types de cellules, incluant les
CML des artères pulmonaires et de réguler la relaxa-
tion artérielle (Patel et al., 1999). Comme pour le
BMPR-II, des tactiques visant à rétablir l’expression
et l’activité de ces canaux TASK-1 pourraient servir
de base à de nouvelles stratégies thérapeutiques pour
lutter contre l’HTAP (Ma et al., 2013 ; Antigny et al.,
2016).

7 Conclusions

Nos connaissances de la physiopathologie de l’HTAP
ne cessent de s’enrichir, à un rythme qui conti-
nue à s’accélérer et mettent en lumière le rôle im-
portant joué par les perturbations des communi-
cations cellulaires entre CE/CML, CE/péricytes et
CE/cellules inflammatoires. Une compréhension plus
fine des mécanismes à l’origine de ces anomalies et
une meilleure connaissance des échanges intercellu-
laires devraient permettre de mieux mâıtriser cette
pathologie.
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L’hypertension   pulmonaire   secondaire   à   la   maladie   thromboembolique   chronique  

(HPPE)  est   le  résultat  de  l’obstruction  des  artères  pulmonaires  par  la  persistance  de  lésions  

thromboemboliques,   se   produisant   dans   des   sites   de   thrombose   veineuse.   Un   deuxième  

mécanisme   physiopathologique   récemment   proposé,   afin   d’expliquer   l’hypertension  

pulmonaire   chez   les   patients   n’ayant   pas   eu   d’histoire   d’embolie   pulmonaire,   attribut    

l’origine   des   lésions   obstructives   à   des   thromboses   se   produisant   initialement   dans   les  

artères   pulmonaires   intra-­parenchymateuses.   L’abord   chirurgical   constitue   l’attitude  

thérapeutique  de  choix  pour  cette  forme  particulière  d’hypertension  pulmonaire,  avec  de  très  

bons   résultats.   Toutefois,   une   proportion   très   limitée   de   patients,   ne   tire   pas   profit   de  

l’endartériectomie   pulmonaire,   avec   persistance   de   l’hypertension   après   intervention.   Dans  

notre   travail,   on   a   rétrospectivement   analysé   l’histologie   de   neuf   patients   présentant   une  

hypertension   pulmonaire   post   embolique   réfractaire   à   l’endartériectomie   pulmonaire   et   de  

huit   patients   jugés   non   opérables,   en   raison   de   lésions   artérielles   non   accessibles   à   la  

chirurgie.    

Dans   ce   deuxième   travail   de   thèse,   nous   avons   analysé   et   mis   en   évidence   un  

remodelage  des  petits  vaisseaux  pulmonaires   touchant   les  artérioles,   les  veines  septales  et  

les   venules   pré-­septales   et   des   capillaires,   mais   aussi   des   artères   bronchiques,   qui  

apparaissaient  dilatées  et  à   la  paroi  épaissie  par  une  hypertrophie  des  cellules  musculaires  

lisses.  Ces  altérations  structurelles  de   la  circulation  pulmonaire  ont  été  également  étudiées  

dans   un   modèle   porcin   de   la   maladie.   L’injection   sélective   d’encre   dans   le   système  

circulatoire  veineux  pulmonaire  et  bronchique  a  permis  d’identifier  un  remodelage  des  petits  

vaisseaux  pulmonaires,  mais  aussi  l’existence  de  connections  entre  la  circulation  bronchique  
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et   pulmonaire   que   ce   soit   chez   les   patients   transplantés,   ou   dans   le  modèle   porcin   de   la  

maladie.   Nous   avons   également   démontré   que   ces   modifications   affectent   surtout   le   lit  

vasculaire   post   capillaire   et   que   corrèlent   au   remodelage   de   la   circulation   systémique   au  

travers  des  connections  anastomotiques.    

Cette   étude   constitue   la   première   caractérisation,   des   anomalies   structurelles   post  

capillaires  pulmonaires  potentiellement  impliquées  dans  la  physiopathologie  de  l’hypertension  

pulmonaire  post  embolique.    
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ABSTRACT Limited numbers of operated patients with chronic thromboembolic pulmonary hyperten-

sion (CTEPH) are refractory to pulmonary endarterectomy (PEA) and experience persistent pulmonary

hypertension (PH).

We retrospectively assessed lung histology available from nine patients with persistent PH (ineffective

PEA (inPEA) group) and from eight patients transplanted for distal CTEPH inaccessible by PEA (noPEA

group). Microscopically observed peculiarities were compared with the histology of a recently developed

CTEPH model in piglets. Pre-interventional clinical/haemodynamic data and medical history of patients

from the inPEA and noPEA groups were collected and analysed.

Conspicuous remodelling of small pulmonary arteries/arterioles, septal veins and pre-septal venules,

including focal capillary haemangiomatosis, as well as pronounced hypertrophy and enlargement of

bronchial systemic vessels, were the predominant pattern in histology from both groups. Most findings were

reproduced in our porcine CTEPH model. Ink injection experiments unmasked abundant venular

involvement in so-called small vessel or microvascular disease, as well as post-capillary bronchopulmonary

shunting in human and experimental CTEPH.

Microvascular disease is partly due to post-capillary remodelling in human and experimental CTEPH and

appears to be related to bronchial-to-pulmonary venous shunting. Further studies are needed to clinically

assess the functional importance of this finding.
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Introduction
Chronic thromboembolic pulmonary hypertension (CTEPH) is a severe disease that is life threatening if

untreated [1]. CTEPH is represented in group four of the recent Nice Classification of Pulmonary

Hypertension (former Dana Point Classification) [2, 3]. The condition is probably underestimated, since

clinical symptoms may vary and are not specific for CTEPH [4]. It has been reported that 1–3.8% of acute

pulmonary embolism survivors develop CTEPH within 2 years of the first embolic event [5, 6].

Pulmonary endarterectomy (PEA) has replaced lung transplantation and is today the only curative

treatment for patients with CTEPH [7, 8]. However, only selected patients are eligible for PEA, depending

on surgical accessibility of thromboembolic residues and underlying comorbidities [9]. It is well established

that both obstruction of pulmonary arteries and secondary remodelling of small, peripheral pulmonary

vessels (known as small vessel disease) most likely contribute to elevated total pulmonary resistance (TPR)

[10, 11]. Hence, discrepancies between vascular obstruction as assessed by radiology and haemodynamic

severity are an important additional criterion for operability: patients with disproportionally high TPR

unexplained by the vascular obstruction have a higher post-operative mortality [11]. It has been speculated

that persistent pulmonary hypertension (PH) after PEA, which represents the main cause of post-operative

mortality, is partly due to remodelling of pulmonary microvessels inaccessible to surgical removal [12].

Our study addresses the role and importance of small vessel disease in CTEPH. To this purpose, we analysed

histological, clinical, haemodynamic and functional features of CTEPH patients with persistent PH after

PEA or heart-lung transplantation for inoperable CTEPH. In a proof-of-concept approach, observations

from human CTEPH histology were compared with histology of a porcine CTEPH model that has been

recently established in our institution [13, 14].

Materials and methods
Patients
We retrospectively reviewed clinical data and histological samples from 17 CTEPH patients that were

transplanted between 1994 and 2010 either after PEA and persistent PH (ineffective PEA (inPEA) group) or

because of primarily inoperable CTEPH (noPEA group). All CTEPH cases had been discussed pre-

operatively during interdisciplinary meetings in the presence of pulmonologists, thoracic surgeons and

radiologists, and the final decision regarding PEA feasibility had been reached by consensus. All inPEA

group patients had distal obstructive disease with high-level pulmonary resistance, but were considered to

be operable. However, PEA resulted in persistent PH with right heart failure. All but one patient had

cardiopulmonary assistance as a bridge to heart-lung transplantation in emergency. The noPEA group

patients were initially deemed inoperable and eventually listed for transplantation. Clinical data are shown

in table 1.

Histology of human samples
Lung samples from all patients were retrospectively analysed by conventional light microscopy. Lung tissue

was systematically sampled after lung transplantation (n516) or during autopsy (n51) and eventually

embedded in paraffin. 5-mm thick sections were stained with haematoxylin-eosin or haematoxylin-eosin-

saffron, the latter staining highlighting collagen/fibrotic areas in orange colour. Chosen samples were

submitted to elastin staining (Lannelongue quadrichrome staining: cytoplasm/smooth muscle in red, fibrin/

erythrocytes in magenta, collagen/fibrosis in blue, elastic fibres in black and nuclei in brown/black). Analysis

corresponded to a semiquantitative score-based evaluation using a prospectively designed evaluation sheet

with several histological items (tables 2 and 3). The resulting overall score of each item was not categorised,

but displayed as an absolute value. Since assessment of bronchial artery hypertrophy was only possible on a

few central lung samples, no sum was attributed to this item and results were expressed as the prevailing

primary semiquantitative evaluation (scores 0–III). For details, please refer to the online supplementary

material.

Ink injection procedure of one human CTEPH case and of the porcine CTEPH model
The lungs of one human CTEPH case, two CTEPH animals and one sham animal underwent an ex vivo ink

injection procedure in order to trace the origin of remodelled microvessels and to reveal possible shunting

between systemic and pulmonary vasculature. Briefly, green ink was injected into a main pulmonary vein at

hilus level, blue ink was injected into the bronchial arteries, either at lung hilus level (human lung) or into

the ostia at aortic level (porcine model). For details, please refer to the online supplementary material.

Porcine CTEPH model
We studied 10 Large White piglets weighing 21¡3 kg. The study complied with the Principles of

Laboratory Animal Care developed by the National Society for Medical Research and was approved by our
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local ethics committee on animal experiments. The piglets were randomly allocated to two groups of five

animals each. Post-embolic PH was induced during 10 weeks in the experimental CTEPH group as

previously described [13, 14]. For details, please refer to the online supplementary material.

Histology/morphometry of porcine samples
After sacrifice, the lungs of all animals were collected, submitted to gross dissection and histology

(haematoxylin-eosin-saffron staining), and eventually analysed by light microscopy. The left lung (ligation,

complete occlusion), the right lower lobe (partial, progressive occlusion) and the right upper lobe (non-

occluded territory) were defined and differentiated as histological areas of interest. Results were compared

to the left lung of sham-operated controls. Morphometric measurements were performed on one slide per

area of interest from every CTEPH animal and on one slide of the left lung from all sham animals. For

details, please refer to the online supplementary material.

Statistical analysis
Data are presented as mean¡SEM unless stated otherwise. Demographic and medical characteristics were

compared between groups using t-tests or Chi-squared tests depending on the variable type. Morphometric

data of piglet histology were compared using ANOVA one-way and Tukey post-test analysis. A difference

was considered significant when the p-value was ,0.05. Statistical analysis was performed using Graphpad

Prism 6 (Graphpad Software, San Diego, CA, USA).

Results
Demographic characteristics and medical history in CTEPH
All demographic characteristics of patients are shown in table 1. Both groups had similar characteristics

except the pre-operative New York Heart Association (NYHA) class and the medical history of implanted

cardiovascular device (ICD) use. Indeed, all patients were high-risk patients for surgery given the level of

pre-operative pulmonary resistance and the reduced 6-min walking distance (6MWD). Notably, the noPEA

TABLE 1 Clinical data of chronic thromboembolic pulmonary hypertension patients

inPEA noPEA p-value

Subjects n 9 8
Age years 47¡6 47¡2 NS

Sex M/F n 4/5 5/3 NS

Weight kg 63¡2 67¡2 NS

Height cm 170¡3.5 173¡2.4 NS

BMI kg?m-2 22¡0.8 22.46¡0.6 NS

Pulmonary embolism 5 (55) 3 (37.5) NS

DVT 3 (33) 2 (25) NS

ICD 4 (44) 0 0.02
NYHA II 0 0
NYHA III 7 (77) 1 (12.5) 0.01
NYHA IV 2 (23) 7 (87.5) 0.01
6MWD m 338¡32 331¡51 NS

FEV1 % predicted 77¡2.8 81¡3 NS

TLC % predicted 81¡2.2 90¡8 NS

DLCO % predicted 61.3¡5 69¡2 NS

DLCO/V9A 42.8¡15 59¡2 NS

CVP mmHg 10¡1.7 12¡2 NS

mPAP mmHg 54.8¡4 51.2¡1.9 NS

Cardiac index L?min-1?m-2 2.1¡0.13 2.2¡0.08 NS

TPR dyn?s?cm-5 1251¡157 1658¡429 NS

SvO2 % 53¡3.7 53.2¡3.4 NS

Data are presented as mean¡ SEM or n (%), unless otherwise stated. inPEA: ineffective pulmonary
endarterectomy; noPEA: inoperable chronic thromboembolic pulmonary hypertension; M: male; F: female;
BMI: body mass index; DVT: deep vein thrombosis; ICD: implanted cardiovascular device; NYHA: New York
Heart Association; 6MWD: 6-min walking distance; FEV1: forced expiratory volume in 1 s; TLC: total lung
capacity; DLCO: diffusing capacity of the lung for carbon monoxide; V9A: alveolar ventilation; CVP: central vein
pressure; mPAP: mean pulmonary artery pressure; TPR: total pulmonary resistance; SvO2: mixed venous
oxygen saturation; NS: nonsignificant.
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group included more NYHA class IV patients, while the inPEA group presented more patients with a risk

factor for ineffective surgical procedure (ICD use).

Clinical, haemodynamic and lung functional characteristics in human CTEPH
Results of NYHA functional class, 6MWD, pulmonary function tests and haemodynamic parameters are

shown in table 1.

Histological characteristics in human CTEPH
The score-based histological evaluation of lung samples from the inPEA and noPEA groups is summarised

in tables 2 and 3. The most prominent feature for both groups was the abundant presence of arterial

eccentric intimal fibrosis concerning the majority of pre-capillary vessels. Organised thrombotic lesions, or

so-called colander-like lesions, were frequently present. Intimal fibrosis of small pre-septal venules and

larger septal veins was commonly found, with seven out of nine cases displaying both in the inPEA group,

and all eight cases displaying both in the noPEA group. Interstitial remodelling with so-called pulmonary

capillary haemangiomatosis-like foci was present in all nine inPEA and in seven out of eight noPEA cases.

TABLE 2 Histology score for the inPEA group#

Patient ACIF AEIF MH RTL OTL PAI PCHL OED IAS VNF SVF PVI RI OI BAH

CC 0.1 2.2 0.7 0 0.2 0.5 0.7 0.8 0.5 1.1 1.1 0 0 0 II
TS 0.3 1.2 0.1 0 0.7 0 0.1 0.2 0.3 0 0.1 0 0.5 1 III
RF 0 1.5 0.4 0 0.7 0 0.4 0 0.3 0 0.7 0 0.4 0.3 II
FS 0 0.7 0.1 0 0.6 0 1.4 0.7 0.7 0.9 1.3 0 0.2 0 III
MY 0 0.3 1 0.4 0.7 0.6 0.5 0 0.6 2.2 0.6 1.8 0.4 0 III
LC 0.6 1.4 0 0 0.5 0.3 0.8 0 0.6 1 0.4 0.5 0.3 0 III
BS 0.3 2.6 0 0 0.4 0 0.5 0 0.5 2.6 2.3 0 0.8 0.8 II
LR 0 0.8 0 0.8 1.7 0.1 0.9 0 1.4 2.4 2.9 0.3 0.4 1.5 II
DA 0.4 2.3 0.3 0 1.4 0.4 0.2 0 0.2 2.2 2.1 0.9 0.2 0.6 III
Sum 1.7 13 2.6 1.2 6.4 1.9 5.5 1.7 5.1 12.4 11.5 3.5 3.2 4.2

inPEA: ineffective pulmonary endarterectomy; ACIF: arterial concentric intimal fibrosis; AEIF: arterial eccentric intimal fibrosis; MH: medial
hypertrophy; RTL: recent thrombotic lesion; OTL: organised thrombotic lesion; PAI: peri-arterial inflammation; PCHL: pulmonary capillary
haemangiomatosis-like foci; OED: oedema; IAS: intra-alveolar siderophages; VNF: venular fibrosis; SVF: septal vein fibrosis; PVI: peri-venular
inflammation; RI: recent infarctus; OI: organised infarctus; BAH: bronchial artery hypertrophy. The three items with the highest score (in bold) in
this patient group were AEIF, a histological sign of peripheral organised thromboembolism, VNF and SVF. BAH was only assessed on central
sections, when bronchial cartilage was present (three to eight slides per case for the inPEA group). Please refer to the extra material and methods
section in the online supplementary material for details. #: n59.

TABLE 3 Histology score for the noPEA group#

Patient ACIF AEIF MH RTL OTL PAI PCHL OED IAS VNF SVF PVI RI OI BAH

FA 0.6 1.9 0.3 0 0.7 0.2 1.4 0.3 1.7 2.1 1.2 0.4 0 0.2 II
GF 0 2.1 0.4 0 1.8 0 2 1.3 1.3 1.5 2.3 0 0 0 III
MM 0.8 1.2 0.6 0 0.9 0.2 0.3 0 0.1 0.6 0.6 0.4 0 0.3 II
VR 0 1.8 0.9 0 0.7 0.4 0.9 0.7 1 1.5 1.3 0.2 0 0.3 III
GJ 0 1.8 0.6 0.1 0.8 0 0 0.4 1.4 0.5 0.4 0.3 0.1 0.3 II
BE 0 2.6 0.5 0 1.3 0.1 1.5 0 1.4 1.5 0.9 1.2 0 0 II
SC 0.2 1.3 0.1 0.1 0.3 0 1.1 0.2 1 0.5 1.2 0.5 0.2 0.4 III
NJ 0.3 1.9 1 0.2 1.8 0 1.6 0.3 1.1 0.4 1 0 0.2 0.2 III
Sum 1.9 14.6 4.3 0.4 8.3 0.9 8.8 3.2 9 8.6 8.9 3 0.5 1.7

noPEA: inoperable chronic thromboembolic pulmonary hypertension; ACIF: arterial concentric intimal fibrosis; AEIF: arterial eccentric intimal
fibrosis; MH: medial hypertrophy; RTL: recent thrombotic lesion; OTL: organised thrombotic lesion; PAI: peri-arterial inflammation; PCHL:
pulmonary capillary haemangiomatosis-like foci; OED: oedema; IAS: intra-alveolar siderophages; VNF: venular fibrosis; SVF: septal vein fibrosis;
PVI: peri-venular inflammation; RI: recent infarctus; OI: organised infarctus; BAH: bronchial artery hypertrophy. The three items with the highest
score (in bold) in this patient group were AEIF, IAS and SVF. BAH was only assessed on central sections, when bronchial cartilage was present
(three to five slides per case for the noPEA group). Please refer to the extra material and methods section in the online supplementary material for
details. #: n58.
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All cases presented muscular hypertrophy and enlargement of systemic bronchial arteries and vasa vasorum

on samples from central lung areas. Typical histological findings are shown in figures 1–3.

