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Résumé 
La maladie veino-occlusive pulmonaire (MVOP) est une forme rare d’hypertension 

pulmonaire caractérisée par un remodelage vasculaire à prédominance veineuse. La forme 

héréditaire de la maladie (MVOPh) est liée à des mutations bialléliques du gène EIF2AK4. Ces 

mutations conduisent à la perte de fonction de la protéine GCN2. A ce jour, les mécanismes 

physiopathologiques de la MVOPh liés à la perte de fonction de GCN2 sont à élucider.  

L’objectif de cette thèse est d’explorer les mécanismes moléculaires et cellulaires mis en place 

chez le rat Gcn2-/- déclenchés par un stress métabolique et chez le patient atteint de MVOPh. 

Ce travail établit le rôle essentiel de la protéine GCN2 dans le maintien de l’homéostasie et la 

protection contre l’inflammation pulmonaire lors d’une carence en glutamine et asparagine 

chez le rat. Une étude cellulaire a permis de mettre en évidence la présence d’une population 

de lymphocyte T caractérisée par une expression accrue de LAG3 unique aux rats Gcn2-/- en 

condition basale. Plus précisément, nous identifions un tout nouveau rôle de Gcn2 dans la 

régulation du système immunitaire adaptatif indépendamment d’une carence en acide 

aminé. En parallèle, nous avons exploré les similitudes et les différences des transcriptomes 

de patients atteints d’hypertension artérielle pulmonaire idiopathique (HTAPi) et ceux 

souffrant de MVOPh. Nous montrons que la baisse de l’inflammation est un processus 

dicriminant la MVOPh de l’HTAPi et que la dysfonction endothéliale semble partagée par les 

deux maladies. En résumé, ce travail renforce le statut protecteur de GCN2 contre 

l’inflammation lors d’une carence en acide aminé et révèle un nouveau rôle dans la régulation 

du système immunitaire adaptatif en condition basale. Les différences entre la MVOP et 

l’HTAP ouvrent de nouvelles perspectives pour trouver des biomarqueurs permettant de 

différencier les deux maladies tandis que les similitudes aident à mieux comprendre les 

mécanismes du développement de la MVOPh. 
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1. La protéine GCN2 
La protéine GCN2 est une enzyme essentielle à l’organisme. Sa structure unique est composée 

de 5 domaines. L’interaction entre ses différents domaines rend son mécanisme d’activation 

complexe et quelques incertitudes subsistent. Son activation par autophosphorylation est 

induite par une accumulation d’ARN de transfert désacétylé et/ou une augmentation des 

protéines P de la tige du ribosome communément appelés les « P-stalk ». Le facteur principal 

déclenchant l’activation de GCN2 est le manque en acides aminés, mais d’autres facteurs 

peuvent aussi être impliqués.  

Dans ce chapitre, nous nous concentrerons sur le fonctionnement et la régulation de GCN2 

avant d'étudier plus précisément les mécanismes cellulaires dans lesquels cette kinase est 

impliquée. 

 

1.1 Généralités sur la protéine GCN2 : Structure, fonction 
et substrat de GCN2 

a) Structure de GCN2  

L’enzyme GCN2 (General Control Non-derepressive 2) appartient à la famille des sérines 

thréonine-kinases. Elle est composée de 5 domaines (Figure 1) :  

- RWD (RING finger WD Repeat) 

- Pseudokinase (ψPK) 

- Domaine kinase (PK)  

- Histidyl-tRNA Synthetase-like (HisRS)  

- C-terminal (CTD) 

Figure 1 : Domaines de la protéine sérine thréonine kinase GCN2 chez les mammifères 
Les polypeptides sont représentés par les barres épaisses colorées en partant du N- au C-terminal (de 
gauche à droite). RWD : site de liaison avec GCN1/GCN20, ψPK : domaine de la pseudokinase, PK : 
Domaine de la kinase, His/Rs : domaine de l’histidyl-tARN synthetase, CTD (ou RB) : Ribosome binding. 
Les domaines impliqués dans la réponse au stress cellulaire sont en bleu, les domaines de la kinase 
sont en jaune. Le reste est en vert. 

PK ψPK RWD His/Rs CTD 

GCN2 – 1649 aa 
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Une structure complète en 3 dimensions de GCN2 n’a pas encore été développée. Grâce aux 

techniques de cristallographie et de résonnance magnétique nucléaire (RMN), les structures 

des domaines de GCN2, sont individualisées et bien définies (Figure 2).  

Le domaine RWD, placé en N-terminus de GCN2, contient une région essentielle pour 

l’interaction entre GCN2 et le complexe GCN1/GCN20. La structure du domaine RWD est très 

similaire entre les espèces mais le substrat permettant la liaison à GCN1 est différent1. GCN1 

et GCN20 sont des protéines cytoplasmiques possédant une séquence interne très similaire 

aux facteurs d’élongation de traduction EF3. Cette séquence permet au complexe de 

transférer les ARN de transfert désacétylé du ribosome vers le domaine HisRS de GCN22.  

 

Figure 2 : Les structures des différents domaines de la protéine GCN2 
a : La structure murine du domaine RWD est formée en “sandwich” avec deux couches : 4 brins 
antiparallèles en feuillet β en vert et 3 hélices en rose. b : La structure murine du domaine CTD divisée 
en deux polypeptides : le premier en vert est composé de trois brins β et trois hélices α, le deuxième 
en rouge est composé de 4 brins β et trois hélices empaquetées. c : La structure murine du domaine 
PK, les hélices α sont représentées en cyan, les brins β en vert . la molécule ATP est montrée en figure 
atomique dans le site d’activation de la protéine en interaction avec le site de phosphorylation (T887) 
et la boucle d’activation en pointillé jaune (issue de 1 3 4) 

 

 

Le domaine CTD placé en C-terminus de la protéine GCN2 permet la reconnaissance des ARN 

de transfert désacétylés (appelé aussi ARN de transfert non chargés) et des acides nucléiques 

Domaine RWD Domaine CTD Domaine PK 

a b c 
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viraux. Néanmoins, ce domaine n’est pas aussi bien conservé que le domaine RWD. En effet, 

il semblerait que le domaine CTD de la levure soit capable de participer à l’association entre 

GCN2 et le ribosome, ce qui n’est pas le cas chez le mammifère3. Pour finir, le domaine kinase 

est le domaine d’activité catalytique de GCN2 présentant les deux sites de phosphorylation 

nécessaires à son activation. La structure du domaine kinase de GCN2 dans la levure a été 

développée dans un état actif puis un état inactif, ce afin de mieux comprendre le mécanisme 

d’activation de la kinase4.  

b) Fonction et substrat de GCN2 

La protéine GCN2 est une protéine eucaryote ubiquitaire. Son poids moléculaire est de 210 

kDa dans la levure5 et de 186 kDa chez son homologue mammifère6. Le pourcentage d’identité 

entre GCN2 des mammifères et de la levure est faible (les mécanismes régulant la traduction 

semblent être les mêmes) mais la protéine GCN2 humaine peut remplacer GCN2 dans la levure 

et assurer sa fonction7. Elle est codée par le gène EIF2AK4 (eukaryotic translation initiation 

factor 4). L’inducteur principal de cette protéine est la carence en acides aminés dans la 

cellule. Il semble néanmoins répondre à d’autres stimuli comme l’exposition aux UV ou une 

infection virale8. Ces différents inducteurs de GCN2 seront détaillés dans la partie 1.3 de ce 

chapitre.  

Le substrat le plus étudié de GCN2 est le facteur d’initiation eIF2. Ce dernier est composé de 

trois sous-unités : la sous-unité α de 36.1 kDa, la sous-unité β de 38.4 kDa et la sous-unité γ 

de 51.1 kDa. Lorsque la cellule est soumise à un stress métabolique (en particulier lors d’une 

une carence en acides aminés), GCN2 phosphoryle la sérine 51 de la sous-unité α d’eIF29.  