Ink injection experiments in one patient from the inPEA group showed blue and green filling of peri-

bronchial systemic vessels and microvessels (fig. 4a) and highlighted direct connections between small

bronchial veins and pulmonary veins within lobular septa (fig. 4b). Mixed blue and green ink was observed

in peripheral pulmonary arteries of the muscular type displaying eccentric intimal fibrosis (fig. 4c), as well

as in recanalisation vessels within organised emboli of larger, elastic-type pulmonary arteries (fig. 4d).

Green ink was found in remodelled pulmonary veins within lobular septa (fig. 4e) and in pre-septal venules

(fig. 4f), as well as in remodelled microvessels, which proved to be post-capillary venules (fig. 4g and h).

Alveolar capillaries adjacent to green ink-filled microvessels lacked significant ink marks, excluding the

possibility of retrograde filling of pre-capillary arterioles.

Haemodynamic characteristics in experimental porcine CTEPH
Compared to sham animals, CTEPH animals had higher values for mean pulmonary artery pressure

(30.4¡3.5 versus 14¡1 mmHg; p50.001) and TPR (503¡45 versus 336¡21 dyn?s?cm-5; p50.01). The

haemodynamic results are summarised in table 4.

Histological characteristics of experimental CTEPH
Histological findings were similar in all five piglets of the CTEPH group. Compared with the sham group

and in addition to the previously described post-obstructive vasculopathy, as well as the remodelling of

muscular-type pulmonary arteries of unobstructed territories [13], animals of the CTEPH group displayed

severe remodelling of septal veins within the left lung and, to a lower extent, within the right lower lobe

(fig. 5a). Venous lesions included occlusive intimal fibrosis and arterialisation. Muscular remodelling of

microvessels (arterioles or venules ,50 mm in diameter) was present in decreasing proportions in CTEPH

left lungs and CTEPH right lower lobes, while absent in CTEPH right upper lobes and sham animals

(fig. 5b). Muscular hypertrophy and enlargement of bronchial arteries and vasa vasorum was impressive

and present in similarly decreasing proportions within the left lungs and right lower lobes of all CTEPH

animals, while right upper lobes and the lungs from sham animals did not display this pattern (fig. 5c).

After injection of green ink into hilar veins and of blue ink into bronchial arteries in two CTEPH animals

and one sham animal, we found that a significant proportion of remodelled/muscularised microvessels were

of venous origin (venules). Also, large remodelled/arterialised septal vessels (anatomically veins) filled with

green or with blue ink. Green pulmonary vein injection directly led to green filling of numerous bronchial

veins, in the absence of significant alveolar capillary filling, and suggested a shunt between systemic vessels

and septal pulmonary veins (fig. 6).

#
#

#

#

#
#

FIGURE 1 A lung sample of a patient suffering from chronic thromboembolic pulmonary hypertension (ineffective
pulmonary endarterectomy group), stained with haematoxylin-eosin. A prominent, organised and partially re-
permeabilised thromboembolic lesion of a larger pulmonary artery is shown. The adjacent systemic vasa vasorum are
numerous and show ectasia and hypertrophy (centre, #). Also, note the thickening of the alveolar septa (top right,
arrows), numerous intra-alveolar macrophages and focal oedema (top left, both indicated by arrowheads). Scale
bar5500 mm.
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a) b)

c) d)

e) f)

g) h)

FIGURE 2 Lung samples of patients suffering from chronic thromboembolic pulmonary hypertension (CTEPH)
(ineffective pulmonary endarterectomy group), stained with haematoxylin-eosin and haematoxylin-eosin-saffron.
a) Small muscular pulmonary artery displaying eccentric intimal fibrosis, commonly seen in CTEPH. b) Alveolar septa are
focally thickened by capillary congestion and multiplication, resembling the foci of pulmonary capillary
haemangiomatosis. Note the high number of intra-alveolar macrophages/siderophages (left) and oedema (right).
c) Small vessel disease: numerous pre- or post-capillary microvessels are visible and present muscular remodelling
(arrows). d) Remodelled microvessel (arrow) and alveolar septal thickening. e) Overview comprising a muscular
pulmonary artery with organised thrombotic lesions (right, #) with its adjacent bronchiole, and remodelled veins
displaying muscularisation and intimal fibrosis (left, arrows). f) Venules feeding into a septal vein, both displaying quasi-
occlusive loose intimal fibrosis. g) Partial occlusion of a septal vein by muscular remodelling and fibrosis. h) Venule
with occlusive intimal fibrosis. Scale bars: a–c, g and h) 250 mm; d) 100 mm; e and f) 500 mm.
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Discussion
Patients studied
The occurrence of pulmonary embolism and/or deep venous thrombosis (DVT) is a well-recognised

criterion for the diagnosis of CTEPH and is a predictive factor for operable and proximal disease as well.

However, most of the published series have reported a rate of ,50% for past medical history of pulmonary

embolism or DVT in CTEPH patients [15–17]. As stated by PEPKE-ZABA et al. [18], the last report from the

European registry has shown surprisingly high rates of pulmonary embolism and DVT history in these

patients (74.8% and 56.1%, respectively), probably due to an increased awareness of thromboembolism in

the participating centres. Our study reviewed charts from 17 CTEPH patients who experienced ineffective

PEA or underwent transplantation for distal inoperable disease. Since all patients were bad candidates for

surgery (e.g. PEA), we have probably selected patients with predominant microvascular disease and fewer

proximal obstructive lesions. Consequently, the low incidence of pulmonary embolism history is consistent

with our selection criteria for this study (table 1).

a) b)

c) d)

e) f)

FIGURE 3 Lung samples of patients suffering from chronic thromboembolic pulmonary hypertension (ineffective
pulmonary endarterectomy group). Lannelongue quadrichrome staining (cytoplasm/smooth muscle: red; fibrin/
erythrocytes: magenta; collagen/fibrosis: blue; elastic fibres: black; nuclei: brown) and smooth muscle cell
immunostaining. a and b) Microvessel with well delimitated smooth muscle cell layer and intimal fibrosis (beyond the
internal elastic lamina). c and d) Microvessel in vicinity of a septal vein (not shown) presenting with paucicellular,
collagen-rich intimal fibrosis (blue) partly occluding the lumen; note the poorly developed muscularisation (actin
staining). e and f) Vasa vasorum of a large pulmonary artery, which displays obliteration by organised thrombembolic
material; the systemic vessels show smooth muscle cell hypertrophy/hyperplasia (actin staining) and a more or less well
defined internal elastic lamina, while the external elastic lamina is either ill-defined or missing. Scale bars: a and b) 50 mm;
c–f) 100 mm.
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Br

Ve

c) d)

e) f)

g) h)

FIGURE 4 Lung samples from one chronic thromboembolic pulmonary hypertension (CTEPH) patient (ineffective
pulmonary endarterectomy group) injected with blue (bronchial arteries) and green ink (pulmonary veins) during lung
transplantation. a) Peri-bronchial vessels (arrows) are filled either with blue (artery-like, thick-walled vessels) or with
green ink (vein-like thin-walled vessels); the magnified inset shows the same pattern on a microvascular level within the
same bronchial wall. b) Green ink-filled vessels within a bronchial wall (right; Br) drain into a larger septal vein (centre),
which in turn connects to a large (probably segmental), remodelled vein displaying muscularisation (left; Ve). c)
Pulmonary arteries of the muscular type (,500 mm) with eccentric intimal fibrosis showing intermixed blue and green
ink within the narrowed lumen (magnified inset). d) Larger elastic-type pulmonary artery obstructed by organised
thromboembolic material with numerous recanalisation vessels; the latter are filled with intermixed blue and green ink
(magnified inset, top left). Note the visible connection to peri-arterial vasa vasorum highlighted with blue ink, suggesting
a possible role for systemic vessels in resolving pulmonary emboli (magnified inset, bottom right). e) Remodelled septal
veins displaying intimal fibrosis and muscularisation are filled with green ink. f–h) Several examples of remodelled
microvessels. f and h) Fibrotic thickening and some inflammatory infiltrate. g) Muscularisation. All microvessels are filled
out with green ink, identifying them as pulmonary venules and strongly suggesting involvement of venules in CTEPH-
associated small vessel disease. Scale bars: a–e) 500 mm; f) 100 mm; g and h) 50 mm.
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Both groups represented high-risk patients for surgery, with pulmonary resistance .900 dyn?s?cm-5,

6MWD ,350 m, NYHA III or IV, lack of thromboembolic disease past history and/or use of ICDs. Both

groups were at high risk for surgery but the noPEA group was at higher risk given the NYHA status.

Findings in human histology
We report involvement of distal muscular-type pulmonary arteries and microvessels, pronounced venous

remodelling and haemangiomatosis-like foci in lung samples from CTEPH patients. Our findings suggest a

pathogenic contribution of the peripheral pre-capillary and, more surprisingly, of the post-capillary

vasculature. We have compared our findings with a recently established porcine model of CTEPH and

report significant venular involvement in so-called small vessel disease of CTEPH, associated with increased

bronchopulmonary shunting.

Pulmonary arteries
Classic thromboembolic remodelling of larger arteries of the elastic type has been reported to be associated

with secondary vascular lesions of distal, surgically inaccessible small pulmonary vessels [12]. A chronic, if

not progressive character has been attributed to this so-called small vessel disease, probably accounting for

the observed increase of PH in CTEPH patients lacking any detectable secondary embolic events [12, 19, 20].

Moreover, remodelling of small peripheral vessels beyond surgical accessibility may be a major contributor

to persistent PH after PEA [7]. Indeed, we found that all lungs of analysed CTEPH patients displayed

peripheral arterial remodelling. Eccentric fibrous thickening of the intima was the most frequently observed

histological item and was present on all slides from peripheral areas (tables 2 and 3). In their descriptive

analysis of 31 CTEPH patients, MOSER and BLOOR [10] have likewise reported eccentric intimal thickening as

the most prominent histological feature in peripheral muscular arteries, followed by concentric intimal

TABLE 4 Haemodynamic data in experimental chronic thromboembolic pulmonary
hypertension (CTEPH)

Sham CTEPH model p-value

Weight kg 33.4¡2 41¡5 0.01
mPAP mmHg 14¡1 30,4¡3.5 0.001
Cardiac output L?min-1 3.38¡0.2 4.98¡0.6 0.05
TPR dyn?s?cm-5 336¡21 503¡45 0.01
CVP mmHg 5¡0.8 8¡1.5 NS

SvO2 % 77¡3 70¡4 NS

Heart rate beats?min-1 88¡5 97¡6 NS

Data are presented as mean¡ SEM unless otherwise stated. mPAP: mean pulmonary artery pressure;
TPR: total pulmonary resistance; CVP: central venous pressure; SvO2: mixed venous oxygen saturation;
NS: nonsignificant.
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FIGURE 5 Degree of a) pulmonary venous, b) pulmonary microvessel (,50 mm) and c) bronchial arterial remodelling in lungs from sham animals and in the
right upper lobe (unobstructed area), right lower lobe (repeatedly embolised area) and left lung (ligation, totally occluded area) of chronic thromboembolic
pulmonary hypertension animals. Please refer to the extra material and methods section in the online supplementary material. Note the concordance of these
three histological patterns in all four groups, suggesting a pathophysiological dependence. *: p,0.05.
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a) b)

d)

e) f)

h)

c)

g)

FIGURE 6 Chronic thromboembolic pulmonary hypertension model in piglets. Remodelling of pulmonary microvessels,
vessels within lobular septa and bronchial vessels. Haematoxylin-eosin-saffron staining with blue (bronchial arteries) and
green (pulmonary veins) ink injection. a and b) Strongly remodelled microvessels displaying muscularisation and
adventitial broadening partly turn out to be post-capillary venules: the lumen is filled out by green ink (green arrows),
which has been injected retrogradely into the proximal (hilar) pulmonary veins. c) Intense muscular and fibrotic
remodelling in vessels within a lobular septum. The pre-septal vein (strong muscular thickening) shows green ink filling
(green arrow), intra-septal remodelled vessels show blue and green ink traces (blue and green arrows), and the magnified
inset shows intermingled blue and green ink. d) Green ink filling within remodelled intra- and pre-septal veins (green
arrows). e) Multiplication and muscular hypertrophy of systemic bronchial arteries (blue ink filling, blue arrows). f) The
bronchus wall shows blue ink-filled arteries (blue arrows) and green ink-filled veins (green arrows), probably bronchial
veins that are connected to the injected pulmonary veins. g) Sham animal: small, normal-sized bronchial arteries fill with
blue ink (blue arrow), thin-walled bronchial veins display green ink (green arrow), and the connection appears to be
present under physiological conditions. h) Overview of a lung sample from a sham piglet. Note the slender lobular septa,
lacking venous remodelling. Scale bars: a and b) 50 mm; c, d, f and h) 500 mm; e) 1000 mm; g) 100 mm.
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thickening. In contrast to the study from MOSER and BLOOR [10], we did not find significant evidence for

plexiform lesions in our series. In the past, plexiform lesions have not always been perceived as a feature of

CTEPH [21]. However, other groups have reported such lesions in CTEPH, as well as in several forms of

pulmonary arterial hypertension (PAH), and the discussion remains controversial [10, 22, 23].

Pulmonary veins and capillaries
Our histological findings suggest involvement of post-capillary pulmonary vessels. When present, fibrous

lesions were observed on most slides, but intensity was moderate and did not reach the importance/

predominance of venous remodelling in pulmonary veno-occlusive disease (PVOD). Most importantly, ink

injection experiments highlighted numerous small typically remodelled microvessels in green, unmasking

them as venules and suggesting pulmonary venular involvement in CTEPH-associated small vessel disease

(fig. 4). Our elastin stainings and immunohistochemical experiments highlighting microvascular smooth

muscle cells confirmed this deduction (fig. 3). It should be outlined that the combination of gentle ink

injection and elevated viscosity of the dye as compared to blood prevented the capillary bed from filling in a

retrograde fashion. Significant backfilling of arterioles through the capillary bed with green ink could thus

be excluded. The described handling and dye properties were probably also responsible for significant ink

concentrations in vessels before a shunt and only very small quantities beyond the shunting point, as seen

for green ink in pulmonary arteries and blue ink in pulmonary veins/arteries. Capillary haemangiomatosis-

like areas were present, although not as regularly encountered as is the case in PVOD. Notably, distribution

of these foci was different compared with PVOD: we observed close topographical association with

segmental or subsegmental pulmonary arteries displaying organised arterial thromboembolic obstruction.

In contrast, PVOD is characterised by an intra-parenchymal patchy distribution of haemangiomatosis-like

foci, irrespective of larger arteries [24]. To our knowledge, this venous and capillary pattern is described for

the first time in human CTEPH.

Intrapulmonary systemic vessels
All lungs from the inPEA and noPEA groups had pronounced hypertrophy of bronchial vessels and vasa

vasorum. Peri-bronchial arteries displayed muscular thickening and both systemic arteries and veins were

enlarged. In our ink-injected case, we found bronchial systemic vessels highlighted either in blue or in green.

Our experiments confirm what is known: bronchial vessels are directly connected to post-capillary

pulmonary vessels [25]. However, our ink experiments illustrate that large (green) bronchial/pulmonary

veins are localised within the adventitia of the bronchus, directly adjacent to the (blue) bronchial arteries.

We did not perceive a well-developed ‘‘bronchial capillary bed’’, which might suggest that the connections

resemble more or less direct connections/anastomoses between bronchial arterioles and pulmonary veins,

which are only significantly increased and highly functional when necessary, e.g. in a condition with

bronchial arterial hypertrophy. Recanalisation vessels within organised pulmonary arterial emboli, as well as

peripheral pulmonary arteries displaying eccentric intimal fibrosis, showed intermixture of green and blue

ink, suggesting not only a direct connection between systemic and pulmonary arteries, but also between the

latter and pulmonary veins, in other words pulmonary arteriovenous shunting. Although we will not discuss

this point extensively, since these findings were sparse in our analysis, the phenomenon has been shown for

humans and animals under exercise conditions [26–28]. The pattern of hypertrophy and enlargement of

systemic bronchial arteries is well known in CTEPH [25, 29]. It has been speculated that a decrease of post-

obstructive pulmonary artery pressure and the eventual increase of the pressure gradient between bronchial

arteries and pulmonary arteries might lead to an opening of pre-existing bronchopulmonary arterial

anastomoses [30, 31]. Interestingly, JOHNSON et al. [32] reported a significant increase in number of

muscularised veins as well as an increase of wall thickness of pulmonary veins in sheep with PH induced by

continuous air embolisation into the main pulmonary artery. The authors also found an increase in volume

density of small bronchial vessels compared with controls, at day 12 of continuous air embolisation [32].

Since anastomoses between bronchial artery branches and pre-capillary pulmonary arterioles and also

between bronchial arteries and pulmonary veins have been described in the past, a direct systemic impact on

post-capillary vessels and on the capillary network itself appears possible [25, 33, 34]. In this respect, the

unprecedented quantitatively significant connection of elevated pressures in the systemic circuit with a

pulmonary venous low-pressure system would explain an extensive reaction of venous wall compartments,

comprising muscularisation of the media and fibrotic thickening of the intima, as well as a consecutive

congestive repercussion on the capillary network, eventually leading to capillary proliferation. In addition,

remodelling within the capillary bed but also muscular thickening of pre-capillary arterioles could partly be

due to an opening of the previously described bronchopulmonary arterial anastomoses. The focal

distribution of this mechanism, which is triggered by arterial embolic occlusion and hence occurs in the

vicinity of occluded pulmonary arteries, would account for the pathological vessel wall reaction in response
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to a focal, disproportionally strong pressure stimulus. This proposed mechanism is schematically outlined

in figure 7.

Findings in porcine histology
Within the left lung and the right lower lobe, all CTEPH animals (n55) displayed important muscular

hypertrophy, enlargement and increase in number of bronchial arteries and vasa vasorum. Muscularisation

of microvessels was constantly present, while only sporadically present in the right upper lobe and in sham

controls. Inter-group comparison of sham animal lungs, right upper lobe of CTEPH animals (no

occlusion), right lower lobe (partial and progressive occlusion) and left lung (ligation, complete occlusion

from day 1) revealed significant differences regarding the degree of pulmonary venous remodelling,

bronchial artery hypertrophy and microvascular muscularisation, suggesting a functional concordance of

these three vascular changes. The peak of changes in these three morphological parameters appeared to be in

the area of total pulmonary arterial occlusion through ligation, while partial and progressive occlusion

through repeated emboli generated the same modifications, but to a lesser extent. This observation, at least

for bronchial arterial remodelling, is in accordance with findings from a study by SHIMIZU et al. [29], whose

retrospective analysis of computed tomography angiography from 59 patients with CTEPH showed that the

cross-sectional area of the bronchial arteries positively correlated with the central extent of the

thromboembolic material compared with obstruction on the segmental level. They also compared the

Haemangiomatosis-like
capillary remodelling

Pulmonary vein
remodelling

Pulmonary vein

Hypertrophic
bronchial artery

Hypertrophic
vasa vasorum

Thromboembolic
material

Pulmonary 
artery

Bronchus

FIGURE 7 A proposed mechanism for bronchopulmonary venous (and arterial) shunting, as demonstrated in human and experimental chronic thromboembolic
pulmonary hypertension. Note the schematic pre-capillary connections of systemic arteries (represented as bronchial arteries and vasa vasorum) with pulmonary
arteries and with post-capillary pulmonary veins/venules. One magnified inset (top) shows the reactive thickening of the pulmonary arteriole and a
haemangiomatosis-like focus featuring a multiplication of alveolar capillaries just beyond the bronchopulmonary arterial shunt. The other magnified inset
(bottom) shows reactive fibrotic remodelling of a pulmonary vein wall at the level of a bronchopulmonary venous connection, relating systemic pressure with the
low-pressure venous system of the lung.
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CTEPH group to 16 patients suffering from PAH (group 1 of the Nice classification) and found significant

increase in bronchial artery total area of CTEPH patients compared with PAH. However, no significant

difference of bronchial artery total area between distal (segmental) type CTEPH and PAH was detected.

Interestingly, 24 patients of the CTEPH group underwent PEA and 21 were eventually submitted to post-

PEA computed tomography angiography, which showed significant decrease in bronchial artery total area.

These results reflect our experimental finding of a positive correlation between the central extent of

thromboembolic obstruction and the hypertrophy of bronchial arteries. Moreover, they illustrate the

reversibility of bronchial artery hypertrophy in CTEPH.

Additionally, it has been shown at an experimental level that ligation of the left pulmonary artery in

newborn lambs leads, after 1–3 years, to hypertrophy of the systemic bronchial vasculature along the

bronchial branches, forming a dense vascular plexus and eventually filling the pulmonary capillaries [35].

The anatomical analysis was performed through macroscopic observation of a bronchial arterial tree cast.

Our observations in young piglets corroborate with these results regarding hypertrophy of bronchial vessels,

even as early as 10 weeks after left pulmonary artery ligation. Importantly, our pulmonary venous

retrograde injected green ink did not pass through the alveolar capillary network but directly into bronchial

veins, suggesting an unfiltered connection of bronchial blood flow and pulmonary veins. This observation is

endorsed by a recent echographic study on anaesthetised sheep using gelatin microballoons for echo-

contrast [36]. From their observations, PARSONS et al. [36] infer that there are bronchopulmonary

anastomoses beyond the alveolar capillaries that connect the bronchial circulation to the pulmonary venous

circulation. These observations are notable, since CHARAN et al. [37] have experimentally shown that by far

the major portion of bronchial arterial blood drains into the pulmonary circulation and only about 13%

returns systemically to the right heart. Hence, a significant flow impact on pulmonary veins due to systemic

to pulmonary post-capillary anastomoses appears conceivable. Indeed, this mechanism would explain the

close correlation of all three morphological parameters in our porcine model: increase of venous and

microvascular remodelling due to increase of bronchial arterial flow/hypertrophy.

Moreover, in our porcine model we found bronchial artery-specific blue ink filling in large muscularised

vessels running within lobular septa in direct vicinity to green ink-filled pulmonary septal veins, as well as

beneath the visceral pleura. The latter observation corroborates with results from the study of CHARAN and

CARVALHO [35] in lambs: in their left pulmonary artery ligation model, they describe enlargement of vessels

that supply the visceral pleura, which are partially directly connected to bronchial vessels supplying the

terminal airways. This finding is of particular interest, since in normal human lungs bronchial arteries are

not known to run within lobular septa; the latter contain pulmonary veins and lymphatic vessels [34, 38].

Hence, in this setting, an arterialisation of septal veins, either pulmonary or bronchial, can be assumed.

Although signs of congestion and mild thickening of alveolar septa in some porcine lung areas were present,

we did not find a full-grown pattern of capillary haemangiomatosis-like areas in our CTEPH model. The

reason for this difference from human CTEPH probably lies in the lack of real chronicity of our model,

since all piglets were sacrificed after 10 weeks.

Conclusion
Our study on human CTEPH, comprising a histological comparison with a recently developed porcine

model, confirms the importance of small vessel or microvascular disease in lungs from inoperable patients

or with persistent PH after PEA. We have newly identified a prominent involvement of the post-capillary

pulmonary venous compartment in CTEPH-associated small vessel disease and were able to reproduce these

modifications in experimental porcine CTEPH. Post mortem ink injection procedures in one human

CTEPH case and in our model allowed us to literally connect post-capillary venous remodelling to the

hypertrophic systemic bronchial vasculature. We conclude that bronchopulmonary venous shunting is

present and may be of importance in the pathophysiology of human CTEPH. Prospective studies are needed

in order to further substantiate this suspicion and eventually to develop imaging tools that may quantify the

involvement of microvascular disease in vivo.
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Les   mutations   du   gène   BMPR2   représentent   un   facteur   de   risque   établi   pour   le  
développement   de   l’hypertension   artérielle   pulmonaire   (HTAP).   Jusqu’à   présent   aucune  

étude  n’a  évalué  l’impact  de  ces  mutations  sur  le  remodelage  vasculaire  pulmonaire.    

Dans   ce   troisième   travail   de   thèse,  nous  avons  étudié   les  modifications  histologiques  

de   l’arbre   vasculaire   pulmonaire   chez   44   patients   atteints   d’HTAP,   qui   ont   subi   une  

transplantation   des   deux   poumons   dans   notre   établissement   de   2005   à   2014.   Parmi   ces  

patients,  23  étaient  porteurs  de  mutations  du  gène  BMPR2.  Les  altérations  vasculaires,  qui  
ont   fait   l’objet   d’analyse,   ont   inclus,   le   degré   d’épaississement   pariétal   artériel,   le   degré  

d’inflammation   artériel,   la   densité   des   lésions   plexiformes,   le   remodelage   des   veines  

septales,   le   degré   du   remodelage   bronchique   et   la   densité   de   la   micro-­vascularisation  

bronchique.    

Cette  évaluation  a  été   réalisée  à   l’aide  d’un   logiciel  de  morphométrie   sur  des  coupes  

histologiques   de   poumons   natifs.   Aucune   différence   significative   du   degré   de   remodelage  

artériel,  de  l’inflammation  péri-­vasculaire  des  artères  pulmonaires  et  de  la  densité  de  lésions  

plexiformes  n’a  pu  être  notée  entre  les  patients  avec  HTAP  porteurs  ou  non  de  mutations  de  

BMPR2.   En   revanche,   un   remodelage   significativement   plus   important   des   artères  
bronchiques,  associé  à  une  augmentation  de  la  densité  des  micro-­vaisseaux  bronchiques,  a  

pu  être  mis  en  évidence  dans   le  groupe  de  patients  HTAP  porteurs  de  mutations  du  gène  

BMPR2.  Ces  observations  sont  en  accord  avec   les  données  récemment  publiées  de   l’équipe  
de  Tio  qui  a  observé  des  altérations  similaires  de   la  vascularisation  bronchique  par  analyse  

des   clichés   tomodensitométriques   thoraciques   d’angiographies   pulmonaires   de   patients  

HTAP.    

Cette   densité   plus   importante   de   micro-­vaisseaux   au   sein   de   la   paroi   bronchique  
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pourrait  être  liée  au  dysfonctionnement  de  la  voie  de  signalisation  BMPRII,  puisque  le  ligand  

BMP-­9   serait   en   mesure   de   supprimer   l’expression   de   VEGF,   qui   est   un   des   acteurs  

principaux  du  processus  d’angiogenèse.  Le  remodelage  vasculaire  bronchique,  qu’il  s’agit  de  

l’hypertrophie   des   artères   bronchiques   ou   de   la   densité   plus   élevée   de   micro-­vaisseaux  

bronchiques,  corrèle  au  degré  de  remodelage  des  veines  septales  pulmonaires.  Ces  résultats  

supportent  donc   la  notion  de   l’existence  de  connections  entre   le  système  bronchique  et   les  

veines  pulmonaires,  pouvant  aboutir  à  une  réaction  adaptative  de  ces  dernières.    

Ce   travail   représente   la   première   caractérisation   histologique   des   altérations  

vasculaires   pulmonaires   et   bronchiques   dans   l’hypertension   artérielle   pulmonaire   liée   à   la  

présence  de  mutations  du  gène  BMPR2.  
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ABSTRACT The impact of bone morphogenetic protein receptor 2 (BMPR2) gene mutations on vascular
remodelling in pulmonary arterial hypertension (PAH) is unknown. We sought to identify a histological
profile of BMPR2 mutation carriers.

Clinical data and lung histology from 44 PAH patients were subjected to systematic analysis and
morphometry.

Bronchial artery hypertrophy/dilatation and bronchial angiogenesis, as well as muscular remodelling of
septal veins were significantly increased in PAH lungs carrying BMPR2 mutations. We found that patients
displaying increased bronchial artery remodelling and bronchial microvessel density, irrespective of the
mutation status, were more likely to suffer from severe haemoptysis. History of substantial haemoptysis
(>50 mL) was significantly more frequent in BMPR2 mutation carriers. 43.5% of BMPR2 mutation
carriers, as opposed to 9.5% of noncarriers, displayed singular large fibrovascular lesions, which appear to
be closely related to the systemic lung vasculature.

Our analysis provides evidence for the involvement of the pulmonary systemic circulation in BMPR2
mutation-related PAH. We show that BMPR2 mutation carriers are more prone to haemoptysis and that
haemoptysis is closely correlated to bronchial arterial remodelling and angiogenesis; in turn, pronounced
changes in the systemic vasculature correlate with increased pulmonary venous remodelling, creating a
distinctive profile in PAH patients harbouring a BMPR2 mutation.
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Introduction
Pulmonary arterial hypertension (PAH; group 1 of the pulmonary hypertension classification) is
characterised by precapillary pulmonary hypertension (mean pulmonary arterial pressure (PAP)
⩾25 mmHg) with a normal pulmonary capillary wedge pressure (⩽15 mmHg). Increase of pulmonary
vascular resistance (PVR) is paralleled by progressive thickening and occlusion of small pulmonary arteries
and arterioles, as well as by fibrous occlusion of pulmonary veins in specific subgroups of PAH, e.g.
scleroderma-associated PAH [1–3]. The prevalence of PAH is estimated to be 15–50 subjects per million
population in Western countries [4, 5]. In 70% of the familial form of PAH a germline mutation of the
bone morphogenetic protein receptor type 2 gene (BMPR2) is found. In addition, BMPR2 mutations are
identified in 11–40% of sporadic PAH patients, indicating that it is a main predisposing genetic factor for
PAH. The penetrance of BMPR2 mutations ranges from 14% in males and 42% in females [6], suggesting
that other factors are probably required to initiate pulmonary vascular remodelling [7].

Studies comparing clinical and haemodynamic data in BMPR2 mutation carriers and noncarriers have
shown that patients harbouring a BMPR2 mutation are younger at the time of diagnosis, with a more severe
haemodynamic compromise (higher mean PAP and PVR) and a lower cardiac index [5, 8–11]. Functional
differences in PAH patients carrying a BMPR2 mutation or not, have been described [12], e.g. after acute
vasoreactivity testing. In addition, a systematic analysis of pulmonary imaging using computed tomography
angiography or magnetic resonance imaging in 129 patients with PAH indicated increased bronchial
arterial hypertrophy in BMPR2 mutation carriers compared with noncarriers [13]. Although clinical and
radiological differences between PAH patients with positive and negative BMPR2 mutation status have been
detected, the underlying cause of these observations remains largely unexplained. Therefore, we questioned
whether BMPR2 mutations are linked to specific histological characteristics in the lungs of PAH patients.

Material and methods
Study population
We aimed to study and to compare patients with idiopathic and heritable PAH. Patients from our
institution undergoing lung transplantation for PAH between 2005 and 2014 were included in this study.
Out of 80 transplanted patients with group 1 PAH, 57 fell into the categories 1.1 (idiopathic PAH) or 1.2
(heritable PAH). 44 had available BMPR2 mutation status tested at the French pulmonary hypertension
reference centre at the time of patient selection and hence were selected for histological analysis [7]. 23
patients were positive for BMPR2 gene mutation status and constituted the carrier group; mutation details
for each patient are summarised in table 1. 21 patients tested negative and constituted the noncarrier
group. Clinical and haemodynamic data were retrieved from the registry of the French pulmonary
hypertension centre (Hôpital Bicêtre, Le Kremlin-Bicêtre, France). This study was approved by the local
ethics committee. All patients underwent genetic counselling.

Histology, immunohistochemistry and morphometry
In all 44 patients, lung explants had been formalin-fixed (10% neutral buffer) and parenchymal samples
were collected from all lobes and in random fashion regarding orienting macroscopic structures (e.g.
bronchioli, vessels and septa) and regarding the section angle, in order to avoid systematic sampling of the
same areas and systematic observation from the same angle. For our study, seven haematoxylin and
eosin-stained slides from each case were randomly chosen and subjected to histopathological assessment
and morphometry. Selected slides were examined by two field-experienced pathologists in a blinded
fashion (MRG and PD). The morphologic items examined included patent lumen fraction of pulmonary
arteries (arteries 70–300 μm in diameter), density of plexiform lesions, degree of arterial inflammation,
density of septal veins displaying muscular hyperplasia, hypertrophy of bronchial arteries and bronchial
microvessel density. Further details are described in the online supplementary material.

For assessment of bronchial microvessel density, remodelled vein density and singular millimetric
fibrovascular lesions (SiMFis) lesions immunohistochemical stainings were performed: 5-μm sections were
dewaxed and rehydrated progressively. Citrate buffer (pH 6.0) was used for antigen retrieval, and
endogenous peroxidase was quenched with hydrogen peroxide. Sections were blocked using 5% bovine
serum albumin and incubated overnight with monoclonal antibody against PECAM-1 (CD31, as
recommended by the manufacturer; Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) or actin (smooth muscle actin, as
recommended by the manufacturer; Thermo Scientific, Asnières-sur-Seine, France).

Ink-injection procedure
The right lower lobe of one patient from the BMPR2 mutation carrier group was injected within 5 min
following right lung explantation (during bipulmonary transplantation): the inferior lobar pulmonary
artery was identified at the lung hilus and explored using a 0.7 mm Jelco intravenous catheter (Smiths
Medical International, Ashford, UK). After catheterisation, a 2-mL syringe filled with black ink was
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manually injected into the vessel, which was clamped eventually. The lung was then formalin-fixed by
airway injection. Dissection was performed after 24 h of fixation.

Haemodynamic parameters
Haemodynamic evaluation by right-heart catheterisation was performed at baseline, as well as 3–6 months
before transplantation, according to previously described protocols of the French referral centre [14].

Statistical analysis
The differences between two groups of patients were calculated by using the nonparametric Mann–
Whitney U-test. The dotplots present median and interquartile range. Correlations between two
histological items were calculated using the Spearman correlation coefficient. All statistical calculations
were conducted using Prism 6 software (GraphPad, San Diego, CA, USA).

Results
Clinical and haemodynamic characteristics of transplanted PAH patients
Details of demographics, New York Heart Association (NYHA) functional class and specific PAH
treatment at the time of lung transplantation are summarised for each patient in table 2. Mean±SD age at
PAH diagnosis was 28.5±11.5 years and age at lung transplantation was 35.2±11.7 years. At time of lung
transplantation, patients were mainly in NYHA functional class III/IV (n=41; 93%). 29 patients received
triple therapy with prostacyclin, endothelin receptor antagonists (ERA), and type 5 phosphodiesterase
inhibitors (PDE5-i), eight patients received dual therapy with prostacyclin and ERA, two patients received
dual therapy with ERA and PDE5-i, 2 patients received dual therapy with prostacyclin and PDE5-i, one
patient reveived a monotherapy with prostacyclin and one patient received a monotherapy with PDE5-i.
Moreover, one patient had not been treated with specific PAH medication before transplantation. BMPR2
mutation carriers and noncarriers were of similar age at PAH diagnosis, as well as at lung transplantation,
and presented with same haemodynamic characteristics, except for a higher PVR at diagnosis in BMPR2
mutation carriers (table 3). Moreover, BMPR2 mutation carriers experienced a history of severe
haemoptysis (>50 mL) more frequently than noncarriers (43% versus 14%, respectively, p=0.034).