La methionyl-ARNt synthetase (MRS) fait aussi partie des substrats de GCN210. Lors d’une 

dégradation de l’ADN, MRS est phosphorylée sur la sérine 662 par GCN2. MRS est une 

synthétase d’ARNt amino-acetylés, catalysant la formation de l’ARNt methionyl11. Cet ARNt 

appartient au complexe tertiaire (avec eIF2 et GTP) nécessaire à l’initiation de la traduction12. 

Les deux substrats de GCN2, eIF2 et MRS, sont deux protéines essentielles à l’initiation de la 

traduction protéique. Leurs phosphorylations par GCN2 induisent une diminution de la 

traduction générale des protéines13,10. 

 



27 

 

1.2. Les mécanismes d’activation et de régulation de GCN2 
 

a) Le mécanisme d’activation de GCN2 

A l’état basal, GCN2 forme un homodimère inactif avec des interactions multiples entre le 

domaine CTD, His/RS et le domaine kinase14. L’activation de GCN2 est liée à un réarrangement 

structural et à la libération des interactions inhibitrices entre les domaines (Figure 3). 

GCN2 est inactif lorsque les domaines de chaque monomère sont dans une position 

« proche ». L’inactivation de GCN2 est due, d’une part, aux interactions entre les lobes N et C 

de chaque monomère (ces régions sont particulièrement rigides) et d’autre part, aux 

interactions entre les domaines CTD stabilisés par les domaines HisRS de chaque monomère. 

GCN2 est dans une configuration « fermée » empêchant l’accès à la boucle catalytique de la 

protéine. À l’état actif, la rupture des liaisons hydrogène entourant la connexion entre les 

lobes N et C, augmente la flexibilité de cette région et permet de séparer les deux lobes. GCN2 

est ainsi « ouverte » et l’accès aux site actifs de GCN2 est libre4. L’autophosphorylation sur les 

Thr882 et Thr887 de Gcn2 levure ou sur les Thr898 and Thr903 pour GCN2 de mammifère est 

alors possible et l’activation de GCN2 est favorisée15. 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 3 : Modèle d’activation de GCN2 sous stress cellulaire 
Interactions entre le domaine kinase et le domaine CTD, HisRS et pseudokinase contribuent au 
maintien du domaine kinase sous forme inactive à l’état basal. Ces interactions bloquent la 
dimérisation de GCN2 et son autophosphorylation. GCN2 est « fermée ». Sous stress cellulaire, un 
changement conformationnel est déclenché, dissociant le domaine CTD du domaine kinase (PK). Le 
dimère « ouvert » de GCN2 est alors formé et l’autophosphorylation de la kinase permet la 
phosphorylation de eIF2α. (adaptée de 16)  
 

 
GCN2 inactive GCN2 active 
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Différents régulateurs déclenchent la réorganisation de ces 5 domaines et l’activation de 

GCN2. Le plus connu est la liaison des ARN de transfert désacétylés (ARNtdésat) au domaine 

HisRS de GCN2. 

b) Régulateur de GCN2 : les ARN de transfert désacétylés 
 

Le régulateur principal de l’activation de GCN2 est l’accumulation de l’ARNtdésat. Une analyse 

par puce à ADN des cellules de levure a mis en évidence la corrélation directe entre la 

concentration en ARNtdésat et l’activitation de GCN217. Ce résultat a aussi été confirmé in vivo 

chez la souris grâce à l’injection d’halofuginone. Celui-ci est un inhibiteur de la prolyl-ARNt 

synthétase. L’halofuginone déclenche alors une accumulation d’ARNdésat. L’analyse des 

différentes voies de signalisation ont montré l’activation de Gcn2 chez les souris injectées à 

l’halofuginone18.  

L’interaction entre GCN2 et les ARNdésat est dépendante du domaine His/RS et du domaine 

CTD19. Le mécanisme d’activation de GCN2 par les ARNtdésat a été particulièrement étudié sur 

la levure. Celui-ci requiert deux autres facteurs : GCN1 et GCN20 (General control non-

derepressible 1 et 20). GCN1 possède une séquence homologue au domaine N-terminal du 

facteur d’élongation eucaryote (eEF3)20. Les protéines GCN2 et GCN1 s’associent l’une avec 

l’autre grâce aux domaines RWD de GCN2 et le C-terminal de GCN121. 

 Si GCN20 a été identifié pour la première fois dans la levure22, son orthologue chez le 

mammifère n’a pas encore été trouvé. En revanche, comme GCN1, GCN20 partage une 

homologie avec eEF3 et possède un rôle important dans l’étape d’élongation de la traduction. 

En effet, en conditions basales, il permet la libération des ARNdésat liés au site E du ribosome. 

Lors du processus d’élongation, les ARNt aminoacétylés sont d’abord captés par le site A du 

ribosome permettant la formation des liaisons peptidiques dans le site P. Le site E permet 

ensuite la libération des ARNtdésat.  

Cette homologie entre eEF3 et GCN1/GCN20 a permis d’émettre l’hypothèse suivante : le 

complexe GCN1/GCN20 possède la même fonction que eEF3. Lors d’une accumulation 

d’ARNdesat, le complexe GCN1/GCN20 libère les ARNdesat permettant ainsi le transfert les 

ARNtdésat du site A vers le domaine His/RS de GCN2 déclenchant ainsi son activation (Figure 

4)23. Néanmoins, ce mécanisme d’activation est validé sur la levure mais ces résultats n’ont 
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jamais été reproduits dans la cellule eucaryote. Il n’est pas encore montré que les ARNdesat 

peuvent occuper les sites A des ribosomes eucaryotes.   

 

Figure 4 : Comparaison entre le mécanisme d'activation de GCN2 par l'accumulation des ARNtdésat 

avec le mécanisme d’élongation des ARNt acétylés dans la levure  
A : GCN1/GCN20 se lie au ribosome et au domaine RWD de GCN2. 1) Sous condition de stress, une 
accumulation des ARNtdésat (ARN non chargé) est observée. Ces ARNtdésat sont capturés dans le site A 
du ribosome. 2) Ces ARNtdésat sont ensuite transférés au domaine His/RS de GCN2 via le complexe 
GCN1/GCN20. 3) activant ainsi l’activation de GCN2 et la phosphorylation d’eIF2α. Le domaine de 
liaison entre GCN1/GCN20 n’est encore établi. B : En condition basales, les ARNt sont amino-acétylés 
(ARN chargés). Le site A capte ces ARNt grâce à la protéase eEF1A puis le site P permet la formation du 
polypeptide. Le site E favorise alors la sortie des ARN désacéthylés grâce à la protéase eEF3. (adaptée 
de 23).  

Des récentes études ont cependant montré la faible affinité de GCN2 humaine avec les 

ARNtdésat. Ces résultats suggèrent donc l’ajout d’un facteur de régulation permettant 

l’activation : le ribosome et les protéines P.  

 

 

c) Régulateur de GCN2 : les ribosomes et les protéines P 

Il a été montré que GCN2 pouvait être activée par un dérèglement traductionnel en absence 

et en présence de ARNtdésat. Ce résultat suggère un mécanisme alternatif d’activation de 
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GCN2, mécanisme qui serait guidé par l’activation ribosomique24. Ce mécanisme d’activation 

semble être différent pour la levure et le mammifère. En effet, dans la levure, il a été démontré 

que Gcn2 interagissait avec les ribosomes via son domaine CTD25. Cette interaction n’a pas été 

retrouvée chez la souris 3. Cependant, une étude a démontré que GCN2 humaine se liait au 

ribosome de lapin26. Cette diversité de résultat peut être due à la différence entre les 

mécanismes employés dans les levures et les différents mammifères. Chez l’humain, il 

semblerait que GCN2 interagisse avec la tige du ribosome appelée « P-stalk »26. Cette région 

du ribosome, appartenant à la grande sous-unité ribosomique, est localisée sur la partie 

supérieure du site A. Elle est constituée d’une protéine ul10 (aussi appelé P0) et de deux 

protéines appelées P1 et P2. « P-Stalk » est un complexe dynamique : ul10 est constamment 

relié au ribosome tandis que les protéines P1 et P2 oscillent entre un état stable lié au 

ribosome et un état mobile dans le cytoplasme 27. Chaque protéine du « P-stalk » possède une 

extrémité C-terminale, nommée CTTs (C-terminal tails). Ceux-ci sont capables de se lier aux 

facteurs de traduction (comme eEF1, eEF2 et eEF3) impliquant ainsi le complexe « P-stalk » 

dans le processus d’élongation. Chez l’humain, le complexe « P-stalk » du ribosome est 

capable de stimuler GCN2 en l’absence d’ARNdésat . Il a été montré que les CTTs des protéines 

P1 et P2 sont essentielles à cette activation 26. Cette activation semble être liée au 

ralentissement et à la stabilisation du ribosome. En effet, une corrélation entre le 

ralentissement du ribosome et l’augmentation de la phosphorylation de eIF2α par GCN2 a été 

mise en évidence24. Il a été suggéré un mécanisme d’activation de GCN2 dans les conditions 

de stress métabolique. Sous stress métabolique, le cycle traductionnel est altéré, le ribosome 

est stabilisé perturbant ainsi l’étape d’élongation. Les facteurs d’élongation ne se lient plus 

aux CTTs du complexe « P-stalk ». Les CTTs, ainsi libres, sont capables d’activer GCN2 (Figure 

5). 
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Figure 5 : Schémas de l'activation de GCN2 par le complexe "P-stalk" sous stress métabolique 
A : A l’état basal, GCN2 est inactif. Son état inactif est maintenu par l’interaction entre les CCTs du « P-
Stalk » et les protéines impliquées dans la traduction (eEF1 et les ARNt chargés). Le processus 
d’élongation peut ainsi se dérouler via eEF2. B : Sous stress, et en particulier lors d’une carence en 
acide aminé, une accumulation d’ARNdésat  est enregistrée. Les CCTs du P-stalk ne peuvent plus se lier à 
eEF1A et aux ARNt chargés. Ils sont alors libres d’activer GCN2. Cette liaison entre le « P-Stalk » et la 
kinase, implique un changement de conformation des différents domaines de GCN2 (PK, His/RS et 
CTD). Ici, il est supposé que les ARNdesat viennent en complémentarité du « P-stalk » pour la 
phosphorylation d’eIF2 (issue de 28) 

Le degré d’activation de GCN2 par les ribosomes et le complexe « P-stalk » est même 

supérieur à celui des ARNtdésat 26. Les deux mécanismes d’activation de GCN2 par les ARNtdésat 

ou les « P-stalk » du ribosome ne semblent pas incompatibles. Leur relation, de 

complémentarité ou de compétition, n’est pas encore établie. 
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1.3. La réponse de GCN2 à un stress métabolique 

La protéine GCN2 est activée dans certaines conditions physiologiques de la cellule. Ces 

différents régulateurs sont associés aux stress métaboliques, en particulier lors d’une carence 

en acides aminés. L’activation de GCN2 permet le déclenchement de l’ISR (Integrated Stress 

Response). Cette voie vise à ralentir le processus global de traduction de protéine tout en 

ciblant la traduction de certaines protéines capables de répondre au stress induit. Ces 

protéines vont par la suite, déclencher des processus de survie ou de mort cellulaire. 

a) GCN2, un détecteur du manque en acides aminés 
 

La cause biologique la plus connue déclenchant l’activation de GCN2 est le manque en acides 

aminés. Chez les mammifères comme dans la levure une carence en acides aminés active 

GCN2 via une accumulation des ARNtdésat. En effet, à cause du manque en acides aminés, 

l’enzyme ARN synthétase échoue dans l’amino-acétylation de l’ARN de transfert, augmentant 

ainsi la proportion de ARNtdésat. Les expérimentations sur la levure ont montré que le niveau 

d’activation de GCN2, lors d’une carence en acides aminés, était directement relié à 

l’augmentation des ARNtdésat 29. Chez le mammifère, une étude a mis en exergue l’importance 

de GCN2 dans l’apport alimentaire des souris. Lorsque les souris sont soumises à un régime 

alimentaire déplété en acides aminés essentiels, GCN2 participe au mécanisme de défense 

pour répondre au stress nutritionnel. En effet, via une activation par les ARNdesat, GCN2 permet 

à la souris de sélectionner la nourriture permettant de combler le manque en acides aminés30. 

La protéine GCN2 est ainsi un détecteur de manque en acides aminés chez la levure et le 

mammifère.  

Par ailleurs, GCN2 peut aussi être activée par le complexe « P-stalk » du ribosome. Lors d’un 

déficit en acides aminés, le cycle traductionnel des protéines est altéré. En effet, la diminution 

des ARNtdésat disponibles pour l’élongation, aboutit au ralentissement et/ou la stabilisation du 

ribosome26. Comme expliqué dans la partie 1.2.c, la stabilisation du ribosome peut activer 

GCN2 via son complexe « P-stalk ». 

Le manque en acides aminés semble ainsi activer GCN2 via les deux mécanismes de régulation 

décrits précédemment : les ARNdésat et le complexe « P-stalk ». Aucune étude ne montre si 

une voie est favorisée par rapport à une autre.  
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Différents modèles ont prouvé le rôle protecteur de GCN2 lors d’une carence en acides 

aminés. Par exemple chez les souris Gcn2-/-, lorsque la mère est privée d’acides aminés 

essentiels dans son alimentation, la mortalité est considérablement augmentée chez les 

souriceaux Gcn2-/- par rapport au wild-type (WT) 31. Ces résultats sont cohérents avec 

l’expérience réalisée par l’équipe de Tracy G. Anthony qui a montré qu’un régime déplété en 

leucine (acide aminé essentiel) induit la mort des souris Gcn2-/- six jours après le début du 

régime. En revanche, malgré une perte de poids, les souris WT sous régime privé en leucine 

sont saines.  

Les régimes ne sont pas les seules méthodes pour dépléter l’organisme en acide aminé. 

L’asparaginase, un traitement utilisé en chimiothérapie contre la leucémie aigüe 

lymphoblastique, déplète les cellules en asparagine. Les souris Gcn2-/-, injectées avec de 

l’asparaginase maigrissent drastiquement (diminution de 14% de leur masse corporelle 6 jours 

après l’injection, contrairement aux souris WT) et développent un stéatose du foie32. Enfin des 

conditions physiopathologiques peuvent induire une carence en acides aminés, comme c’est 

le cas pour l’inflammation. Par exemple, lors d’un stress inflammatoire, la voie IDO1 est 

activée, entrainant la consommation de tryptophane et ainsi l’activation de GCN233. 

L’interaction entre GCN2 et le système immunitaire est détaillée dans la partie 1.4. 

D’autres conditions qui semblent à première vue non corrélées au manque en acides aminés, 

peuvent aboutir à l’activation de GCN2.  C’est le cas pour un déficit en nutriments différents 

des acides aminés : Dans la levure, le manque en glucose et en purine déclenche l’activation 

de GCN2 34 35. Une augmentation de l’acidité dans la cellule implique aussi une accumulation 

des ARNt désacétylés activant ainsi GCN236. Certaines études ont aussi montré l’activation de 

GCN2 lors d’une exposition aux UV37 ou d’une infection virale 39,40.  

L’activation de GCN2 permet à la cellule de répondre au stress induit par un manque en acides 

aminés ou un autre facteur décrit dans le paragraphe ci-dessus. Cette activation permet le 

déclenchement de l’ISR. Cette voie vise à ralentir le processus global de traduction de protéine 

tout en ciblant la traduction de certaines protéines capables de répondre au stress induit. Ces 

protéines vont par la suite, déclencher des processus de survie ou de mort cellulaire. 
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b) L’ISR 

Integrated stress response (ISR) est l’une des voies de signalisation les plus importantes de la 

cellule eucaryote. Ce processus de défense est déterminant pour l’adaptation de la cellule au 

stress. GCN2 joue un rôle primordial dans l’ISR puisqu’elle fait partie des quatre kinases 

capables de déclencher l’ISR.  

Ce processus (décrit en détail ci-dessous) est bien connu mais la diversité des conséquences 

de son activation sont diverses et peuvent être néfastes pour la cellule si elles ne sont pas bien 

régulées. 