PAH patients carrying a BMPR2 mutation show a similar degree of pulmonary arterial
remodelling compared to the noncarrier group
We found no difference in patency of distal pulmonary arteries of the muscular type in BMPR2 mutation
carriers and noncarriers (median 6.3% versus 6.9% of patent lumen area) (figure 1). In addition, no

TABLE 1 BMPR2 mutations identified

Case Mutated gene Mutation location Nucleotide change Amino acid change Mutation category

1 BMPR2 Exon 110 c.1471C>T p.Arg491Trp Missense
2 BMPR2 Exon 11 c.1471C>T p.Arg491Trp Missense
3 BMPR2 Exon 1 c.48G>A p.Trp16X Nonsense
4 BMPR2 Exon 12 c.2617C>T p.Arg873X Nonsense
5 BMPR2 Exon 11–13 Deletion of exons 11–13 Deletion of exons 11–13 Large rearrangement
6 BMPR2 Exon 3 c.339C>A p.Tyr113X Nonsense
7 BMPR2 Exon 6 c.631C>T p.Arg211X Nonsense
8 BMPR2 Exon 12 c.2521_2522dupCA p.Arg842IlefsX18 Nonsense
9 BMPR2 Exon 3 Deletion of exon 3 Deletion of exon 3 Large rearrangement
10 BMPR2 Exon 8 c.901T>C p.Ser301Pro Missense
11 BMPR2 Exon 3 c.418+5G>A p.Cys84_Ser140del Splice defect
12 BMPR2 Exon 8 c.994C>T p.Arg332X Nonsense
13 BMPR2 Exon 6 Deletion of exon 6 Deletion of exon 6 Large rearrangement
14 BMPR2 Exon 11–13 Deletion of exons 11–13 Deletion of exons 11–13 Large rearrangement
15 BMPR2 Exon 7 c.901T>C p.Ser301Pro Missense
16 BMPR2 Exon 3 c.320C>G p.Ser107X Nonsense
17 BMPR2 Exon 11 c.1471C>T p.Arg491Trp Missense
18 BMPR2 Exon 3 c.407_408del p.Thr136AsnfsX10 Nonsense
19 BMPR2 Exon 3 c.280T>G p.Cys94Gly Missense
20 BMPR2 Exon 10 Deletion of exon 10 Deletion of exon 10 Large rearrangement
21 BMPR2 Intron 3 c.418+3A>T Splice defect Splice defect
22 BMPR2 Exon 7 c.961C>T p.Arg321X Nonsense
23 BMPR2 Exon 8 c.1001T>G p.Leu334X Nonsense
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difference was observed in the average density of plexiform lesions in our two groups (0.69 versus
0.51 lesions·cm-2 in BMPR2 carriers versus noncarriers, respectively) (figure 2a–d). Importantly, we
observed SiMFis of unparalleled morphology in 12 (27.3%) out of 44 patients: the lesions were easily
detectable at lowest magnification (objective ×2.5) (figure 2e–i), ranging from 1 to 2 mm in their largest
diameter. They displayed multiple large vascular channels with broad, fibrous or hyalin vessel walls and
narrowed lumen. Other than that, these vascular conglomerations were surrounded by collagen-rich
connective tissue (orange colour in haematoxylin–eosin–saffron (HES) staining), fortifying the fibrous
aspect of the lesion (figure 2e–g). Frequently, SiMFis were topographically close to a bronchiole.
Immunohistochemical analysis showed a large conglomerate of CD31-positive vessels with an important
muscular, actin-positive component (figure 2g–j). There was no glomeruloid pattern with predominant

TABLE 2 Details of demographic characteristics, New York Heart Association (NYHA) functional class and specific pulmonary
arterial hypertension (PAH) treatment at the time of lung transplantation

Patient Sex Disease span
years

Age at
diagnosis years

Age at
transplantation years

NYHA functional
class

Specific PAH therapy BMPR2
mutation

1 M 2 46 48 III i.v. prostacylin, ERA, PDE5-i Yes
2 M 3 38 41 III–IV i.v. prostacylin, ERA, PDE5-i Yes
3 M 3 52 55 III i.v. prostacylin, ERA, PDE5-i Yes
4 F 7 27 34 III s.c. prostacyclin, ERA, PDE5-i Yes
5 F 8 38 46 III – IV i.v. prostacylin, ERA, PDE5-i Yes
6 F 10 8 18 III i.v. prostacylin, ERA, PDE5-i Yes
7 F 9 35 44 III i.v. prostacylin, ERA, PDE5-i Yes
8 F 9 21 30 III i.v. prostacylin, ERA Yes
9 M 1 17 18 III i.v. prostacylin, ERA, PDE5-i Yes
10 M 17 21 38 III Other prostanoid, ERA, PDE5-i Yes
11 F 12 40 52 III s.c. prostacyclin, ERA, PDE5-i Yes
12 F 3 36 39 III i.v. prostacylin, ERA, PDE5-i Yes
13 F 4 22 26 IV No specific PAH therapy Yes
14 F 4 34 38 IV s.c. prostacyclin, PDE5-i Yes
15 M 6 29 35 IV i.v. prostacylin, ERA, PDE5-i Yes
16 F 3 28 31 III i.v. prostacylin, ERA, PDE5-i Yes
17 F 2 30 32 III i.v. prostacylin, ERA, PDE5-i Yes
18 M 7 10 17 II ERA, PDE5-i Yes
19 M 12 32 44 III i.v. prostacylin, ERA, PDE5-i Yes
20 F 11 26 37 III i.v. prostacylin, ERA, PDE5-i Yes
21 F 13 3 16 III i.v. prostacylin, ERA Yes
22 M 6 48 54 III i.v. prostacylin, ERA Yes
23 F 4 16 20 III i.v. prostacylin, ERA Yes
24 F 5 36 41 IV i.v. prostacylin, ERA No
25 F 2 29 31 IV i.v. prostacylin, ERA, PDE5-i No
26 M 3 31 34 II PDE5-i No
27 F 16 23 39 III i.v. prostacylin, ERA, PDE5-i No
28 M 2 24 26 III i.v. prostacylin, ERA, PDE5-i No
29 F 4 27 31 III i.v. prostacylin, ERA, PDE5-i No
30 F 13 35 48 III i.v. prostacylin, PDE5-i No
31 F 15 26 41 III i.v. prostacylin, ERA, PDE5-i No
32 M 4 42 46 IV i.v. prostacylin, ERA, PDE5-i No
33 M 5 12 17 II ERA, PDE5-i No
34 M 11 11 22 III i.v. prostacyclin, ERA, PDE5-i No
35 M 0.5 22 22 III i.v. prostacylin, ERA, PDE5-i No
36 M 7 43 50 III i.v. prostacylin, ERA No
37 F 5 33 38 IV i.v. prostacylin, ERA, PDE5-i No
38 F 6 19 25 III i.v. prostacylin, ERA No
39 F 4 15 19 III i.v. prostacylin, ERA, PDE5-i No
40 F 5 32 37 III i.v. prostacylin, ERA, PDE5-i No
41 F 5 39 44 III i.v. prostacylin, ERA, PDE5-i No
42 F 16 31 47 III i.v. prostacylin, ERA, PDE5-i No
43 F 7 50 57 III i.v. prostacylin, ERA No
44 F 3 19 21 IV i.v. prostacylin No

M: male; i.v.: intravenous; ERA: endothelin receptor antagonists; PDE5-i: phosphodiesterase-type 5 inhibitor; F: female; s.c.: subcutaneous.
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endothelial cell proliferation, as can be observed in plexiform lesions. We injected black dye into a lobar
pulmonary artery at the lung hilus, right after lung explantation in one of the BMPR2 mutation carriers
from the cohort: after analysis of HES-stained paraffin-slides, we were able to retrieve an injected SiMFis.
The arterially delivered dye could be traced towards adjacent bronchial vessels, as well as towards a nearby
septal pulmonary vein, highlighting a functional, or at least patent conncetion of these three vascular
compartments (figure 3).

When sorting for mutation status, we found that 10 (43.5%) out of 23 BMPR2 carriers and two (9.5%) out
of 21 noncarriers were harbouring SiMFis.

PAH patients carrying a BMPR2 mutation show a similar degree of perivascular inflammation as
the noncarrier group
Since the degree of perivascular inflammation has been demonstrated to correlate with disease severity, and
in particular with pulmonary vascular wall remodelling and thickness, we next studied pulmonary artery
inflammation score as previously described [15]. Consistent with the similar degree of pulmonary arterial
remodelling, we did not find discrepancies between the BMPR2 mutation carriers and noncarriers and no
correlation between inflammation and any morphometric parameter was observed (data not shown).

Increase of bronchial arterial hypertrophy/dilatation and bronchial microvessel density in PAH
patients carrying a BMPR2 mutation
Since the bronchial and pulmonary circulations are connected through bronchopulmonary anastomoses on
the precapillary, the capillary and the postcapillary level, which become functional during obstructive

TABLE 3 Mean values of demographic and haemodynamic data from transplanted BMPR2
mutation carriers and noncarriers

BMPR2 mutation carriers Noncarriers p-value

Subjects 23 21
Age at diagnosis years 28.6±12.7 28.5±10.4 NS

Age at transplant years 35.3±12.0 35.0±11.5 NS

Sex F/M 14/9 14/7 NS

History of haemoptysis >50 mL % 43 14 0.034
mPAP at diagnosis mmHg 63±13.4 64±19.5 NS

mPAP at last evaluation mmHg 58±13.8 64±22.8 NS

PVR at diagnosis Wood units 17.3±5.6 15.3±6.2 0.05
PVR at last evaluation Wood units 13.2±6.3 16.0±5.2 NS

PCWP mmHg 10.5±4.4 7.4±2.6 NS

Cardiac index at diagnosis L·min−1·m−2 1.97±0.6 2.36±0.8 NS

Cardiac index at last evaluation L·min−1·m−2 2.74±0.5 2.74±0.9 NS

DLCO % predicted 65.1±10.7 66.2±10.5 NS

Data are presented as n or mean±SD, unless otherwise stated. NS: nonsignificant; F: female; M: male;
mPAP: mean pulmonary arterial pressure; PVR: pulmonary vascular resistance; PCWP: pulmonary
capillary wedge pressure; DLCO: diffusing capacity of the lung for carbon monoxide.
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FIGURE 1 Histology and morphometry of pulmonary arteries of the muscular type from patients with pulmonary arterial hypertension (Weigert’s
elastic staining). Arterial obstruction through intimal and medial thickening in a) a patient harbouring a BMPR2 mutation and b) a noncarrier. The
patent lumen area and the total area of the arteries are measured; in this example, patent lumen fraction is <1% (a), and <10% (b). c) Degree of
patent lumen fraction in BMPR2 mutation carriers (n=23) and in noncarriers (n=21): no significant difference is observed between the two groups
(p=0.105). Data are presented as median (interquartile range). Scale bars=100 μm.
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events, we compared bronchial artery remodelling in our patients (when central sections of segmental
bronchi were available): 20 out of 23 PAH patients carrying a BMPR2 mutation and 20 out of 21 PAH
patients without identified BMPR2 mutation were analysed. A greater degree of bronchial arterial surface
per bronchial surface was observed in BMPR2 mutation carriers (p=0.0019) (figure 4). In addition,
computer-based semiautomated quantitative assessement on anti-CD31 immunostained slides from 20
BMPR2 mutation carriers and from 18 noncarriers revealed that bronchial microvessel density was
increased in bronchial walls of PAH patients carrying a BMPR2 mutation compared to the noncarrier
group (p=0.0002) (figure 5). In 44 patients with PAH, we found 13 patients with recent history of
haemoptysis >50 mL, of which 10 harboured a BMPR2 mutation. We also found that patients with
episodes of haemoptysis >50 mL showed higher degree of bronchial artery hypertrophy/dilatation
(p=0.0006) and bronchial microvessel density (p=0.001) irrespective of their BMPR2 status (figure 6).

When comparing morphological parameters, we revealed a close association of bronchial artery
hypertrophy/dilatation or degree of bronchial microvessel density and presence of SiMFis (figure 7a and b).
Patients with SiMFis displayed significantly increased bronchial artery hypertrophy as compared with
patients lacking SiMFis (p=0.012); the same association was found for SiMFis and bronchial microvessel
density (p=0.003). In contrast, no association was found between plexiform lesion density and hypertrophy
of bronchial arteries or bronchial microvessel density (data not shown).
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FIGURE 2 Morphometry and histology of plexiform and singular millimetric fibrovascular lesions (SiMFis) in lungs from patients with pulmonary
arterial hypertension. a) Plexiform lesion density in BMPR2 mutation carriers and in noncarriers: no significant difference is observed between
the two groups (p=0.488); data are presented as median (interquartile range). b–d) Plexiform lesions close to pulmonary arteries in BMPR2
mutation (b) carriers and (c) noncarriers; d) exceptional periseptal location of a plexiform lesion in a mutation carrier. e–g) Haematoxylin–eosin–
saffron stainings showing SiMFis: large fibrous lesions comprising vascular channels with a narrow lumen and dilated vessels, usually found
close to small-sized bronchi; all taken from mutation carriers; collagen is highlighted by orange colour from saffron. h, i) Serial sections of (g)
stained by immunohistochemistry using antibodies against (h) actin and (i) CD31, in order to highlight smooth muscle/myofibroblast components
and endothelial cells, respectively. SiMFis do not show a classical glomeruloid pattern with predominant/important endothelial cell proliferation
as seen in plexiform lesions, but rather a large, collagen-rich conglomerate of vessels with a prominent muscular component. Scale bars=200 μm
(b, c) and 500 μm (d–i).
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When correlating haemodynamic parameters, such as mean PAP, PVR or cardiac index with bronchial
artery hypertrophy/dilatation or degree of bronchial microvessel density no significant association was
found. A comparison of haemodynamic parameters in patients with and without SiMFis lesions did not
show any significant differences (data not shown).

With regard to possible predominant mutation types in patients with increased bronchial vascular
remodelling or presence of SiMFis, no specific pattern was found: missense and nonsense mutations were
both present (table 1).

Muscular remodelling of pulmonary veins is more extensive in PAH patients carrying a BMPR2
mutation
We determined the density of veins with smooth muscle hyperplasia per interlobular septum in all 44 PAH
patients (figure 8a and b) and in seven control patients (data not shown). We found a substantial increase in
their number in patients with PAH carrying a BMPR2 mutation as compared with noncarriers (p=0.008)
(figure 8c). Importantly, we observed that an increase of venous muscular remodelling closely correlated with
bronchial microvessel density (r=0.82; p<0.0001) and bronchial artery hypertrophy (r=0.60, p<0.0001),
independently of BMPR2 status (figure 8d and e). In many patients presenting with smooth muscle hyperplasia
of pulmonary veins we also observed irregular, collagen-rich thickening of the intima, corresponding to intimal
fibrosis; however, this histological feature was very heterogeneously distributed and difficult to quantify. We
therefore limited our assessment to the more homogeneous hyperplasia of the venous media.

Discussion
Our study is the first to focus on histopathological characteristics of heritable PAH patients
harbouring a BMPR2 mutation, compared with noncarriers suffering from idiopathic PAH. We found
a substantial increase of bronchial artery hypertrophy/dilatation and bronchial microvessel density in
BMPR2 mutation carriers, which was closely related to pulmonary venous remodelling. Our results

a)
SiMFis Br Br

Br

Vein

Bronchial MV           

b)

c) d)

FIGURE 3 Ink-injected pulmonary lobe of a patient harbouring a BMPR2 mutation. a) Overview comprising a
singular millimetric fibrovascular lesions (SiMFis): black dye is present within the numerous vascular lumina
of the lesion; b) and d) magnification of the lesion core: the intraluminal black dye can be traced up to
subepithelial, thin-walled vessels of the adjacent bronchioles (Br), topographically and anatomically
corresponding to bronchial venules. c) magnification of a lower area from (a) (box): to the opposite side of the
bronchiole, the intraluminal black dye can be traced from the SiMFis to a septal pulmonary vein. MV:
microvasculature. Scale bars=500 μm (a), 250 μm (b), 200 μm (c) and 100 μm (d).
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demonstrate that haemoptysis is more frequently encountered in PAH patients carrying BMPR2
mutation. In addition, we newly identify unusual fibrovascular lesions, which are overrepresented in
BMPR2 mutation carriers.

Typical histological traits characterising PAH include pulmonary arterial wall thickening, plexiform
lesions, perivascular arterial inflammation and, to some extent, pulmonary vein remodelling. These classic
features have been studied extensively in PAH irrespective of genetic mutation status [15–21]. In the
current study, no difference was found in the degree of pulmonary arterial patency or of perivascular
inflammatory cell infiltration between PAH patients, whether or not they carried a BMPR2 mutation.
Studies indicate a potential role for BMPR2 in the promotion of inflammation, a phenomenon that may
explain the predisposition of BMPR2 carriers to develop PAH [22–25]. The tissue sections we studied were
from patients with end-stage PAH receiving drug therapy; hence we cannot exclude that the degree of
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FIGURE 4 Histology and morphometric results of bronchial vasculature from patients with pulmonary arterial
hypertension. a, b) dilated and thickened bronchial arteries (arrows) in BMPR2 mutation carriers; b) hilar
bronchial arteries of one lung transplant specimen were injected with blue dye; c) bronchial artery in a lung
transplant specimen from a noncarrier (arrow); d) dilated and moderately thickened bronchial arteries in
lungs from a noncarrier (arrows); e) bronchial artery remodelling in BMPR2 mutation carriers and in
noncarriers. A higher degree of bronchial artery remodelling is observed in BMPR2 mutation carriers
(p=0.0019); white circles and white squares indicate patients with positive history of haemoptysis. Data are
presented as median (interquartile range). *: p<0.05.
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pulmonary arterial patency or of perivascular inflammatory cell infiltration is different in early stages of
pulmonary vascular remodelling in PAH.

Although their pathophysiological significance and origin are far from being elucidated, classically,
plexiform lesions have been considered as markers of PAH progression and severity [16, 26]. We
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found that the density of plexiform lesions is comparable in lung samples from BMPR2 mutation
carriers and noncarriers.

Importantly, we observed SiMFis of unusual morphology more frequently in BMPR2 mutation carriers
versus noncarriers. The acronym SiMFis comprises the most distinguishing characteristics of the lesion:
“singular”, meaning rare and of unparalleled morphology; we never found more than one lesion per slide,
and sometimes only two or three per seven analysed slides; “millimetric”, meaning that these lesions
ranged between 1 and 2 mm in diameter, while classic pulmonary arterial lesions in PAH concern arteries
<500 µm in diameter, and even more frequently arteries that measure ⩽250 µm; and “fibrovascular”,
because these lesions were extremely rich in collagen and displayed more than one vascular channel. Note
that SiMFis did not show a classic glomeruloid pattern with predominant endothelial cell proliferation as
seen in plexiform lesions, but rather a large conglomerate of hypertrophic vessels. The collagen-rich,
scar-like appearance could of course indicate that the lesion is a product/relic of earlier arterial lesions.
However, we feel that there is more to it: performing an ink injection experiment in a freshly explanted
lung from one of our patients allowed us to highlight a patent connection between SiMFis, bronchial/
systemic vessels and pulmonary septal veins (figure 3). We compared morphometry and found that
patients displaying SiMFis had an increased amount of bronchial microvessels and showed increased
hypertrophy of larger bronchial arteries. Thus, SiMFis could be directly related to hypertrophy and/or
angiogenesis (increase in number of bronchial microvessels) of vasa vasorum/bronchial arteries in the
vicinity of the diseased artery.

We do not necessarily think that SiMFis have a more important impact on disease evolution than other
arterial lesions, but we suspect them to be an extreme form of connection/anastomoses between
pulmonary arteries, bronchial vessels and pulmonary veins. They appear to be typical of heritable PAH.
Another pulmonary hypertension group we have meticulously studied and that has a most prominent
systemic vascular hypertrophy is chronic thromboembolic pulmonary hypertension (CTEPH): no SiMFis
lesions were found in 17 patients with this condition [27]. However, we believe that the link between
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bronchial artery remodelling in all patients: a significant positive correlation is observed (r=0.60; p<0.0001). *: p<0.05.
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bronchial artery hypertrophy and venous muscular hyperplasia might be similar in both conditions:
1) primary occlusion of a pulmonary artery; 2) resulting hypertrophy of the bronchial vasculature and the
vasa vasorum (and in some areas evolution into SiMFis), e.g. through hypoxia; 3) draining of the increased
systemic bloodflow into pulmonary veins; and 4) resulting muscular hyperplasia of pulmonary veins.

Bronchial artery remodelling and extent of bronchial microvessel density in terms of histology have never
been systematically explored in lungs from PAH patients, even though an increase of hypertrophic bronchial
arteries has been recently reported in BMPR2 mutation carriers with PAH. TIO et al. [13] reviewed 129 cases
of PAH and showed that haemoptysis in PAH was associated with bronchial artery hypertrophy on
computed tomography angiograms, and that the latter was more frequently observed in BMPR2 mutation
carriers. In our cohort of 44 PAH patients having undergone lung transplantation, positive history of
haemoptysis was more frequent in BMPR2 mutation carriers, compared to noncarriers. This direct and
significant association between mutation status and history of haemoptysis may be more pronounced in our
study than in the above-mentioned article, due to the inevitable selection bias of transplantation and hence
disease progression and/or severity. Importantly, we found a marked increase in bronchial artery
hypertrophy/dilatation and bronchial microvessel density in PAH patients carrying a BMPR2 mutation:
bronchial arteries were enlarged and displayed important wall thickening. Automated
immunohistochemistry-based quantification of systemic microvessels within the bronchial walls revealed a
significant increase of the latter in the BMPR2 mutation carriers, paralleling the remodelling of larger
systemic arteries. Multiplication of microvessels within the bronchial wall has been described for
inflammatory and ischaemic diseases of the lungs such as asthma, pulmonary fibrosis and chronic
thromboembolic pulmonary hypertension, respectively [27–31]. Furthermore, human studies and animal
models of these conditions have shown that an increase in bronchial microvessels is due to a
mediator-triggered angiogenetic process involving predominantly chemokines with a CXC-motif and growth
factors such as vascular endothelial growth factor (VEGF) [30, 32–34]. Our findings suggest that in PAH
patients harbouring BMPR2 mutations bronchial angiogenesis is more prevalent compared to PAH patients
lacking these mutations. In this context, it is important to emphasise that functional BMPR2, when binding
to its ligand bone morphogenetic protein-9 supresses VEGF expression, an established stimulating growth
factor in bronchial angiogenesis [35]. Of note, a direct relationship between the degree of bronchial vessel
remodelling and disease severity was not observed in our study: no correlation was found between bronchial
arterial remodelling/bronchial microvessel density and haemodynamic parameters, such as mean PAP, PVR
or cardiac index (data not shown). Moreover, a comparison of these haemodynamic parameters in patients
displaying or lacking SiMFis showed no difference (data not shown). Hence, a shortcut between remodelling
of the systemic lung vasculature and severity of disease appears improbable. In contrast, patients with
episodes of haemoptysis from our cohort showed a higher degree of bronchial artery remodelling and
angiogenesis irrespective of their BMPR2 status.

Our group has shown that bronchial artery hypertrophy and bronchopulmonary shunting were associated
with pulmonary venous changes, including intimal fibrosis of septal veins and venular remodelling [27].
Interestingly, these post-capillary changes were also found in BMPR2 mutation carriers more frequently
than in noncarriers. The concordance of morphological changes in the bronchial and in the pulmonary
venous vasculature appears to be related, independent of a specific disease entity: we have recently shown
in patients with CTEPH that remodelled pulmonary veins are functionally connected to bronchial vessels
through anastomoses [27]. The quantitatively unprecedented functional connection to systemic vessels
could lead to a proliferative reaction of the low-pressure accustomed pulmonary veins, which could explain
increased smooth muscle hypertrophy (and intimal fibrosis). Our results suggest that rapid disease
progression and increase of complications that can be seen in BMPR2-mutated PAH patients is maybe at
least in part due to a substantial hypertrophy of the systemic lung vasculature. This relationship is
illustrated in figure 9.

The percentage of BMPR2 mutation carriers in our patient cohort does not reflect the generally reported
frequency of this mutation in idiopathic and heritable PAH [10, 36]: for this study, we initially identified
80 transplanted patients with PAH group 1 of the Nice classification. 57 fell into categories 1.1 (idiopathic
PAH) or 1.2 (heritable PAH) and 44 had available BMPR2 mutation status at the time of patient selection,
and hence were selected for evaluation. Of these 44 transplanted patients 23 (52.3%) were BMPR2
mutation carriers and 21 (47.7%) were noncarriers. To the best of our knowledge, systematic BMPR2
mutation screening is not performed in a majority of lung transplantation centres. In contrast, since
January 2003, the French referral centre for pulmonary hypertension has been offering genetic counselling
and BMPR2 mutation screening (point mutations and large rearrangements) to all patients with PAH
considered to be idiopathic, patients with a family history of PAH, patients exposed to anorexigen drugs
and patients with pulmonary hypertension associated with other rare diseases [37]. Thus, the higher
percentage of BMPR2 mutation carriers in our cohort of transplanted patients, compared with published
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PAH registries presumably reflects our routine systematic mutation screening beyond familial cases. Of
note, BMPR2 mutation carriers usually present at a younger age and display more severe haemodynamic
compromise at the time of PAH diagnosis [10, 11, 38], thus increasing the likelihood of undergoing
transplant surgery. In addition, some patients within the transplanted cohort studied presented with
“moderate” cardiopulmonary limitations. Interestingly, such patients were transplanted because of severe
PAH complications, including haemoptysis in three out of six patients that had been transplanted with a
last record of NYHA functional class II. Such patients with severe haemoptysis benefit from a priority
listing, which guarantees shorter waiting time.

In conclusion, our work provides new insights into the characteristics of pulmonary vasculopathy in
heritable versus idiopathic PAH. The results of our study on 44 PAH patients with or without BMPR2
gene mutations do not reveal categorical differences between these two groups: we did not identify a
pathognomonic standalone feature that would have permitted a definite diagnosis of heritable PAH and
excluded every other cause of pulmonary hypertension. Nonetheless, we show that BMPR2 mutation
carriers are more prone to haemoptysis and that haemoptysis is closely correlated to bronchial arterial
remodelling and angiogenesis; in turn, pronounced changes in the systemic vasculature correlate with
increased pulmonary venous remodelling, hereby creating a distinctive profile in PAH patients harbouring
a BMPR2 mutation.
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FIGURE 9 Impact of hypertrophic systemic vasculature in pulmonary arterial hypertension (PAH): an
explanatory approach. The pulmonary artery (top centre, blue) and the adjacent bronchiole (right, grey) are
covered by a hypertrophic systemic vascular plexus, comprising systemic arterial (red) and venous (blue)
vessels and microvessels. The systemic plexus entertains several anastomoses with the pulmonary artery, the
capillary bed and the pulmonary vein (bottom left, red): these bronchopulmonary anastomoses appear to
bypass a constricting PAH-lesion, represented by medial thickening and intimal fibrosis (centre). In our view,
the observed singular millimetric fibrovascular lesions (SiMFis) (photo inset) corresponds to a transversal
section through a dense association of a (remodelled) pulmonary artery and several hypertrophic systemic
vessels. Eventually, the increased systemic blood flow into arterioles, capillaries and the pulmonary vein
leads to structural changes of the latter: muscular hyperplasia and focal intimal fibrosis within the pulmonary
vein are observed. The hypertrophic systemic vasculature has a parallel impact on the adjacent airway (right):
an increase in size and number of bronchial vessels and subepithelial microvessels leads to intrabronchial
haemorrhage and eventually haemoptysis.
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INTRODUCTION  
Comme   nous   l’avons   évoqué,   l’HTAP   est   caractérisée   par   des   modifications  

structurelles   majeures   des   artères   pulmonaires   distales   (pré-­   et   intra-­acinaires).   Celles-­ci  

sont  responsables  de  l’augmentation  des  résistances  vasculaires  pulmonaires,  avec  élévation  

de  la  pression  pulmonaire  artérielle  à  des  valeurs  supérieures  ou  égales  à  25mmHg  au  repos.    

Les   lésions   artérielles,   sont   caractérisées   par   l’épaississement   des   différentes   couches  

constitutives   de   la   paroi   artérielle.   Ces   modifications   sont   le   résultat   de   l’altération   de  

mécanismes   prolifératifs   et   migratoires   des   cellules   musculaires   lisses   vasculaires,   des  

cellules   endothéliales,   des   myofibroblastes   et   des   péricytes.   Bien   que   les   altérations  

structurelles  des  artères  pulmonaires  soient  les  aspects  les  mieux  caractérisés  de  la  maladie,  

l’évaluation   d’altérations   touchant   le   contingent   veineux   pulmonaire   n’a   jamais   fait   l’objet  

d’étude  approfondie.    

Afin   d’étudier   les   altérations   structurelles   des   veines   pulmonaires   dans   l’HTAP,   nous  

avons,  dans  un  premier  temps,  recherché  des  marqueurs  biologiques  spécifiques  des  veines.  

Dans   l’organogenèse,   il   est   connu   que   différents   facteurs   de   croissance   et   voies   de  

signalisation   ont   un   rôle  majeur   dans   la   différentiation   veine/artère.   Ainsi,   la   structuration  

veineuse   des   vaisseaux   est   caractérisée   par   l’expression   de  molécules   spécifiques,   comme  

COUP-­TFII   (pour   «  chicken   ovalbumin   upstream   promoter   transcription   factor  »)   et   EphB4  
(pour  «  ephrin  B4»)   (Figure  1).   Puis,   nous  avons  déterminé   le  degré  d’épaississement  des  
parois   veineuses   et   évalué   l’importance   de   la   prolifération   cellulaire   et   du   dépôt   matriciel  

dans   ces   vaisseaux.   Dans   un   deuxième   volet,   nous   avons   évalué   si   les   altérations  

structurelles   des   veines   pulmonaires   dans   l’HTAP   étaient   également   présentes   dans   un  

modèle  animal  d’hypertension  pulmonaire   sévère   induite  par   l’exposition  au  Sugen/hypoxie  

(SuHx).   Enfin,   nous   avons   étudié   l’implication   de   l’activation   de   la   voie   du   TGF-­b   dans   ce  

processus  et  testé  l’efficacité  de  la  molécule  pirfénidone  dans  ce  modèle  animal.  
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Figure  1  :  Importance  du  facteur  COUP-­TFII  endothélial  pour  les  phénotypes  artériels  et  

veineux.  Seules  les  CE  veineuses  expriment  de  manière  constitutive  COUP-­TFII  qui  réprime  l’expression  de  
neuropilin-­1  et  la  voie  Notch  contrôlant  l’expression  d’EphrineB2  et  EphB4.  La  modulation  de  l’expression  

endothéliale  de  COUP-­TFII  oriente  ainsi  vers  un  phénotype  veineux  ou  artériel.  
  

Plusieurs   modèles   animaux   d’hypertension   pulmonaire   ont   été   développés   et   ont  

permis  d’importants  progrès  dans   la  compréhension  de   la  physiopathologie  de   l’HTAP  et   le  

développement   de  différentes  molécules   thérapeutiques.   Cependant,   ces  modèles   animaux  

restent   largement   imparfaits   et   actuellement   des   efforts   importants   sont   entrepris   pour  

développer   de   nouveaux  modèles   encore   plus   proches   de   la  maladie.   Parmi   les   différents  

modèles   animaux   d’hypertension   pulmonaire,   le   modèle   SuHx   est   actuellement   considéré  

comme   étant   celui   qui   reproduit   le   mieux   les   aspects   morphologiques   du   lit   vasculaire  

pulmonaire  décrit  chez  les  patients  HTAP.  Ce  modèle  consiste  en  une  administration  unique  

de   20   mg/kg   de   Sugen   (ou   SU-­5416,   un   antagoniste   du   récepteur   au   VEGF)   avant   une  

exposition  à   l’hypoxie   (10%  FiO2)  de  manière  chronique  (3  semaines),  suivi  d’un  retour  en  

normoxie   (4   semaines   au   minimum).   Encore   très   peu   de   données   sont   disponibles  

concernant  ce  modèle  et  sa  physiopathologie  reste  obscure.  

  

  
  
  
  



  108  

OBJECTIFS    

Dans  ce  travail,  nos  objectifs  ont  été  de  :    

1)  Caractériser  et  quantifier   les  altérations  affectant   les  veines  pulmonaires  dans   l’HTAP  
humaine   et   expérimentale,   plus   particulièrement   dans   l’hypertension   pulmonaire  

induite  par  le  Sugen  +  Hypoxie  chez  le  rat  ;;    

2)  Déterminer   les  mécanismes  sous-­jacents  et  préciser   le  rôle  joué  par   l’activation  de   la  
voie  du  TGF-­b.  

  
  

RESULTATS  
  
1.  Recherche  de  marqueurs   spécifiques  permettant  de  différencier  Veine/Artère  
pulmonaires  

COUP-­TFII,   récepteur  nucléaire  orphelin  appartenant  à   la  superfamille  des  récepteurs  

des  hormones  stéroïdes/thyroïdes,  est  exprimé  dans  de  très  nombreux  organes  et  tissus.  En  

revanche,  dans  les  cellules  endothéliales,  le  facteur  de  transcription  COUP-­TFII  joue  un  rôle  

clé  dans  la  spécification  vasculaire.  En  effet,  COUP-­TFII  est  exprimé  de  manière  différentielle  

dans  l'endothélium  veineux  et  artériel.  Dans  notre  travail,  nous  avons  analysé  l’expression  de  

COUP-­TFII  dans  le  tissu  pulmonaire  par  immunohistochimie  et  immunofluoresence,  associée  

à  des  analyses  par  microscopie  confocale.  Nos  résultats  indiquent  que  COUP-­TFII  est  présent  

au  niveau  des  noyaux  des  cellules  endothéliales  des  veines  pulmonaires.  En  revanche,  COUP-­

TFII  est  absent  des  noyaux  des   cellules  endothéliales  des  artères   (Figure  1).  Nous  avons  
noté   également   que   COUP-­TFII   est   également   présent   dans   les   cellules  musculaires   lisses  

des  artères  pulmonaires  et  de  capillaires  alvéolaires.  
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FIGURE  1   :   Images   représentatives   des   immunomarquages   COUP-­TFII   dans   les  
tissus   pulmonaires   de   patients   avec   HTAP   idiopathique   (HTAPi).   (A)   Artère  
pulmonaire  :  absence  de  COUP-­TFII  dans  les  cellules  endothéliales  (flèche  rouge)  ;;(B)  Veine  
pulmonaire  :  marquage  nucléaire  de  COUP-­TFII  au  niveau  des  cellules  endothéliales  (flèche  
bleue).  Echelle  =  100µm.  

  
  

Ephrine   B2   et   Eph   B4   représentent   également   deux   autres   molécules   exprimées   de  

façon  spécifique  et  différentielle  dans   les  cellules  endothéliales  des  veines  pulmonaires.  Au  

niveau   systémique,   Ephrine   B2   est   connue   pour   être   exprimée   au   niveau   des   cellules  

endothéliales  des  artères,  tandis  qu’EphB4  est  exprimée  au  niveau  des  cellules  endothéliales  

des  veines  (Yacopoulos  GD  et  al.  Cell  1998).  C’est  pourquoi,  nous  avons  également  localisé  

son  expression  dans  les  tissus  pulmonaires  (Figure  2  et  3).  
  

FIGURE  2   :   Images   représentatives  des   immunomarquages  Ephrine  B2  dans   les  
tissus  pulmonaires  de  patients  avec  HTAP   idiopathique  (HTAPi).  Un  cytoplasmique  
des  cellules  endothéliales  des  artères  pulmonaires  (flèches  rouges)  (A  et  B)    et  des  lésions  
plexiformes  (dièse  jaune)  (B).  Echelle  =  100µm.  

  

A B 
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FIGURE  3  :  Images  représentatives  des  immunomarquages  EphB4  dans  les  tissus  
pulmonaires  des  patients  contrôles    (A  et  C)  et    avec  HTAP  idiopathique  (HTAPi).  
(B   et   D)   Absence   d’EphB4   dans   l’endothélium   d’artères   pulmonaires   dans   les   tissus   de  
patients  contrôles  (A,  flèche  rouge)  et  HTAPi  (B,  flèche  rouge).  EphB4  dans  l’endothélium  de  
veines  pulmonaires  dans  les  tissus  de  patients  contrôles  (C,  flèche  bleue)  et  HTAPi  (D,  flèche  
bleue).    

  
  
  

2.  Détermination  du  degré  de  remodelage  des  veines  pulmonaires  HTAPi,  HTAPh  
et  contrôles  

  Nous   avons   utilisé   des   co-­immunomarquages   pour   EphB4   et   «  a-­smooth   muscle  
actin  »  de  tissus  pulmonaires  de  patients  HTAPi,  HTAPh  et  contrôles  (n=5  par  groupe)  pour  
déterminer   le   pourcentage   d’épaississement   de   la   media   des   veines   pulmonaires   (un  

minimum  de  20  veines  par  patient  ont  été  étudiées)  (Figure  4).  Nos  résultats  indiquent  un  
quasi   doublement   de   l’épaisseur   de   la   paroi   des   veines   pulmonaires   dans   les   tissus   de  

patients  HTAPh  (Figure  4B).  
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FIGURE   4   :   Degré   de   remodelage   vasculaire   des   veines   pulmonaires   dans   les  
poumons   de   patients   HTAPi,   HTAPh   et   contrôles.   Images   représentatives   des   co-­
immunomarquages  EphB4,     «  a-­smooth  suscle  (SM)  actin  »  et  DAPI  des  tissus  pulmonaires  
(A)   et   quantification   de   l’épaississement   de   la   media   (B).   ***p-­value   <   0.001   versus  
Contrôle.  #p-­value  <  0.05  versus  HTAPi.  Echelle=20µm.  L=lumière  vasculaire.  DAPI  =  4',6-­
diamidino-­2-­phenylindole.      