L’ISR est composée d’une famille de quatre sérine-thréonine kinases41 :  

- PKR (double-stranded RNA-activated protein kinase)  

- PERK (PKR like endoplasmic reticulum kinase)  

- HRI (Heme-Regulated eIF2α kinase)  

- GCN2 

 Chacune de ces kinases déclenche l’ISR suite à un stress cellulaire particulier : PERK est activé 

par le stress du réticulum endoplasmique 42, HRI par la carence en hème 43, PKR par les ARN 

double brin 44 et GCN2 par le manque en acides aminés 45.  

En réponse à leur stress métabolique respectif, chacune d’entre elles va phosphoryler la sous-

unité α du facteur d’initiation de la traduction eIF2 à la serine 51. La phosphorylation d’eIF2α 

a pour conséquence une inhibition de la formation du complexe d’initiation de la traduction, 

entrainant une forte inhibition de la synthèse protéique 46.  

L’ISR impacte ainsi la cellule à différents niveaux. Tout d’abord, elle ralentit la vitesse 

d’initiation à la traduction et diminue la quantité globale de protéines synthétisées. Ensuite, 

elle permet l’activation d’un programme d’expression génique spécifique via l’induction du 

facteur de transcription ATF4. L’activation de la voie eIF2α/ATF4 lors d’un déficit en acides 

aminés, peut alors induire la transcription de gènes cibles spécifiques impliqués dans : la 

biosynthèse et le transport des acides aminés, la réponse au stress oxydant, l’apoptose et 

l’autophagie46. La terminaison de l’ISR commence par la déphosphorylation de eIF2 et 

permet de restaurer la synthèse des protéines et le bon fonctionnement de la cellule. Ce 

mécanisme est régulé par deux complexes : la protéine GADD34, elle-même induite par ATF4, 
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en complexe avec la protéine phosphatase 1 (PP1) ou l’association de protéines PP1/CReP. 

Ceux-ci activent le rétrocontrôle négatif de l’ISR et permettent le retour à l’homéostasie 

(Figure 6) 47,48. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Mécanismes de l'ISR (l'Integrated Stress Response) 
Chaque stress métabolique active une des quatre kinases de l’ISR (GCN2, PERK, PKR et HRI) qui va par 
la suite phosphoryler eif2α. Cela conduit à une atténuation de la traduction globale des protéines 
favorisant la traduction de mARN spécifiques de l’ISR comme ATF4. ATF4 est l’acteur principal de l’ISR. 
Il induit l’expression des gènes impliqués dans l’adaptation cellulaire. Le mécanisme de rétrocontrôle 
négatif de l’ISR est régulé par deux complexes : CReP-PP1 ou GADD34-PP1. Elles déphosphorylent eif2a 
permettant la reprise de la traduction globale des protéines. Les flèches en rouge représentent les 
mécanismes activés sous stress, les flèches en gris, les mécanismes à l’état basal. 
 

 Phosphorylation d’eif2α et inhibition de la traduction globale de protéines 

Le processus de traduction est divisé en trois phases distinctes : l’initiation, l’élongation et la 

terminaison. L’initiation est l’étape limitante pour la régulation de la traduction. Il est plus 

efficace d’interrompre un processus biologique à son commencement plutôt que de 

l’interrompre et faire face à une synthèse de protéines aberrantes49. L’étape d’initiation 

permet l’association du ribosome au codon d’initiation (AUG) de l’ARN messager.  Elle peut 

être divisée en trois étapes. Tout d’abord, l’ARN de transfert-méthionyle (ARNti
Met) se lie à la 
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sous-unité ribosomique 40S pour former le complexe pre-initiation 43S. Ensuite, ce complexe 

se lie à l’ARNm pour former un nouveau complexe 48S, capable de scanner le codon 

d’initiation AUG. Enfin, dans cette première étape d’initiation, la sous unité 60S ribosomique 

s’associe au complexe 48S pour former le complexe final 80S ribosomique. L’étape 

d’élongation permettant la formation de la chaine polypeptidique, peut ainsi commencer. En 

phosphorylant la sous-unité  d’eIF2, GCN2 inhibe ainsi l’initiation de la traduction protéique.  

EIF2 est ainsi une protéine essentielle à l’initiation de la traduction car la liaison entre la sous- 

unité ribosomique 40S et l’ARNm est guidée par le complexe : eIF2-GTP-ARNti
Met (Figure 7). 

Figure 7 : Schéma de l'étape d'initiation de la traduction des protéines 
L’étape d’initiation est subdivisée en 3 étapes successives :  
1) Le complexe tertiaire (eIF2-tRNAi

Met-GTP) se lie au complexe 40S pour former le complexe de pré-
initiation 43S. 2) Le complexe 43S peut scanner l’ARNm en reconnaissant le codon d’initiation AUG. 
L’ensemble forme le complexe 48S. 3) Le complexe tertiaire est substitué par la sous-unité 60S 
ribosomique. L’association entre le ribosome et l’ARNm, forme le complexe 80S (issue de 50)  

Etape 1 

Etape 2 

Etape 3 
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Le facteur eIF2B catalyse l’échange du GDP pour un GTP et permet ainsi la formation du 

complexe. En condition de stress, la sous-unité α de eIF2 est phosphorylée en position Ser51. 

Cette phosphorylation inhibe l’étape d’initiation de la traduction pour deux raisons. Tout 

d’abord, la phosphorylation empêche l’échange GTP-GDP nécessaire à la formation du 

complexe eIF2-GTP-ARNti Met 51. Ensuite, eIF2α phosphorylé inhibe eIF2B en devenant un 

compétiteur ; la concentration d’eIF2 est en excès par rapport à celle d’eIF2B. Ainsi, sa 

phosphorylation inhibe quantitativement eIF2B52 (Figure 8). L’inhibition de eIF2α phosphorylé 

est essentielle dans la régulation traductionnelle en condition de stress cellulaire. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 8 : Schéma de l’initiation de la traduction chez les eucaryotes.  
eIF2 appartient au complexe ternaire (eIF2-GTP-Met-ARNti Met) et doit être rechargé en GTP pour 
pouvoir initier la traduction. Ce rechargement est réalisé par le facteur eIF2B. Lorsque la cellule est 
soumise à un stress métabolique, l’initiation à la traduction est ralentie en raison de la phosphorylation 
de la sous-unité α de eIF2 (issue de 53) 
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La phosphorylation de eif2α induit un ralentissement de l’initiation de la traduction des 

protéines. Ce mécanisme est déclenché afin de traduire sélectivement des ARNm codants 

pour des protéines capables de répondre au stress induit (décrit dans le paragraphe suivant). 

Par conséquent les ARNm restants recrutent des protéines spécifiques appelées les 

ribonucléoprotéines (RBPs). En fonction des RBPs recrutées, soit les ARNm s’accumulent dans 

les granules de stress où ils pourront être soumis à la traduction ultérieurement, soit les ARNm 

migrent vers les corps P (plus communément appelés P bodies) pour être dégradés54,55.  

 
 Traduction sélective d’ARNm 

La phosphorylation de eIF2α réduit la traduction de la majorité des ARNm. Cependant, cette 

phosphorylation va aussi, paradoxalement, favoriser la traduction de certains ARNm. Ceux-ci 

codent des protéines capables de répondre au stress induit41. Parmi ces ARNm, se trouvent 

ATF5 (Activating Transcription Factor 5)56, GADD34 (growth arrest and DNA damage)57 et ATF4 

(Activating Transcription Factor 4)58. Ces ARNm renferment dans leurs séquences de courtes 

phases ouvertes de lecture, appelées en anglais « upstream open reading frame » (uORFs) 

dans la région 5 'non traduite (5'-UTR) précédant la séquence codante fonctionnelle. 

Plusieurs de ces ARNm sont répertoriés dans la littérature, le plus décrit est l’ARNm d’ATF4. 

Celui-ci contient deux uORFs (uORF1 et uORF2). En conditions basales, les niveaux du 

complexe eIF2-GTP-Met-ARNti sont élevés, les ribosomes peuvent ainsi traduire l’uORF1 dans 

la région 5’UTR puis initier la traduction du polypeptide de 60 acides aminés sur l’uORF2. La 

séquence de uORF2 chevauche la séquence codante d’ATF4. Ainsi, la traduction de l’uORF2 

empêche la traduction de l’ORF codant pour ATF4. Très peu d’ATF4 est donc traduit. En 

condition de stress, il y a une diminution de l’initiation de la traduction car le niveau de eIF2-

GTP est faible. Après avoir terminé la traduction de l’uORF1, les ribosomes ne sont pas 

rechargés avec eIF2-GTP- Met-ARNti quand ils atteignent l'AUG de l’uORF2. En conséquence, 

la probabilité de la traduction de l’uORF2 chute et celle d’ATF4 augmente (Figure 9) 59.  
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Figure 9 : Régulation de la traduction d’ATF4 en réponse à la carence en acides aminés 
(a) La structure de l’ARNm d’ATF4 chez l’homme contient deux uORFs. L’uORF2 chevauche la séquence 
codante d’ATF4. (b) En condition de concentration normale en protéines et/ou en acides aminés, les 
ribosomes initient la traduction de l’uORF2. Après l’avoir traduit, la ré-initiation de la traduction, 
possible par un haut niveau de eIF2-GTP, va se faire au niveau de l’uORF2. La synthèse d’ATF4 sera 
alors faible. (c) Lors d’une faible concentration en acides aminés ou en protéines, la phosphorylation 
d’eIF2 va diminuer fortement la ré-initiation de la traduction après l’uORF1. La probabilité de réinitier 
la traduction avant d’atteindre l’uORF2 sera faible. Dans ce cas, les ribosomes vont parvenir à l’ORF 
codant pour ATF4. Ce facteur sera traduit et son expression pourra augmenter (issue de 60) 

Dans ces conditions, la traduction du messager du facteur de transcription ATF4 est 

augmentée. ATF4 peut alors induire la transcription de gènes cibles possédant dans leur 

promoteur des éléments de réponse au stress soumis à la cellule61. 
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c) Amino Acid Response (AAR) 

Dans les conditions de déficit en acides aminés, l’activation de l’ISR par GCN2 permet à la 

cellule de réduire son besoin en acides aminés pour la synthèse de protéines. L’augmentation 

de la traduction d’ATF4 va permettre l’expression de gènes spécifiques de l’AAR (Amino Acid 

Response). Les gènes de l’AAR possèdent une séquence régulatrice appelée CARE (CCAAT-

enhancer binding protein-activating transcription factor (C/EBP-ATF) response elements). Elle 

est nommée ainsi car elle est composée sur sa première moitié d’un site consensus de fixation 

d’ATF4, conservé, et sur la deuxième moitié de sa séquence, d’un site consensus de la fixation 

de la famille des protéines C/EBP-ATF, différent en fonction du gène (Figure 10).  

 

Figure 10 : Exemple de gènes possédant la séquence CARE (C/EBP-ATF response elements).  
En rouge : le site de fixation d’ATF4, conservé entre les gènes.  
En bleu : le site de fixation des protéines C/EBP-ATF, différent selon les gènes. 4E-BP1, eukaryotic 
initiation factor 4E binding protein 1; ASNS, asparagine synthetase; ATF3, activating transcription 
factor 3; Cat-1, cationic amino acid transporter 1; CHOP, C/EBP homology protein; HERP, 
homocysteine-induced ER protein; SNAT2, System A neutral amino acid transporter 2; TRB3, Tribbles 
3; VEGF, vascular endothelial growth factor; xCT, sodium-independent aspartate/glutamate/cystine 
transporter (issue de 60) 
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Suite à l’activation de l’ISR par GCN2, ATF4 se lie aux séquences CARE de ces gènes, via la 

séquence de liaison ATF, probablement en hétérodimère avec des membres de famille 

C/EBP62 63. L’identité de ces hétérodimères n’a pas encore été établie. GCN2 est ainsi essentiel 

au déclenchement de l’AAR suite à un manque en acides aminés64. Les gènes induits de l’AAR 

permettent à la cellule de répondre au stress induit. Des centaines de gènes de l’AAR ont été 

identifiés 65.  

Parmi les gènes induits par ATF4, on retrouve ASNS66, ATF367, SNAT268 et CAT-169 qui par la 

suite, agissent en contre-régulateurs du signal. Le gène ASNS code pour l’enzyme asparagine 

synthétase. Cette dernière catalyse la conversion de l’aspartate et glutamine en asparagine et 

glutamate, fournissant à la cellule un nouvel apport en glutamine et en asparagine70. ATF3 est 

un facteur de transcription connu comme étant un carrefour important des différentes 

réponses au stress cellulaire. ATF3 joue un rôle important dans l’immunité innée. Cette 

protéine agit comme un régulateur négatif du Toll-like receptor 4 (TLR4) dans les macrophages 

diminuant ainsi l’expression des  gènes pro-inflammatoires71. Les gènes SNAT2 et CAT-1 

codent pour des transporteurs en acides aminés respectivement neutres ou cationiques. 

L’augmentation de transcription de ces gènes permettent ainsi à la cellule d’absorber 

activement des acides aminés et de s’adapter au manque des acides aminés extracellulaires72. 

Comme évoqué précédemment (partie 1.3.a), l’asparaginase est une enzyme utilisée pour 

traiter la leucémie lymphoblastique aigue. Cette enzyme déplète les cellules tumorales en 

asparagine et glutamine, induisant leur mort cellulaire 73. Le problème est que ce traitement 

déplète aussi les cellules des autres organes en asparagine. Le foie y est particulièrement 

sensible74. Les souris déplétées en GCN2 sous asparaginase, présentent une forte 

augmentation de l’inflammation dans le foie aboutissant à des lésions hépatiques. Il a été 

montré que GCN2, via l’AAR, permet de protéger le foie de la toxicité liée à l’asparaginase32.  

d) Apoptose 

Le mot apoptose est utilisé pour la première fois en 1972 par l’équipe du Dr Kerr, Wyllie et 

Currie pour décrire un type de mort cellulaire75. L’apoptose est un processus qui empêche la 

cellule de croître et de se diviser pour favoriser la mort cellulaire sans fuite de son contenu 

dans la matrice extracellulaire. L’apoptose fait souvent référence à une mort cellulaire 

programmée surnommée : « le suicide cellulaire ». 
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 Définition 

L’initiation de l’apoptose est dépendante de l’activation d’une série de caspases. Il existe deux 

catégories de caspases : les caspases initiatrices (caspases 8 et 9) et les caspases exécutrices 

(caspases 3, 6 et 7). Lorsque les dommages cellulaires sont détectés, les caspases initiatrices 

sont activées et déclenchent les caspases exécutrices. Cette activation déclenche une cascade 

d’évènements aboutissant à la fragmentation de l’ADN, la destruction des protéines 

nucléaires et cytosquelettiques, une expression des ligands pour les cellules phagocytaires et 

la formation de corps apoptotiques. Contrairement à la nécrose qui est une mort non 

programmée, l’apoptose peut être initiée par la cellule elle-même grâce à des capteurs 

intracellulaires. C’est l’activation de la voie intrinsèque de l’apoptose. Cependant, l’apoptose 

peut aussi être déclenchée par une interaction entre les cellules endommagées et les cellules 

immunitaires, initiant ainsi la voie extrinsèque de l’apoptose (Figure 11). Les deux voies sont 

utilisées par l’organisme afin de maintenir une homéostasie cellulaire et d’éliminer les cellules 

défectueuses du corps humain.  

Figure 11 : Résumé des composants majoritaires de la voie intrinsèque et extrinsèque de l’apoptose. 
La voie intrinsèque est déclenchée par la cellule elle-même tandis que la voie extrinsèque est initiée 
par les cellules immunitaires. Les deux voies convergent vers l’activation de la caspase 3, déclenchant 
la mort cellulaire. (issue de 76) 
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Plusieurs études ont montré les interactions entre l’activation de GCN2 et le déclenchement 

de l’apoptose, en particulier dans le cas d’un manque en acides aminés. En fonction du 

contexte cellulaire et des facteurs de l’environnement, GCN2 peut revêtir un rôle anti-

apoptotique ou pro-apoptotique. 