  
  

Nous   avons   pu   valider   cette   observation   par   l’analyse   des   niveaux   d’expression  

protéiques   d’  «  a-­smooth  muscle   actin  »   dans   des   veines   intra-­pulmonaires   disséquées   de  
patients  HTAPh  et  contrôles  par  analyses  Western  blot  (Figure  5).      
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FIGURE   5   :   Niveaux   d’expression   protéique   d’  «  α-­smooth   muscle   actin  »  
dans  des  veines  pulmonaires  disséquées  sur  des  poumons  explantés  de  patients  
HTAPh  et  contrôles.    

  

  

  
  

  
  
3.  Quantification  de   la   prolifération   cellulaire   et   de   l’accumulation  de   composés  
de  la  matrice  extracellulaire  dans  les  parois  des  veines  pulmonaires  HTAPi,  HTAPh  
et  contrôles  

  Afin   de   mieux   comprendre   les   phénomènes   impliqués   dans   l’épaississement   de   la  

paroi  des  veines  pulmonaires  HTAPh,  nous  avons  d’abord  réalisé  des  co-­immunomarquages  

pour   EphB4   et   PCNA   («  proliferating   cell   nuclear   antigen  »)   de   nos   tissus   pulmonaires   de  
patients   HTAPi,   HTAPh   et   contrôles   (n=5   par   groupe  -­   un   minimum   de   20   veines  

pulmonaires   par   patient   ont   été   étudiées).   Un   doublement   du   nombre   de   cellules   en  

prolifération  est  noté  dans   les  parois  des  veines  pulmonaires  HTAPh.  En   revanche,  aucune  

différence  n’a  été  retrouvée  dans  les  veines  pulmonaires  de  patients  HTAPi  (Figure  6).  
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FIGURE   6   :   Prolifération   cellulaire   dans   les   parois   des   veines   pulmonaires   de  
patients   avec   HTAPi,   HTAPh   et   contrôles.   Images   représentatives   des   co-­
immunomarquages  EphB4,  PCNA  et  DAPI  dans   les   tissus  pulmonaires  (A)  et  quantification  
des  noyaux  PCNA  positifs   (nombre  de  noyaux  positifs   (blancs)   /  nombre  de  noyaux   totaux  
(blancs  +  bleus)  (B).  **p-­value  <  0.01  versus  Contrôle.  Echelle=20µm.    
  

  
  

Afin  de  compléter  ces  analyses,  nous  avons  eu  recours  à  des   injections  d’un  colorant  

vert   dans   les   veines   pulmonaires   à   partir   des   poumons   explantés,   après   transplantation  

pulmonaire.  Ces  tissus  pulmonaires  ont  ensuite  été  fixés  et  inclus  en  paraffine,  avant  d’être  

colorés   aux   trichrome   de  Masson   et   au   Rouge   Sirius   (Figure  7).   Les   données   confirment  
l’existence   d’un   remodelage   veineux   pulmonaire   dans   l’HTAP   caractérisé   par   une  

accumulation   de   composés   matriciels.   Nous   avons   observé   que   le   degré   d’épaississement  

veineux  est  plus   important   chez   les   sujets  porteurs  de  mutations  du  gène  BMPR2,   comme  
nous  l’avions  déjà  déterminé  précédemment.    
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FIGURE  7:  Evaluation  de  l’accumulation  de  composés  de  la  matrice  extracellulaire  
dans   les   parois   des   veines   pulmonaires   de   patients   avec   HTAPi,   HTAPh   et  
contrôles.   ***p-­value   <   0.001   versus   Contrôle.   #p-­value   <   0.05   versus   HTAPi.  
Echelle=20µm.    
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4.   Etude   de   l’activation   de   la   voie   du   TGF-­β   dans   les   parois   des   veines  
pulmonaires  HTAPi,  HTAPh  et  contrôles  

Etant  donné  que  le  TGF-­β  est  un  puissant  facteur  profibrosant  induisant  la  synthèse  de  

composés  protéiques  de   la  matrice   extracellulaire   (collagène  de   type   I,   II,   VI,  VII   et  X,   le  

fibrocartilage  et  les  protéoglycanes)  (Martin  et  al.,  2000),  nous  avons  voulu  déterminer  son  

état  d’activation  dans  les  parois  veineuses  par  suivi  de  l’état  de  phosphorylation  de  Smad2.  

(Figure  8).    
  

FIGURE   8   :   Evaluation   de   l’activation   de   la   voie   du   TGF-­b   dans   les   parois   des  
veines   pulmonaires   de   patients   avec   HTAPi,   HTAPh   et   contrôles.   Images  
représentatives  des  co-­immunomarquages  EphB4,  p-­Smad2  et  DAPI  des  tissus  pulmonaires.  
Echelle=20µm.    

  
  

5.   Etude   du   remodelage   vasculaire   dans   un   modèle   d’hypertension   pulmonaire  
animal  induit  par  l’administration  de  Sugen  combiné  à  de  l’hypoxie  chronique    

  Afin   de   pouvoir   étudier   les   mécanismes   impliqués   dans   le   remodelage   des   veines  

pulmonaires  dans  l’HTAP,  nous  avons  voulu  savoir  si  un  remodelage  veineux  était  également  

présent   dans   le   modèle   SuHx.   Pour   cela,   nous   avons   utilisé   une   solution   de   sulfate   de  

baryum  que  nous  avons   injectée  dans   l’artère  pulmonaire  des   rats,  dans   le  but  de  pouvoir  

différencier   artères   et   veines   pulmonaires.   Nous   avons   pu   ainsi   mettre   en   évidence  

l’existence  d’un  épaississement  de   la  paroi  des  vaisseaux  dont   la   lumière  est  dépourvue  de  

baryum  dans  ce  modèle  animal  (Figure  9).  
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FIGURE  9  :  Evaluation  du  remodelage  des  vaisseaux  pulmonaires  dans  le  modèle  
SuHx.  (A)  Images  illustrant  le  remodelage  veineux  et  artériel  dans  les  coupes  pulmonaires  
de   rats   SuHx   et   quantification   de   l’épaississement   (B).  *p-­value  <   0.05   et      ***p-­value  <  
0.01  versus  Contrôle.  Echelle=50µm.  

                              SuHX                                                                      SuHX/pirfénidone  
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6.   Efficacité   d’un   traitement   chronique   par   pirférinone   dans   l’hypertension  
pulmonaire  sévère  et  le  remodelage  veineux  dans  le  modèle  SuHx    

Sur  la  base  de  nos  observations,  nous  avons  ensuite  testé  l’efficacité  de  la  pirfénidone    

(5-­méthyl-­1-­phényl-­2-­[1H]-­pyridone)  un  agent  anti-­fibrosant  utilisé  dans   le  traitement  de   la  

fibrose   pulmonaire   idiopathique.   Il   s’agit   d’un   composé   synthétique   à   faible   poids  

moléculaire,  capable  d’inhiber  la  prolifération  des  fibroblastes  et  la  synthèse  de  TGF-­β1.  Ces  

effets  ne  sont  pas  immédiats,  puisqu’ils  ne  se  manifestent  qu’à  partir  de  12h  après  la  prise  

du   médicament,   atteignant   l’efficacité   maximale   après   48h.   La   pirfénidone   est   aussi   en  

mesure  de   réduire   la  sécrétion  de  cytokines  pro-­inflammatoires  comme  IL-­6,   IL-­12,  TNF-­α,  

l’IF-­γ.  Afin  de  tester   l’effet  anti-­fibrosant  de  ce  composé  sur   les  altérations  de   la  circulation  

pulmonaire  dans   l’HTAP,  nous  avons  sélectionné   le  modèle  animal  SuHx  (Sugen  combiné  à  

de  l’hypoxie  chronique).  

Nous   avons   induit   l’hypertension   pulmonaire   chez   le   rat,   en   réalisant   une  

administration  de  Sugen  avant  exposition  de  3  semaines  à  l’hypoxie  chronique  (FiO2  =  10%).  

A   la   sortie  de   la   chambre  d’hypoxie,   les   rats  ont  été   randomisés.  Après  deux  semaines  de  

retour   en   normoxie,   la   présence   d’hypertension   pulmonaire   a   été   validée   par  

échocardiographie  cardiaque.  Le  ratio  AT/ET  (temps  d'accélération  corrigé  selon  la  fréquence  

cardiaque/   temps  d'éjection)  a  été  utilisé   comme  marqueur  du   suivi   du  développement  de  

l’hypertension  pulmonaire  (Figure  10).    
  

  

FIGURE   10   :   Evaluations   échocardiographiques   des   rats   utilisés   dans   le  modèle  
SuHx  avant  (A)  et  après  traitement  Pirfénidone  (B).  
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FIGURE   11   :   Efficacité   des   traitements   chronique   à   la   Pirfénidone      dans  
l’hypertension   pulmonaire   sévère   développée   par   les   rats   SuHx.   (A)   Plan  
expérimental    du  protocole  curatif.  (B)  Effet  des  traitements  Pirfénidone  sur  les  paramètres  
hémodynamiques   (de   mPAP,   de   débit   cardiaque   (CO)   et   de   la   résistance   vasculaire  
pulmonaire  totale  (TPVR).  **p-­value  <  0.01,  ***p-­value  <  0.001    versus  rats  contrôles.  #p-­
value  <  0.05  et  ##p-­value  <  0.01  versus  rats  SuHx.  

  
     

Les   effets   des   traitements   du   traitement   à   la   Pirfénidone   dans   le   remodelage  

vasculaire  pulmonaire  et  l’activation  de  la  voie  TGF-­b  ont  été  évalués  et  sont  illustrés  dans  la  

figure  12.  
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FIGURE  12   :   Efficacité   du   traitement   à   la   Pirfénidone   contre   le   remodelage  des  
veines   pulmonaires   et   l’activation   de   la   voie   TGF-­β   dans   les   poumons   de   rats  
SuHx.   Images   illustrant   la   phosphorylation   de   Smad   2   dans   les   veines   et   artères  
pulmonaires   remodelées   de   rats   SuHx   traités   ou   non   avec   pirfénidone.  
Echelle=50µm.A=artère  ;;  V=veine.  
  

  
  
  
  
DISCUSSION  

L’existence   d’anomalies   structurelles   de   la   circulation   veineuse   dans   l’HTAP   a   été  

documentée   pour   la   première   fois,   dans   une   étude  morphométrique   publiée   en   1995   par  

Chazova  et  collaborateurs  (Chazova  et  al.,  1995).  Dans  cette  analyse,  les  auteurs  ont  mis  en  

évidence   l’existence   d’un   remodelage   des   veines   pulmonaires   de   calibre   <   250µm,  

caractérisé  principalement  par  une  augmentation  de  l’épaisseur  de  l’adventice  et  de  l’intima.  

Ces  anomalies  étaient,  bien  entendu,  beaucoup  plus  modestes  que  le  degré  d’épaississement  

pariétal   au   niveau   artériel.   L’augmentation   du   gradient   de   pression   transpulmonaire   et/ou  

l’effet   local   de   facteurs   de   croissance   ont   été   suggérés   comme  pouvant   être   à   la   base   de  

telles  altérations.  

En   revanche,   les   altérations  de   la   circulation   veineuse  pulmonaire   sont   bien   connues  

dans   d’autres   formes   d’HP   comme   celles   faisant   partie   du   groupe   2   (liée   aux  maladies   du  
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cœur  gauche)  et  du  groupe  4.    Les  pathologies  affectant  le  cœur  gauche  (comme  l’ischémie  

myocardique   ou   les   pathologies   valvulaires)   sont   marquées   par   une   pression   artérielle  

d’occlusion   (PAPO)   supérieure   à   15   mmHg   et   peuvent   produire   une   augmentation   du  

gradient   de  pression   transpulmonaire.   Les   anomalies   de   la   circulation  pulmonaire,   dans   ce  

contexte,  sont  secondaires  à   la  persistance  de   l’élévation  de   la  pression   intravasculaire,  qui  

engendre   une   réponse   adaptative   des   vaisseaux   se   traduisant   principalement,   au   niveau  

veineux,   par   une   hypertrophie   de   la   media   (artérialisation)   et   un   épaississement   fibreux  

modéré   de   l’intima.   Ces   anomalies,   observées   aussi   dans   les   artères   pulmonaires,   sont  

responsables  de  l’élévation  des  résistances  vasculaires  pulmonaires  et  seraient  secondaires  à  

l’acquisition   d’un   phénotype   dysfonctionnel   des   cellules   endothéliales,   caractérisé   par   une  

excessive   sécrétion   de   facteurs   vasoconstricteurs   et   prolifératifs   et   une   faible   sécrétion   de  

médiateurs  vasodilatateurs.    

L’anomalie   structurelle   des   petites   veines   pulmonaires   est   aussi   la   marque  

morphologique   de   la   maladie   veino-­occlusive   (MVO).   Sur   le   plan   histologique,   la   MVO   se  

caractérise  par  l’occlusion  des  veines  pulmonaires,  consécutive  à  l’accumulation  pariétale  de  

matériel  fibro-­myxoide  et/ou  fibro-­hyalin.  Les  altérations  veineuses  ont  des  répercussions  au  

niveau  des  septa  alvéolaires,  qui  apparaissent  épaissis  par   la  multiplication  de  capillaires  et  

par  des  phénomènes  d’inflammation  (hémangiomatose  capillaire).    
  

Dans   notre   étude,   nous   avons   démontré   que   COUP-­TFII   est   exprimé   de   manière  

différentielle   dans   l'endothélium   veineux   et   artériel   dans   le   tissu   pulmonaire   et   qu’il   peut  

s’avérer  un  bon  outil  dans  les  études  nécessitant  une  correcte  identification  de  ces  vaisseaux  

pulmonaires.   COUP-­TFII   a   des   fonctions   variées   aussi   bien   dans   le   développement  

embryonnaire,  du  métabolisme  et  de  la  différenciation  cellulaire.  L’altération  de  l’expression  

de  cette  molécule  a  été  mise  en  évidence  aussi  dans  des  conditions  pathologiques   (Qin  et  

al.,   2013),   Les  modèles  animaux  d'invalidation   totale  de   ce  gène,  ont  permis  d'établir  qu'il  

était   indispensable   à   la   vie   intra   utérine   (Pereira   et   al.,   1995).   La   létalité   liée   à   l’absence  

d’expression   de   COUP-­TFII   au   cours   de   l’organogénèse   est   attribuée   à   un   défaut   du  

développement   cardio-­vasculaire,   en   raison   d'une   diminution   de   l'expression   de  

l'angiopoïétine   1,   dont   la   conséquence   directe   serait   un   défaut   de   compartimentation   du  

cœur  et  de  l’angiogénèse.    

Dans  les  cellules  endothéliales,  le  facteur  de  transcription  COUP-­TFII  a  un  rôle  central  

dans   la   différenciation   vasculaire.   L'invalidation   de   COUP-­TFII   dans   l'endothélium   veineux  

confère  aux  veines  un  phénotype  artériel  via  la  modulation  de  la  voie  de  signalisation  Notch  

D’autres   travaux   ont   aussi   montré   que   COUP-­TFII   est   essentielle   dans   l’angiogenèse,  

favorisant   la   prolifération   des   cellules   endothéliales   à   travers   l’expression   de   E2F1   et   des  
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facteurs  de  croissance  vasculaire  de  la  famille  du  VEGF  (Fischer  et  al.,  2008).  

L’altération  de  l’expression  de  COUP-­TFII  a  fait  l’objet  d’une  attention  particulière,  dans  

le  domaine  de  l’oncologie.  Des  études  récentes  (Nagasaki  et  al.,  2009;;  Qin  et  al.,  2013)  ont  

documenté   la   surexpression  de   cette  molécule  dans   le   cancer  de   la  prostate,   le   cancer  du  

sein  et  le  cancer  pulmonaire.  La  surexpression  de  COUP-­TFII  est  associée  à  une  progression  

plus   rapide  de   la  maladie,  au  potentiel  métastatique  de   la   tumeur  et  à   la  dédifférenciation  

cancéreuse  (Nagasaki  et  al.,  2009).  Dans   le  cas  spécifique  du  cancer  du  sein,  COUP-­TFII  a  

un   impact   sur   la   réponse   tumorale   aux   thérapies   hormonales.   Le   développement   d’un  

inhibiteur  de  COUP-­TFII   est,   pour   son   impact  pronostique,   sérieusement   envisagé  dans   ce  

domaine.      

Dans   une   perspective   de   travail   sur   cette   molécule,   au   vue   de   son   influence   sur  

l’angiogenèse   au   cours   du   développement   et   dans   différentes   conditions   pathologiques,   il  

serait   intéressant   de   déterminer   les   niveaux   d’expression   de   COUP-­TFII   dans   les   cellules  

endothéliales  et  musculaires  lisses  artérielles  de  patients  HTAP  et  contrôles.  En  fonction  des  

résultats  de  cette  première  expérience,  on  pourra  mieux  cibler  la  population  cellulaire  la  plus  

affectée   par   une   expression   anormale   de   COUP-­TFII   et   d’envisager   des   études   visant   à  

définir   l’impact   de   cette   molécule   sur   la   prolifération,   l’apoptose   et   la   différenciation  

cellulaire.      Ainsi,   la   modulation   de   l’expression   de   COUP-­TFII   (inhibition   via   SiRNA   et/ou  

surexpression   via   plasmide),   permettra   d’évaluer   l’impact   de   cette   molécule   sur   la  

prolifération   et   l’apoptose   dans   les   CML   et/ou   les   CE   de   patients   contrôles   et   HTAP.   Ces  

analyses   préliminaires,   permettraient   de   savoir   si   COUP-­TFII   peut   contribuer   à   la  mise   en  

place  ou  à  l’entretien  du  remodelage  vasculaire  dans  l’HTAP.  L’analyse  de  l’impact  de  COUP-­

TFII  sur   la  dysfonction  de  la  circulation  pulmonaire,  pourra  être  complétée  dans  les  formes  

d’HTAP    associées  à  la  mutation  du  gène  BMPR2.    
  L’existence  de  preuves  en  faveur  de  la  modulation  de  l’expression  de  COUP-­TFII  par  la  

voie   de   signalisation   BMP/BMPRII   (Furuta   and   Hogan,   1998),   pourra   être   étudiée  

ultérieurement,  par  des  expériences   in  vitro  et  des  expériences  dans  des  modèles  animaux  
d’HP  préalablement  sélectionnés.    