 Processus anti-apoptotique 

L’activation de l’ISR par GCN2 permet à la cellule de « récupérer » en ralentissant la traduction 

globale des protéines. Le premier objectif de GCN2 est donc anti-apoptotique. Il a tout d’abord 

été démontré que la phosphorylation d’eIF2α par GCN2 assure une résistance à l’apoptose en 

réponse à une exposition aux UV via l’activation de la voie NF-kB77. Il a aussi été démontré que 

NF-kB augmente l’expression de gène anti-apoptotique favorisant ainsi le développement de 

tumeurs malignes78. Dans ce cas, GCN2 protège aussi les cellules des effets néfastes de 

l’exposition aux UV. Lors d’un manque en acide aminés, la voie GCN2-eIF2α-ATF4 est utilisée 

par les cellules tumorales afin de survivre et de maintenir leur homéostasie. GCN2 possède 

ainsi un rôle important dans la résistance à l’apoptose 79.   

 Processus pro-apoptotique 

Si les cellules sont capables de survivre à des carences en acides aminés de courte durée en 

régulant les mécanismes de la synthèse protéique ou de l’AAR, une carence prolongée n’est 

pas viable80. Plusieurs études ont  pointé  l’importance du rôle de GCN2 dans le 

déclenchement des processus pro-apoptotiques, en réponse à différents stress comme : une 

déplétion en glucose81, la toxine D-sérine82,  l’inhibition du protéasome83 ou une carence en 

acide aminée prolongée comme la leucine84.  

Ces différentes études mettent en exergue l’importance du rôle de CHOP (ou gadd153) via 

l’axe eIF2α/ATF4 dans le déclenchement de l’apoptose. D’une part, CHOP a été  repéré comme 

étant un régulateur négatif de la protéine anti-apoptotique bcl-2 85. D'autre part, CHOP 

provoque la translocation de la protéine pro-apoptotique Bax du cytosol à la mitochondrie86 

et participe à la régulation des facteurs pro-apoptotiques BIM et PUMA 87,88. Ces facteurs 

agissent via la voie intrinsèque de l’apoptose en régulant la perméabilité mitochondriale et le 

relargage de cytochrome C89. Dans certaines pathologies ou suite à un traitement, ces 

processus d’apoptose induits par GCN2 ne sont pas correctement régulés et peuvent être 
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néfastes pour l’organisme. L’équipe de Y. Chuen ont été les premiers à révéler l’effet 

bénéfique de l’inhibition de GCN2 sur le développement d’une insuffisance cardiaque. La 

délétion de GCN2 chez les souris ayant subi une constriction transverse aortique, induisant 

une hypertrophie cardiaque, provoque une atténuation de la dysfonction et de la dilatation 

ventriculaire. Ces observations sont accompagnées par une augmentation de l’expression de 

bcl-2 et une diminution des processus d’apoptose dans les cardiomyocytes90.  

e) Autophagie 

L’autophagie est un processus utilisé par les cellules pour dégrader et recycler du matériel 

cellulaire. Ce processus se réfère à la dégradation se déroulant à l’intérieur des lysosomes. 

L’autophagie est ainsi un processus très important pour l’homéostasies et la survie cellulaire. 

 

 Définition 

Les composants cellulaires endommagés, dysfonctionnels et/ou potentiellement toxiques 

pour l’organisme, sont dégradés pour une détoxification, production d’énergie et un 

renouvellement cellulaire, permettant ainsi un processus de recyclage cellulaire efficace91. 

Trois types d’autophagie ont été décrits dans les cellules de mammifères : la micro-

autophagie, l’autophagie médiée par les chaperonnes et la macro-autophagie (processus le 

plus étudié, communément appelé : autophagie).  Ce dernier type est très bien conservé entre 

les différentes espèces procaryotes et eucaryotes (Figure 12).   
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Figure 12 : Mécanisme général de la macro-autophagie.  
L’autophagie débute avec la formation d’un phagophore à partir de membranes de compartiments 
cellulaires (étape de nucléation). Le phagophore, grâce aux différentes protéines ATG, s’allonge 
ensuite pour former un autophagosome (étape d’élongation). L’autophagosome peut séquestrer des 
organites ou des protéines à recycler. L’autophagosome va finalement fusionner avec un lysosome 
pour dégrader le matériel séquestré et ainsi le recycler (issue de 92) 
 

Ce processus cellulaire a été montré comme jouant un rôle important dans la réponse aux 

différents stress cellulaires. Un des plus connu est la réponse au manque en acides aminés. 

 Régulation de l’autophagie lors d’une carence en acides aminés 

En 1977, une étude a montré qu’un manque d’acides aminés dans le foie du rat induisait 

rapidement une augmentation du nombre d’autophagosomes93. Ces résultats ont par la suite 

été confortés lorsqu’une corrélation a été établie entre le manque en acides aminés et 

l’augmentation de l’expression de p62, un important marqueur de l’autophagie94. Face à un 

manque en acides aminés, la cellule a besoin d’une stratégie efficace pour synthétiser les 

protéines capables de répondre au stress. Ce processus est l’ISR (décrit dans le paragraphe 

1.3.b). Malgré la régulation transcriptomique stricte mise en place par l’ISR, la cellule peut 

avoir besoin d’un mécanisme de défense supplémentaire lui permettant de générer 
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rapidement des acides aminés à partir de protéines existantes. Le processus d’autophagie est 

alors déclenché. Ainsi, lors d’un manque de nutriments entrainant une diminution des acides 

aminés essentiels, les cellules eucaryotes simultanément, diminuent  la synthèse globale de 

protéines tout en augmentant la dégradation des protéines par la voie de l’autophagie95. Une 

autre étude a mis en évidence l’importance de GCN2 dans la formation, l’élongation et la 

fonction de l’autophagosome lors du manque d’un acide aminé. Ces études ont permis de 

différencier trois classes de gènes de l’autophagie en fonction de leur dépendance à ATF4 

et/ou CHOP et de leur liaison avec des promoteurs spécifiques96. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Schéma mécanistique de la régulation des gènes de l'autophagie par la voie 
GCN2/eIF2α/ATF4 
(adapté de 96) 
 

Lorsque GCN2 est activée lors de carences en acides aminés, elle va permettre l’induction du 

facteur de transcription ATF4 via la phosphorylation d’eif2α. Ce dernier est capable de se lier 

au promoteur de certains gènes grâce aux séquences CARE (voir la partie 1.1.b). C'est 

notamment le cas des gènes Map1lc3b, Atg12 ou encore Atg3. ATF4 est également capable 

d’induire l’expression du facteur de transcription CHOP. Ce facteur va permettre d'induire 



47 

 

l'expression de deux autres sets de gènes : des gènes dépendants d'ATF4 et de CHOP (par 

exemple p62/Sqstm1 et Atg7) ou fixant seulement CHOP (Atg10, Atg5 et Gabarap) (Figure 13). 

Ce dernier groupe de gènes ne fixant que CHOP, est néanmoins dépendant de l'expression 

d'ATF4 96. 

f) mTOR : l’inhibiteur de GCN2 

La protéine mTOR (mechanistic target of rapamycin) est une enzyme de la famille des 

sérine/thréonines kinases. En s’associant à d’autres protéines, mTOR forme deux complexes 

différents : mTORC1 et mTORC2. Ils contiennent la même sous-unité composée de mLST8 

(mammalian lethal with SEC13 protein 8) et DEPTOR (DEP domain-containing mTOR-

interacting protein). Cependant, les protéines RAPTOR (regulatory-associated protein of 

mTOR) et PRAS40 (40 kDa proline-rich Akt substrate) sont spécifiques du complexe mTORC1 

tandis que les protéines Rictor (rapamycin-insensitive companion of mTOR), Protor1/2 et 

mSin1 (mammalian stress-activated protein kinase(SAPK)-interacting protein 1) 

appartiennent au complexe mTORC2 97 98 (Figure 14).  