L’expression   de   COUP-­TFII   a   été   aussi   observée   dans   les   noyaux   les   CML   (cellules  

musculaires   lisses)   des   artères   pulmonaires   et   de   capillaires   alvéolaires.   Dans   les   CML   et  

dans  les  cellules  mésenchymateuses,  le  facteur  de  transcription  COUP-­TFII  a  un  rôle  clé  dans  

la   différenciation   et   la   prolifération   cellulaire.   La   surexpression   de   COUP-­TFII   dans   des  

lignées   de   cellules   musculaires   C2C12   induit   l'expression   de   gènes   myogéniques   (incluant  

entre  autres  la  cavéoline-­3,  la  myostatine,  ainsi  que  Smad2  et  MyoD),  de  gènes  codant  des  

protéines  du  métabolisme  glucido-­lipidique  ainsi  que  des  récepteurs  nucléaires  (dont  PPAR,  
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ROR  et  RXR)  (Crowther  et  al.,  2011).  Il  serait  donc  intéressant  de  poursuivre  ces  travaux,  en  

étudiant  les  niveaux  d’expression  de  ces  différents  gènes  entre  les  cellules  de  patients  HTAP  

porteurs  ou  non  d’une  mutation.  

Un  autre  marqueur  exprimé  par  les  cellules  endothéliales  des  veines,  qu’on  a  validé  sur  

le  tissu  pulmonaire  est  EphB4.  En  utilisant  l’expression  différentielle  d’EphB4,  nous  avons  pu  

mettre  en  évidence  que  le  remodelage  veineux  pulmonaire  dans  l’HTAP  est  le  résultat  d’une  

augmentation   de   l’épaisseur   de   la   couche   musculaire   lisse   veineuse   et   de   l’apposition   de  

composés  matriciels  de  type  collagène.  Ces  données  sont  en  accord  avec  les  résultats  de  nos  

travaux  précédents  (papier  2  et  3),  où  nous  avions  montré  l’existence  d’un  remodelage  des  

veines   pulmonaires   dans   l’HPPE   et   dans   l’HTAP   et   d’une   corrélation   entre   le   degré   de   ce  

remodelage   et   le   degré   du   remodelage   de   la   vascularisation   bronchique   (résultant   de  

l’hypertrophie   des   artères   bronchiques   et   de   l’augmentation   de   la   microcirculation  

bronchique).   L’existence   de   connections   entre   les   vaisseaux   bronchiques   et   la   circulation  

veineuse  contribue  à  expliquer  le  développement  des  modifications  des  veines  pulmonaires.    

Dans   ce   travail,   nous   avons   mieux   caractérisé   le   phénotype   et   les   mécanismes   des  

altérations   structurelles   des   veines   pulmonaires   dans   l’HTAPi   et   HTAPh.   Dans   un   premier  

temps,   nous   avons   démontré   l’augmentation   du   degré   de   muscularisation   des   veines  

pulmonaires   par   quantification   du   marquage   de   l’   «  α   smooth   muscle   actin  »   sur   coupes  
histologiques   et   par   Western   blot   réalisé   sur   des   lysats   de   veines   pulmonaires   de   petit  

calibre.      L’apposition   de   composés   matriciels,   évaluée   par   quantification   de   colorations  

spécifiques  au  niveau  de  l’intima  des  veines  pulmonaires  a  aussi  été  identifiée  comme  étant  

un   élément   important   du   remodelage   veineux.   L’augmentation   de   la   prolifération   cellulaire  

(étudiée   par   PCNA   en   immunofluorescence)   et   de   la   phosphorylation   de   Smad2   dans   les  

petites  veines  pulmonaires  des  sujets  HTAP  suggère  l’activation  de  la  voie  du  TGF-­β  et  son  

implication  dans  ce  remodelage.    

Nous  avons  aussi  évalué  le  degré  du  remodelage  veineux  dans  le  modèle  animal  SuHx  

d’HP  sévère.  La  combinaison  du   traitement  par  un  antagoniste  du  VEGFR  (Sugen  5416)  et  

l’exposition   à   trois   semaines   d’hypoxie   conduit   au   développement   d’une   hypertension  

pulmonaire  sévère  chez  les  rats.  Contrairement  à  d’autres  modèles  animaux  d’HP  (comme  le  

modèle  d’HP  induite  par  traitement  monocrotaline  et  le  modèle  d’HP  induite  par  l’exposition  à  

l’hypoxie  chronique),  le  modèle  SuHx  est  caractérisé  par  des  lésions  angio-­prolifératives  des  

artérioles  pulmonaires,  dont  le  phénotype  est  plus  proche  à  celui  des  lésions  artérielles  de  la  

maladie  humaine.  Dans  ce  modèle,  nous  avons   identifié   les  artères  pulmonaires  à   l’aide  de  

l’injection   de   sulfate   de   baryum   via   un   cathéter   inséré   dans   l’artère   pulmonaire   sur   cœur  

battant.   Nous   avons   ensuite   quantifié   le   degré   du   remodelage   des   vaisseaux   pulmonaires  
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injectés  et  des  vaisseaux  non  injectés  (parmi  lesquelles  on  retrouve  les  veines  pulmonaires).  

Par   cette   technique,   nous   avons   pu   observer   un   remodelage   vasculaire   complexe   des  

vaisseaux  pulmonaire,  potentiellement  intéressant  le  contingent  veineux.    

Afin   d’évaluer   l’impact   de   la   voie   de   signalisation   du   TGF-­β   dans   ces   altérations  

structurelles,   nous   avons   administré   à   un   groupe   de   rats   SuHx   le   composé   anti-­fibrosant  

pirfénidone.  Cette  molécule,   actuellement   utilisée   dans   les   protocoles   thérapeutiques   de   la  

fibrose  pulmonaire  idiopathique,  est  en  mesure  d’inhiber  la  synthèse  et  la  sécrétion  de  TGF-­

β1  in  vitro  (Shi  et  al.,  2011)  et  aussi  de  cytokines  pro-­inflammatoires  (Nakazato  et  al.,  2002).  
Dans  notre  travail,  nous  avons  constaté  que  l’effet  du  médicament  pirfénidone  se  traduisait  

par   une   réduction   des   résistances   vasculaires   pulmonaires   et   une  discrète   amélioration   du  

débit   cardiaque.   L’étude   de   l’activation   de   la   voie   de   signalisation   du   TGF-­β   par  

immunomarquage   phospho-­Smad2   dans   les   rats   traités   est   actuellement   en   cours  

d’évaluation.  L’effet  plutôt  discret  de  ce  médicament  sur  l’HP  dans  ce  modèle  animal  pourrait  

être   en   rapport   à   la   faible   spécificité   de   cette   molécule   sur   la   voie   du   TGF-­β1   et   à   la  

persistance   d’autres   facteurs   prolifératifs   entretenant   les   altérations   structurelles   de   la  

circulation  pulmonaire.    

TGF-­β1   est   un   facteur   de   croissance   modulant   la   prolifération,   la   migration   et   la  

différenciation   de   différents   types   cellulaires  ;;   il   est   aussi   impliqué   dans   le   remodelage  

vasculaire  pulmonaire  (Gilbane  et  al.,  2015;;  Ostriker  et  al.,  2014).  Les  voies  de  signalisation  

dans   lesquelles   TGF-­β1   promeut   les   modifications   vasculaires   dans   l’HTAP   ne   sont   pas    

actuellement  clarifiées.  Des  études  récentes  ont  identifié  le  rôle  de  TGF-­β1  et  de  PTEN  dans  

la  progression  du  remodelage  vasculaire  secondaire  à  la  prolifération  des  cellules  musculaires  

lisses   artérielles   (Liu   et   al.,   2012).   PTEN   est   significativement   réduite   dans   le   tissu  

pulmonaire  des  rats  avec  HP  induite  par  traitement  monocrotaline  ou  par  l’hypoxie  chronique  

(Nemenoff  et  al.,  2008;;  Ravi  et  al.,  2013)  et  dans   les  cellules  musculaires   lisses  artérielles  

pulmonaires   (Ravi   et   al.,   2013).   La   diminution   des   niveaux   de   PTEN   dans   ces   cellules   est  

modulée  par   la   stimulation  de  TGF-­β1   (Liu  et  al.,  2012).   Il  a  aussi  été  démontré   l’effet  du  

TGF-­β1   sur   l’expression   de   la  molécule   anti-­apoptotique   Bcl-­2,   via   la   voie   de   signalisation  

PI3K/AKT  dans  les  cellules  musculaires  lisses  artérielles  pulmonaires.  L’effet  de  TGF-­β1  sur  la  

prolifération  des   cellules  musculaires   lisses   artérielles,   via   la  modulation  de   l’expression  de  

PTEN,  représente  donc  un  mécanisme  important  dans  le  remodelage  vasculaire  dans  l’HTAP,  

et   présente   un   intérêt   potentiel   dans   le   développement   de   nouvelles   stratégies  

thérapeutiques.    

En   conclusion,   nous   avons   confirmé   l’existence   d’un   remodelage   des   veines  

pulmonaires  dans  l’HTAPh  et  HTAPi  et  caractérisé  ces  altérations  structurelles  chez  l’Homme.  
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Nos  données  attestent  que  les  altérations  structurelles  des  veines  pulmonaires  puissent  être  

en   rapport   avec   la   sévérité  de   la  maladie,   qui   aboutit   à  des  modifications  profondes  de   la  

circulation  pulmonaire.  La  voie  de  signalisation  du  TGF-­β  est  potentiellement  impliquée  dans  

ce  remodelage.    
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L’hypertension   pulmonaire   est   définie   par   l’élévation   de   la   pression   artérielle  

pulmonaire   moyenne   (PAPm)   au-­delà   des   25   mmHg   au   repos.   A   l’occasion   du   Congrès  

Mondial   dédié   à   l’Hypertension   Pulmonaire   d’Evian   en   1998,   l’Organisation  Mondiale   de   la  

Santé  (OMS)  a  identifié,  pour  la  première  fois,  cinq  grands  groupes  d’HP,  chacun  regroupant  

des   formes   d’HP   partageant   des   similitudes   cliniques,   physiopathologiques   et   de   prise   en  

charge.   Cette   classification   a   ensuite   été   modifiée   des   adaptations   au   cours   des   congrès  

mondiaux  dédiés  à  l’  HP  de  Venise  (2003),  de  Dana  Point  (2008)  et  de  Nice  (2013).  Ces  cinq  

groupes   d’HP   comprennent   l’hypertension   artérielle   pulmonaire   (groupe   1  ;;   HTAP   ou   plus  

connu  encore  sous  le  nom  d’HP  pré-­capillaire),  l’hypertension  pulmonaire  survenue  à  la  suite  

d’une   pathologie   du   cœur   gauche   (sténose   mitrale,   ischémie   myocardique,   hypertension  

systémique…)   (groupe   2),   l’hypertension   pulmonaire   se   développant   au   cours   d’une  

pathologie   pulmonaire   chronique   (BPCO,   fibrose   interstitielle)   (groupe   3),   l’hypertension  

pulmonaire  post-­embolique  (groupe  4)  et  l’hypertension  pulmonaire  d’origine  multifactorielle  

(groupe  5).    

Dans   l’hypertension   pulmonaire,   les   altérations   structurelles   du   lit   vasculaire  

pulmonaire   peuvent   toucher   tous   les   éléments   constitutifs   de   la   circulation   sanguine      des  

poumons.  Ainsi,  l’HTAP  est  caractérisée  par  des  lésions  obstructives  des  artères  pulmonaires  

pré-­   et   intra-­acinaires,   attribuées   à   des   phénomènes   prolifératifs   des   cellules   musculaires  

lisses   et   à   la   différenciation   de   cellules   vasculaires   progénitrices   comme   les   péricytes  

pulmonaires   en   cellules   musculaires   lisses   (Ricard   et   al.,   2014).   L’intima   des   artères  

pulmonaires   est   aussi   altérée,   avec   l’accumulation   de  myofibroblastes,   de   composés   de   la  

matrice  extracellulaire  et  de  cellules  inflammatoires,  aboutissant  à  la  constitution  d’une  néo-­

intima  avec  rétrécissement  de  la  lumière  vasculaire.  Souvent  les  lésions  occlusives  artérielles  

s’accompagnent  de  structures  particulières  appelées  «  lésions  plexiformes  »,  constituées  de  

collections   nodulaires   de   petits   canaux   vasculaires,   enveloppés   au   sein   d’une   matrice  

variablement   riche   en   collagène.   La   lésion   pléxiforme   est   considérée   comme   la   lésion  

vasculaire   caractérisant   sur   le   plan   histologique   l’HTAP   et   la   différenciant   d’autres   formes  

d’hypertension  pulmonaire.  Cependant,  cette  notion  a  évolué  ces  dernières  années  depuis  la  

mise  en  évidence  de  la  présence  de  ce  type  de  lésions  dans  d’autres  formes  d’HP.  

Le   lit   capillaire   pulmonaire   n’est   pas   porteur   de  modifications   structurelles  majeures,  

comme  l’on  observe  dans  certaines  formes  d’hypertension  pulmonaire  post  capillaire  et  dans  

l’hypertension   liée   à   la   HPPE.   L’épaississement   des   cloisons   alvéolaires,   caractérisé   par   la  

multiplication   des   canaux   capillaires   et   l’alvéolite   à   sidérophages   (définissant  

l’hémangiomatose   capillaire)   a   été   décrit   dans   la   maladie   veino-­occlusive   et  

occasionnellement   dans   l’   HPPE.   Néanmoins,   le   lit   veineux   n’a   jamais   été   l’objet   d’études  
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systématiques  dans  le  domaine  de  l’HTAP,  d’une  part  par  les  difficultés  liées  à  une  correcte  

identification  des  veines  parenchymateuses  pulmonaires  et  aussi  par  les  spécificités  cliniques  

et   hémodynamiques   de   l’HTAP.   Dans   la   maladie   veino-­occlusive,   les   lésions   histologiques  

intéressent   les   veines   septales   et   les   veinules,   qui   sont   occluses   ou   épaissies   avec  

rétrécissement   de   leur   lumière,   par   l’accumulation   de   matrice   fibro-­myxoide   et   la  

prolifération  des  cellules  musculaires  lisses.  Les  lésions  veineuses,  à  la  différence  des  lésions  

artérielles   occlusives   observées   dans   l’HTAP,   ne   s’accompagnent   pas   de   structures  

plexiformes.    

La  physiopathologie  des  HP  reste  encore  imparfaitement  connue.  C’est  pourquoi,  dans  ce  

travail   de   thèse,   nous   avons   émis   l’hypothèse   qu’une   meilleure   compréhension   des  

modifications  structurelles  de  la  circulation  pulmonaire  et  bronchique  dans  différents  groupes  

d’HP   devrait   permettre   une   connaissance   plus   détaillée   de   leurs   rôles   dans   la  

physiopathologie  de  ces  maladies.    

Dans  mon   projet   doctoral,   j’ai   été   amené   à   participer   à   une   première   étude   sur   les  

altérations  structurelles  vasculaires  pulmonaires  dans  l’hypertension  pulmonaire  associée  à  la  

maladie   thromboembolique   chronique.   L’endartériectomie   pulmonaire,   qui   correspond   à   la  

désobstruction   des   artères   pulmonaires,   constitue   le   traitement   de   choix   de   cette   forme  

particulière   d’HP.      Toutefois,   l’hypertension   pulmonaire   persiste   après   intervention  

chirurgicale  dans  un  nombre  limité  de  patients.  Dans  notre  étude,  l’analyse  des  poumons  de  
neuf   patients   avec   persistance   d’HP   après   chirurgie   et   de   huit   patients   avec   des   lésions  

thrombo-­emboliques   distales   non   accessibles   à   la   chirurgie,   ainsi   que   l’étude   des   lésions  

pulmonaires  d’un  modèle  porcin  d’HPPE,  a  montrée  l’existence  d’altérations  structurelles  des  

venules  pré-­septales,  des  veines  septales  et  du  lit  capillaire  pulmonaire.    Le  remodelage  des  

veines   pulmonaires   se   caractérise   par   un   épaississement   fibreux   de   l’intima   et   par   une  

hypertrophie  de   la   couche  musculaire.   Le  mécanisme  physiopathologique  à   la   base  de   ces  

modifications   post-­capillaires   consisterait   en   un   hyper   débit   sanguin   se   produisant   sur   les  

veines   pulmonaires   au   travers   des   connections   anastomotiques   bronchopulmonaires.  

L’existence  de  ces  connections  a  pu  être  démontrée  à  travers  l’injection  sélective  de  colorant  

dans   le   système  veineux   et   dans   le   système  bronchique   sur   les   explants   pulmonaires.   Les  

anomalies   vasculaires   post-­capillaires   constituent   un   aspect   nouveau   des   lésions  

histopathologiques  vasculaires  pulmonaires  dans  l’HPPE  et  pourraient  contribuer  à  expliquer  

la  persistance  de  l’élévation  des  résistances  pulmonaires  totales  après  chirurgie.  Dans  notre  

étude,  des   lésions  post-­capillaires  similaires  ont  été  aussi  observées  dans   le  modèle  porcin  

d’HPPE,  tantôt  dans  les  territoires  pulmonaires  les  plus  faiblement  perfusés,  tantôt  dans  les  

territoires   pulmonaires   avec   lésions   obstructives   progressives.   Ces   altérations   de   la  
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microcirculation   étaient   associées   au   remodelage   des   vaisseaux   bronchiques.   L’injection  

sélective  de  colorant  dans  le  système  veineux  et  bronchique  a  aussi  confirmé  l’existence  de  

communications  vasculaires  bronchopulmonaires.    