Figure 14 : Structure schématique des complexes mTORC1 et mTORC2 
Les deux complexes sont composés de mLST8 et Deptor. Dans le complexe 1, mTOR est associé 
spécifiquement à PRAS 40 et RAPTOR tandis que dans le complexe 2, mTOR s'associe à Rictor, 
Protor1/2 et Sin 1(issue de 99) 

Le complexe mTORC1 participe à de nombreux processus liés à la croissance et au 

métabolisme cellulaire. Il contrôle positivement de nombreux processus anaboliques, comme 

la traduction des ARNm100, tout en réprimant des processus cataboliques comme 

l’autophagie101. mTORC1 est régulé par quatre signaux principaux : les facteurs de croissance, 

la concentration en oxygène, le statut énergétique et la disponibilité en acides aminés102. 

 

 Activation de la voie mTORC1 par les acides aminés 
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Il a été démontré que les acides aminés (particulièrement l’arginine, la leucine et la glutamine) 

activent le complexe mTORC1 103. Cette activation est régulée par les protéines GTPases 

nommés RAGs. Chez les mammifères, on retrouve quatre membres qui s’associent deux à 

deux : RAG A-RAG B et RAG C-RAG D. Les RAGs sont situées au niveau du lysosome104. En 

présence d’acides aminés, RagA/B sont liées au GTP et RagC/D sont liées au GDP. Ces 

complexes permettent, via leur liaison directe à RAPTOR, la relocalisation de mTORC1 au 

lysosome à proximité de la protéine activatrice de mTORC1 : Rheb (Ras homolog enriched in 

brain) 105. Lorsque les cellules sont privées en acides aminés, inversement, RAG A/B sont liées 

au GDP et RAG C/D sont liées au GTP. Ainsi ils recrutent TSC2 qui inhibe la protéine RHEB et la 

signalisation mTORC1. mTORC1 est alors localisé de façon diffuse dans le cytoplasme à 

proximité de la protéine activatrice Rheb (Figure 15) 106. 

Figure 15 : Mécanismes de la voie mTORC1 régulée par les acides aminés 
A : Lors d’une carence en acides aminés, mTORC1 est sous forme inactive localisée de manière diffuse 
dans le cytoplasme.  Les protéines RagA et RagC sont respectivement couplées aux molécules de GDP 
et GTP. B : Sous une stimulation d’acides aminés, l’hétérodimère RagA-GTP/RagC-GDP est actif et 
permet la relocalisation de mTORC1 sur la surface du lysosome ou celui-ci interagit avec sa protéine 
activatrice Rheb. Le complexe Ragulator est indispensable pour l’activation des RAG-GTPases. Il permet 
d’une part, le maintien des RAGS sur le lysosome et d‘autre part, leur activation via son activité GEF 
(guanine nucleotide exchange factors) permettant la dissociation du GDP et la formation du GTP (issue 
de 107) 
 
 
 
 

 Interactions entre les voies GCN2 et mTOR 
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Les voies GCN2 et mTOR sont deux voies importantes impliquées dans la régulation du 

métabolisme cellulaire. La première est activée lors d’un déficit en acides aminés tandis que 

la deuxième est initiée lors d’un apport d’acides aminés. Au vu de leurs conditions d’initiations 

opposées, la question est de savoir comment leurs activations peuvent être coordonnées dans 

la cellule. Plusieurs études ont montré l’interaction entre ces deux voies détectrices d’acides 

aminés 108,109.  

Une première étude montre que l’inhibition de mTORC1 par le manque en acides aminés 

semble entraîner l’activation de GCN2. Dans la levure, lorsque mTORC1 est inhibé, SIT4 est 

libre de déphosphoryler la sérine 577 de la kinase GCN2, permettant ainsi une plus grande 

affinité entre GCN2 et les ARNt désacétylés. Cette liaison induit l’activation de GCN2. 

L’activation de GCN2 par SIT4 est donc dépendante de l’inhibition de la voie mTORC1110. Ces 

résultats ont été retrouvés chez la souris. La protéine orthologue à SIT4 chez le mammifère 

est la protéine PP6C (Figure 16). PP6C pourrait ainsi être un substrat de GCN2, différent de 

eif2α et MRS111. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 16 : Schéma du mécanisme d'inhibition de la voie mTORC1 lors d'une carence en acides 
aminés menant à l’activation de GCN2 dans la levure 
Lors d’une carence en acides aminés, l’inhibition de mTORC1 induit l’activation de PP6C. PP6 s’associe 
avec GCN2 et provoque son activation. La protéine GCN2, activée, phosphoryle eif2a induisant ainsi un 
processus d’autophagie. (issue de 111) 
 

Avec ce modèle d’activation, il est tentant de supposer que mTORC1 inhibe GCN2 en présence 

d’acides aminés. Cependant, chez les mammifères, les sites de phosphorylation de GCN2 
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impliqués dans l’activation de GCN2 par PP6C ne sont pas encore connus. Des études 

proposent une autre hypothèse sur l’interaction entre GCN2 et mTORC1 : l’activation de 

GCN2, par le manque en acides aminés, conduit à l’inhibition de l’activité de mTORC1. Il 

semblerait que la phosphorylation d’eIF2α et l’augmentation de traduction d’ATF4 soit 

essentielles à l’inhibition de mTORC1 lors d’un déficit en acides aminés112 113. En effet, la 

phosphorylation d’eif2α par GCN2 conduit à l’augmentation de traduction d’ATF4. Celui-ci 

cible la transcription de certains gènes capables de répondre au stress métabolique (ce 

mécanisme est décrit dans la partie 1.2.b de ce chapitre). L’un de ces gènes est Sesn2, codant 

pour la protéine Sestrin2. Sestrin2 participe à l’inhibition du recrutement du complexe 

mTORC1 à la surface lysosomal. GCN2 est ainsi capable d’inhiber l’activité de mTORC1 lors 

d’un déficit d’acides aminés via l’augmentation de transcription de Sestrin2 (Figure 17) 114. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Schéma du mécanisme d'inhibition de mTORC1 par activation de GCN2 lors d’une carence 
en acides aminés 
Lors d’un déficit en acides aminés, l’accumulation d’ARNt désacétylés active la voie GCN2/eif2α-
p/ATF4 induisant l’expression de Sestrin 2. Celle-ci inhibe la relocalisation de mTORC1 sur la membrane 
lysosomale. (adaptée de 114) 
 

Tout comme GCN2, la voie mTOR possède ainsi un rôle primordial dans le maintien du 

métabolisme cellulaire. mTORC1 favorise la division et la prolifération cellulaire en fonction 

de la disponibilité en nutriment. Or il a été montré que le manque de certains acides aminés 
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influe sur le système immunitaire. Il n’est donc pas surprenant d’observer l’influence de GCN2 

dans la réponse immunitaire. 
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1.4. La réponse de GCN2 à un stress inflammatoire 
 

a) Le système immunitaire 

La réaction immunitaire est basée sur la capacité de détection par l’organisme d’éléments 

pathogènes. Cette détection nécessite une étape de reconnaissance qui est assurée par une 

série de récepteurs solubles ou liés à des cellules. La première étape dans la réaction 

immunitaire est donc la reconnaissance de ces agents pathogènes afin d’éliminer les microbes 

pathologiques ainsi que les cellules toxiques et/ou les allergènes tout en évitant 

d’endommager les tissus. L’efficacité de cette reconnaissance est liée à son pouvoir 

discriminant115. Cette phase de reconnaissance terminée, une réaction immunitaire adaptée 

est enclenchée. Les mécanismes activés peuvent être divisés en deux catégories : la réponse 

immunitaire innée immédiate, non-spécifique et la réponse immunitaire adaptative, plus 

tardive mais spécifique.   