Dans   la   suite   de   ce   projet   d’étude   doctoral,   j’ai   ensuite   poursuivi   l’analyse   des  

modifications  structurelles  de  la  circulation  pulmonaire  qui  se  produisent  dans  l’hypertension  

artérielle  pulmonaire  de  groupe  1.  Plus  particulièrement   je  me   suis   intéressée  à   l’HTAPi   et  

l’HTAPh,  que  j’ai  comparé  sur  le  plan  morphologique,  en  analysant  le  degré  d’épaississement  

pariétal   et   l’inflammation   des   artères   pulmonaires,   la   densité   des   lésions   pléxiformes,   le  

degré   de   remodelage   des   artères   bronchiques,   la   densité   de   la   micro   vascularisation  

bronchique   et   le   degré   du   remodelage   veineux.   Cette   étude   constitue   la   première  

caractérisation  sur  le  plan  histopathologique  de  l’HTAPh  avec  mutation  du  gène  BMPR2,  en  le  
comparant  aux  lésions  vasculaire  de  l’HTAPi.  Au  cours  de  cette  analyse,  j’ai  pu  constater  une  

augmentation  substantielle  du   remodelage  des  vaisseaux  bronchiques,  ainsi  qu’une  densité  

plus   élevée   de   microvaisseaux   bronchiques   dans   les   tissus   pulmonaires   de   patients   avec  

HTAP  associée  aux  mutations  de  BMPR2.  Par   ailleurs,   on  a  observé  que   l’hémoptysie  était  
beaucoup  plus  fréquente  chez  les  patients  HTAPh,  par  rapport  aux  patients  avec  HTAPi.  On  a  

aussi   identifié   des   lésions   histologiques   fibro-­vasculaires   particulières,   qui   sont   aussi   plus  

fréquemment  observées  chez  les  patients    avec  HTAPh.  

Les   traits   histologiques   classiquement   décrits   dans   l’HTAP   sont   représentés   par  

l’épaississement   des   parois   des   artères   pulmonaires   distales,   l’inflammation   péri-­vasculaire  

artérielle  et  de  façon  marginale  le  remodelage  des  veines  pulmonaires.  Ces  aspects  ont  été  

extensivement   analysés   dansl’HTAP,   indépendamment   du   statut   mutationnel   du   gène  

BMPR2.   Dans   mon   étude,   aucune   différence   n’a   été   constatée   en   terme   de   remodelage  
artériel,   d’inflammation   périvasculaire   entre   les   deux   groupes   de   patients   étudiés.   Les  

analyse   ont   été   réalisées   sur   les   poumons   explantés   lors   de   greffes   bipulmonaires   et   sont  

donc   représentatifs   d’une   pathologie   en   phase   terminale,   avec   des   lésions   extrêmement  

sévères.   Par   ailleurs,   les   traitements   administrés   aux   patients   pourraient   avoir   eu   une  

influence  sur  le  degré  d’inflammation  perivasculaire,  ainsi  que  sur  le  remodelage  artériel.  Mis  

à   part   ces   aspects   «  classiques  »   de   l’hypertension   artérielle   pulmonaire,   j’ai   constaté   la  

présence  de  lésions  vasculaires  singulières  qu’on  a  appelé  SiMFis,  plus  fréquemment  chez  les  

patients   porteurs   de   mutation   BMPR2,   par   rapport   aux   patients   non   mutés.   L’acronyme  
SiMFis   reprend   les   caractéristiques   anatomopathologiques   de   ces   lésions   particulières  :     S  

pour  «  singular  »  désignant  ces  lésions  comme  rarement  distribuées  au  sein  du  parenchyme  
pulmonaire,   M   pour   «  millimetric  »,   indiquant   la   taille   entre   1   et   2   mm   de   ces   lésions   (à  
différence  des  lésions  plexiformes  typiques,  dont  la  taille  varie  entre  500  µm  et  250  µm)  ;;  F  
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pour  «  fibro-­vascular  »  en  raison  de   la  richesse  en  collagène  de  ces   lésions,   incorporant  un  
ou  plusieurs  canaux  vasculaires.  A  la  différence  des  lésions  plexiformes  classiques,  les  lésions  

SiMFis  ne  sont  pas  caractérisées  par  un  aspect  «  gloméruloïde  »  de  collections  vasculaires,  

mais  plutôt  comme  une  «  agglutination  »  de  vaisseaux  pulmonaires   remodelés.  La  richesse  

en   collagène   pourrait   indiquer   que   cette   lésion   soit   un   reliquat   de   lésions   artérielles  

préexistantes.   Par   ailleurs,   l’injection   de   colorant   dans   le   système   vasculaire   du   poumon  

explanté  de  certains  patients,  a   révélé  des  connexions  entre   les   lésions  SiMFis,   le   système  

vasculaire  bronchique  et  les  veines  pulmonaires.    

Le   système   vasculaire   bronchique   a   ensuite   fait   l’objet   d’une   évaluation  

morphométrique.   Le   remodelage   des   artères   bronchiques,   ainsi   que   la   densité   des  micro-­

vaisseaux   bronchiques   étaient   beaucoup   plus   prononcés   chez   les   patients   porteurs   de  

mutations  de  BMPR2  par  rapport  aux  patients  non  mutés.  A  la  lumière  de  ces  résultats,  nous  
avons   déduit   que   les   lésions   SiMFis   pourraient   être   l’expression   morphologique   d’une  

structure  anastomotique  entre   le  système  artériel  pulmonaire,   les  vaisseaux  bronchiques  et  

les  veines  pulmonaires.  Ces  lésions  sont  nettement  plus  fréquentes  chez  les  sujets  porteurs  

de  mutations   de   BMPR2   en   comparaison   avec   les   patients   non  mutés.   En   parallèle,   nous  
nous   sommes   intéressés   à   une   autre   forme   d’HP,   représentée   par   la   maladie  

thromboembolique   chronique   qui   est   caractérisée   par   un   remodelage   bronchique   exagéré.  

Même  si  dans  cette  pathologie  nous  n’avons  pas   retrouvé  de   lésions  SiMFis,  nous  pouvons  

considérer   que   la   connexion   entre   l’hypertrophie   bronchique   et   le   remodelage   veineux  

pulmonaire  pourrait   reposer   sur   des  bases   similaires,   à   travers   ce  processus  multi-­étapes  :  

tout  d’abord  le  remodelage  occlusif  de  l’artère  pulmonaire  conduirait  à  une  hypertrophie  de  

la  vascularisation  bronchique  et  des  vasa  vasorum  (avec  dans  certaines  zones   la   formation  
de   structures   anastomotiques   de   type   SiMFis),   ensuite   le   drainage   de   ce   flux   sanguin  

additionnel   via   les   vaisseaux   bronchique   aux   veines   pulmonaires   produirait   une   réponse  

adaptative  du  système  veineux  avec  hypertrophie  du  muscle  lisse  et  une  fibrose  intimale.    

L’aspect  nouveau  de  ce  travail  repose  sur  l’étude  détaillée  des  structures  vasculaires  de  

l’arbre  bronchique  dansl’HTAP   ,   avec  une  attention  particulière   aux   formes  avec  mutations  

du  gène  BMPR2.  L’observation  d’un  remodelage  de  la  circulation  bronchique  plus   important  
chez  les  patients  porteurs  de  mutations  de  BMPR2  avait  été  documentée  par  l’équipe  de  Tio  
dans   une   série   de   129   patients   avec   HTAP,   en   ré-­analysant   leurs   respectifs   clichés  

tomodensitométriques   thoraciques.   Dans   mon   analyse   de   44   patients   avec   HTAP,  

transplantés  des  deux  poumons,   les  épisodes  d’hémoptysie  étaient  plus   fréquents   chez   les  

patients   porteurs   de   mutations   de   BMPR2.   Le   remodelage   des   artères   bronchiques   est  
caractérisé  par  une  hypertrophie  et  par  une  dilatation  des  artères  bronchiques,  ainsi  que  par  
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une   densification   plus   importante   des   micro-­vaisseaux   bronchiques.   La   multiplication   des  

vaisseaux  capillaires  bronchiques  a  été  décrite  dans  différentes  pathologies  respiratoires  plus  

au   moins   associées   à   l’HP,   comme   l’asthme,   la   fibrose   pulmonaire   et   la   maladie  

thromboembolique   chronique.   Par   ailleurs,   les   études   conduites   sur   l’Homme   ou   sur   des  

modèles  animaux,  ont   indiquées  que   l’augmentation  en  microvaisseaux  au  sein  de   la  paroi  

bronchique   pourrait   être   liée   à   un   processus   d’angiogenèse   initiée   par   des   chimiokines  

caractérisées   par   un   motif   CXC   et   par   des   facteurs   de   croissance   comme   le   VEGF.   Les  

résultats  de  notre  analyse  indiquent  que  chez  les  patients  avec  HTAPh  porteurs  de  mutations  

de  BMPR2,  un  processus  d’angiogenèse  bronchique  se  déclenche  donnant   lieu  à  un  réseau  
capillaire   plus   dense   comparé   aux   patients   avec   HTAP   idiopathique.      Dans   des   conditions  

physiologiques,   la   signalisation   par   BMPRII   inhibe   l’expression   de   VEGF,   qui   est   l’un   des  

acteurs  principaux  de  l’angiogenèse.    L’ensemble  de  ces  données  indique  que  les  altérations  

de   la   fonction   du   gène   BMPR2   sont   potentiellement   impliquées   dans   les   anomalies   de   la  
circulation  bronchique,  avec  augmentation  du  risque  de  complications  hémorragiques.    

Les  modifications  de  la  circulation  bronchique  (hypertrophie  des  artères  bronchiques  et  

densité   des   micro-­vaisseaux)   apparaissent   significativement   corrélées   au   remodelage   des  

veines   pulmonaires   septales.   Par   ailleurs,   les   modifications   du   lit   vasculaire   post-­capillaire  

sont   beaucoup   plus   importantes   chez   les   patients   porteurs   de   mutations   de   BMPR2   par  
rapport   aux   patients   non   mutés.   Les   modifications   morphologiques   observées   dans   la  

circulation   bronchique   et   veineuse   suggèrent   l’existence   de   connections   entre   ces   deux  

circuits.   Ces   connections   pourraient   amener   à   une   surcharge   sanguine   dans   les   veines  

pulmonaires   qui   pourraient   engendrer   une   réaction   adaptative   de   ces   dernières   avec  

muscularisation   et   fibrose   intimale.   Ces   modifications   du   lit   vasculaire   post-­capillaire  

pourraient  ainsi  contribuer  à  la  progression  plus  rapide  et  à  la  propension  aux  complications  

observées  de  façon  générale  chez  les  patients  porteurs  de  mutations  du  gène  BMPR2.    
Dans   un   dernier   travail,   j’ai   cherché   à  mieux   caractériser   le   remodelage   des   petites  

veines  pulmonaires.  Peu  de  travaux  ont  caractérisé  les  altérations  structurelles  des  vaisseaux  

veineux  dans   l’HTAP.  Une  des   raisons  est   liée  à   la  difficulté  de  bien  différencier   les  veines  

pulmonaires   distales   des   petites   artères.   Pour   surmonter   cette   difficulté,   j’ai   utilisé   des  

marqueurs   biologiques   spécifiques,   exprimés      de   façon   différentielle   dans   le   lit   veineux   et  

artériel.  Ainsi,  au  cours  de  l’organogénèse,  la  stimulation  par  le  VEGF  a  un  effet  différent  sur  

les  angioblastes  destinés  à  donner  origine  aux  veines  de  ceux  destinés  à  devenir  des  artères.  

Dans  les  premiers,  le  VEGF  induit  l’expression  de  COUP-­TFII,  responsable  de  l’inactivation  de  

NRP-­1   et   de   la   voie   de   signalisation   Notch  ;;   par   contre,   COUP-­TFII   induit   l’expression   de  

molécules   veine-­spécifiques,   comme   EphB4   dans   ces   cellules   vasculaires   progénitrices.  
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EphB4   est   un   récepteur   d’Ephrine   B2   et      est   spécifiquement   exprimée   dans   les   cellules  

endothéliales   veineuses.   L’expression   d’EphB4   par   les   cellules   endothéliales   veineuses  

apparait   donc   pendant   l’organogénèse   et   est   maintenue   après   la   naissance.   Dans   cette  

étude,  nous  avons,  en  premier,  mis  au  point  les  marqueurs  biologiques  EphB4,  identifiant  les  

cellules   endothéliales   des   veines   et   Ephrine   B2,   identifiant   les   cellules   endothéliales   des  

artères.   Une   fois   achevée   cette   étape,   le   degré   d’épaississement   pariétale   des   veines  

pulmonaires  a  pu  être  analysé  par  morphométrie.  Les  résultats  de  cette  analyse  ont  confirmé  

la   présence   d’un   remodelage   veineux   chez   les   sujets   avec   HTAP   par   rapport   aux   sujets  

contrôles.   L’épaississement   des   petites   veines   septales   pulmonaires   était   constitué,   d’une  

part,  par  l’augmentation  de  la  couche  musculaire  lisse  et  d’autre  part  par  un  épaississement  

fibreux   intimal.   Le   degré   de   ce   remodelage   était   par   ailleurs   plus  marqué   chez   les   sujets  

porteurs  de  mutations  BMPR2,  en  accord  avec  les  résultats  du  papier  précèdent.    
De   manière   intéressante,   nous   avons   observé   un   remodelage   vasculaire   complexe,  

potentiellement   intéressant   le  contingent  veineux  dans   le  modèle  de  rat  d’HP  sévère  SuHx.      

L’administration  de  pirfénidone  aux  rats  traités  par  Sugen  et  exposés  à  l’hypoxie  a  produit  un  

discret   effet   bénéfique,   suggérant   un   rôle   de   la   voie   de   signalisation   du   TGF-­β   dans   le  

remodelage  vasculaire.  Néanmoins,  la  pirfénidone  possède  plusieurs  modes  d’actions  et  nous  

ne  pouvons  pas  exclure  que  ces  effets  bénéfiques  ne  soient  liés  à  des  actions  au  niveau  du  

remodelage  cardiaque.  C’est  pourquoi,  ces   travaux  doivent  être  complétés,  notamment  par  

d’autres  stratégies  faisant  appel  à  des  inhibiteurs  plus  sélectifs  du  TGF-­β.  
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L’existence  de  modifications  post-­capillaires  de  la  circulation  pulmonaire  dans  la  HPPE  et  de  

l’HTAP  constitue  une  nouvelle  notion  qui  permet  de  mieux  comprendre  la  physiopathologie  de  ces  

deux   groupes   d’HP.   L’existence   de   ces   altérations   dans   la   HPPE   contribue   à   expliquer   la  

persistance   de   l’HP   après   endartériectomie   chez   certains   patients.   L’identification   d’outils  

d’imagerie   peu   invasifs   capables   de   dépister   ces   anomalies   représentent   un   défi   d’avenir,   qui  

pourrait   permettre   d’identifier   différentes   catégories   de   patients   et   de   mieux   adapter   le   choix  

thérapeutique.    

Les   modifications   post-­capillaires   dans   l’HTAP   représentent   aussi   un   nouvel   aspect   peu  

étudié   du   remodelage   de   la   circulation   pulmonaire.   Nos   données   supportent   la   notion   que  

l’existence  de   ces   altérations   serait   étroitement   liée   au   remodelage  de   la   circulation  bronchique.  

Dans   notre   travail,   on   a   pu   réunir   un   ensemble   d’évidences   supportant   la   notion   que   les  

modifications   de   la   circulation   systémique   dans   l’HTAP   pourraient   avoir   des   répercussions   sur   la  

circulation   veineuse   pulmonaire.   Nous   avons   aussi   pu   constater   que   les   modifications  

fonctionnelles   induites  par   la  perte  de   la  signalisation  BMPRII  pourraient  avoir  un   impact  sur  ces  

altérations   vasculaires.   Ce   travail   constitue   une   première   preuve   de   l’existence   d’un  «   pattern   »  
distinctif   du   remodelage   vasculaire   entre   l’HTAPh  et   l’HTAPi,   avec   des   conséquences   sur   le   plan  

clinique.  Enfin,  dans  ce  travail  de  thèse,  nous  avons  pu  démontrer  la  pertinence  de  deux  modèles  

animaux   d’étude   de   ces   conditions   physiopathologiques   (modèle   HPPE   chez   le   porc   et   modèle  

SuHx   d’HP   sévère   chez   le   rat)   qui   pourraient   non   seulement   aider   à   mieux   appréhender   ces  

altérations,  mais  qui  pourraient  aussi  aider  à  identifier  de  nouvelles  stratégies  thérapeutiques.  
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Titre : Anomalies structurelles et fonctionnelles de l'arbre vasculaire pulmonaire au cours de 
l’hypertension pulmonaire post-embolique et de l’hypertension arterielle pulmonaire 
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Résumé : La physiopathologie des 
hypertensions pulmonaires (HP) reste encore 
imparfaitement comprise. Plusieurs mécanismes 
interviennent dans le développement et la 
progression du remodelage vasculaire 
pulmonaire.   Les perturbations de 
communications intercellulaires et l’activation 
de certaines voies de signalisation sont des 
phénomènes importants contribuant à 
l’accumulation excessive de cellules au sein de 
la paroi des petites artères pulmonaires.  
Par ailleurs, des facteurs génétiques et 
environnementaux peuvent prédisposer ou 
faciliter la progression de ce remodelage 
vasculaire. 
 

L’existence de modifications des micro-
vaisseaux pulmonaires pré- et post-capillaires et 
bronchiques dans l’hypertensionn pulmonaire 
post-embolique et l’hypertension artérielle 
pulmonaire represente un aspect nouveau de ces 
deux maladies et permettra d’améliorer sur le 
long terme la prise en charge de ces patients. 
Ces altérations vasculaires sont aussi présentes 
dans deux modèles animaux d’étude 
d’hypertension pulmonaire, validant la 
pertinence d’approfondir nos connaissances au 
travers de ces outils expérimentaux. 

 

 

Title : Structural and functional changes of the arterial bed in chronic post-embolic pulmonary 
hypertension (CTEPH) and in pulmonary arterial hypertension (PAH): pathobiological insights 
through correlation of molecular and morphologic features. 

Keywords : pulmonary hypertension, arteries, veins 

Abstract : The pathophysiology of pulmonary 
hypertension (PH) remains unclear. Différent 
mechanisms are involved in the vascular 
remodeling in PH. The disruption of cellular 
interactions and the activation of specific 
signalling pathways contribute to the 
development and progression of the structural 
changes in small pulmonary arteries. Moreover, 
environmental and genetic factors may 
predispose to this vascular disease. 
 

The alterations of pulmonary micro-vessels and 
of bronchial circulation in chronic 
thromboembolic disease and in pulmonary 
arterial hypertension represent a new finding in 
such diseases, with potential implications in the 
managment of patients. Pulmonary 
microvascular changes and bronchial 
circulation remodeling are also idenfied in 
selected animal models of PH. 
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