 Le système immunitaire inné 

Particulièrement bien défini, le système immunitaire inné est la première ligne de défense 

contre les agents pathogènes. Cette réaction est immédiate et se déclenche directement 

après l’étape de reconnaissance. Elle s’appuie sur des cellules immunitaires capables de 

détruire les agents infectieux de manière non spécifique. Le système immunitaire inné inclut 

des barrières physiques, comme :  

- La peau qui permet une protection mécanique contre la perte d’eau et l’infiltration des 

agents pathogènes,  

- Les cellules épithéliales, recouvertes de muqueuse présentes dans le système 

respiratoire, gastro-intestinal et génito-urinaire 116.  

Cependant des agents infectieux peuvent échapper aux mécanismes mis en jeu au niveau 

cutanéomuqueux et pénétrer dans l’organisme. Les cellules de la réponse immunitaire innée 

vont alors déclencher la réponse inflammatoire détaillée dans la partie 1.4.c. Les cellules de 

l'immunité innée sont majoritairement d'origine myéloïde incluant des granulocytes 

(neutrophiles, basophiles, éosinophiles) et des phagocytes (monocytes, macrophages, et 

cellules dendritiques). Des cellules d'origine lymphoïde comme les cellules Natural Killer (NK) 

opèrent aussi dans la réponse immunitaire innée (Figure 18). 
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La réponse innée a aussi un rôle dans le déclenchement des réponses adaptatives. Lors du 

déclenchement de la réponse inflammatoire, les cellules présentatrices d’antigènes 

(essentiellement les cellules dendritiques) sont capables de collecter les protéines 

antigéniques de l’agresseur et de les présenter à leurs surfaces. Ces cellules jouent alors un 

rôle de messager en migrant jusqu'à la zone T-dépendante des organes lymphoïdes 

secondaires. Les cellules dendritiques peuvent ainsi présenter les antigènes aux lymphocytes 

T  et ainsi déclencher la réaction immunitaire adaptative117. 

 Le système immunitaire adaptatif 

Lorsque la réponse immunitaire innée n’est pas suffisante pour l’élimination de l’agent 

pathogène, la réaction immunitaire adaptative prend le relais. Les fonctions principales de la 

réponse adaptative sont : la reconnaissance spécifique des antigènes du « non soi » ; la 

production d’effecteurs immunologiques spécifiques du pathogène identifié ; l’élimination de 

l’agent pathogène et la mise en place d’une immunité mémoire permettant d’éliminer plus 

rapidement et efficacement l’agent pathogène en cas de nouvelle infection. Les cellules de la 

réponse immunitaire adaptative incluent les lymphocytes T et les lymphocytes B118.  

Les lymphocytes T possèdent des immunorécepteurs de types TCR (T cell receptor). Ceux-ci 

reconnaissent les antigènes sous forme de peptides associés aux molécules du complexe 

majeur d’histocompatibilité (CMH). La reconnaissance de l’antigène induit l’activation des 

lymphocytes T. Les lymphocytes T activés peuvent être divisés en deux populations : les 

lymphocytes T helpers (LTh) exprimant la molécule CD4 et les lymphocytes T cytotoxiques 

exprimant la molécule CD8 (LTC). Les LTh peuvent se différencier en plusieurs sous types, eux-

mêmes définis par leur production de cytokine. Les principaux LTh sont les cellules Th1, 

producteurs de l’interféron gamma, les Th2 producteurs de l’interleukine 4 (IL4), IL5 et IL13 et 

les Th17 producteurs de l’IL17, IL22 et IL21. Les LTC cytotoxiques sont capables d’éliminer les 

cellules présentant des antigènes étrangers ou des antigènes du soi anormaux en déclenchant 

la cascade d’activation des caspases et le programme de mort par apoptose119 

Dans le cas des agents infectieux extracellulaires, la réponse adaptative est à médiation 

humorale. L’identification de l’antigène agresseur est opérée par les lymphocytes B. Ces 

lymphocytes reconnaissent les épitopes de l’agent pathogène dans leur forme native grâce à 

leurs immunorécepteurs de type BCR (B cell receptor). Les lymphocytes B se différencient en 
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plasmocytes et sont capables de produire des anticorps circulants spécifiques de l’antigène. 

Ceux-ci neutralisent l’agent pathogène permettant aux macrophages de les éliminer par 

phagocytose120. 

Au décours des réponses immunitaires, les lymphocytes B comme les lymphocytes T donnent 

naissance à des cellules mémoires à durée de vie longue dont le rôle est de répondre plus 

efficacement et plus rapidement à une nouvelle exposition à un antigène donné121. 

Figure 18 : Les cellules impliquées dans la réponse immunitaire 
Dans le cercle violet, les cellules appartiennent à la réponse immunitaire innée tandis que dans le cercle 
orange les cellules présentées sont les cellules de la réponse immunitaire adaptative. Deux types 
cellulaires sont communs aux deux réponses : les γδ T cells et les Natural killet T cells (issue de 122) 

 

 

Les systèmes immunitaires, inné et adaptatif, sont souvent décrits comme deux catégories 

distinctes de la réponse immunitaire ; cependant, ils agissent généralement en cohésion l’un 

avec l’autre. Ainsi, malgrè leurs différences fondamentales dans leurs modes d’action, la 

synergie entre la réponse immunitaire, innée et adaptative, est essentielle pour une réponse 

immunitaire efficace et complète123.  
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b) La réponse inflammatoire  

L’inflammation est déclenchée par le système immunitaire suite à un stimulus nocif pour 

l’organisme. Son activation permet de déclencher l’étape de guérison. L’inflammation est ainsi 

un mécanisme de défense vital pour l’organisme. Différentes causes biologiques peuvent 

déclencher l’inflammation : une infection, une blessure ou un dysfonctionnement tissulaire. 

Durant une réponse inflammatoire aigüe, des interactions entre des éléments cellulaires et 

moléculaires contribuent à l’élimination de l’agent infection et/ou à la restauration de 

l’homéostasie tissulaire. Cependant, une inflammation non contrôlée conduit au 

développement d’un état inflammatoire chronique. Les causes et les mécanismes de 

l’inflammation chronique dans le cas d’une infection, d’une maladie auto-immune ou d’une 

inflammation systémique chronique (comme dans le diabète de type 2 et les maladies 

cardiovasculaires) ne sont pas totalement clairs et moins détaillés que dans le cas de 

l’inflammation aigüe. 

Au niveau tissulaire, l’inflammation est caractérisée par des rougeurs, gonflements, douleurs 

et la perte de fonction tissulaire. La réponse inflammatoire peut être déclenchée suite à une 

agression d’origine exogène. La cause de cette agression peut être infectieuse ou non 

infectieuse (allergie, composant toxique, corps étrangers…). Lors d’une infection, la réponse 

inflammatoire est déclenchée par des structures moléculaires caractéristiques des micro-

organismes pathogènes connus sous le nom de PAMPs (Pathogen-Associated Molecular 

Patterns)124. Cependant, les agents pathogènes externes à l’organisme ne sont pas les seules 

causes de lésions tissulaires et cellulaires. En effet, la réponse inflammatoire peut aussi être 

déclenchée par une agression d’origine endogène. Celle-ci diffère de l’agression exogène par 

ses motifs moléculaires associés aux dégâts, connus sous le nom de DAMPs (Damage 

Associated Molecular Pattern). Lors d’un stress, d’une lésion ou d’un dysfonctionnement 

tissulaire, les cellules en apoptose ou en nécrose secrètent ou exposent à leur surface les 

DAMPs fonctionnant comme adjuvant ou comme un signal de danger pour le système 

immunitaire inné125. Ils peuvent être secrétés ou relâchés, comme l’ATP, HMGB1 (high 

mobility group protein B1) ou la calprotectine (connue aussi sous le nom de complexe 

S100A8/S100A9). D’autres DAMPs sont exposés de novo ou sont enrichis à la surface de la 

membrane, comme la calreticuline (CRT) et la protéine heat shock 90 (HSP90)126. La 

reconnaissance de ces PAMPs et DAMPs est la première étape de la réaction inflammatoire. 
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Les mécanismes de l’inflammation dépendent ainsi de la nature du stimulus et de sa 

localisation dans l’organisme. Chaque stimulus aura des conséquences physiologiques et 

pathologiques différentes 127 (Figure 19Erreur ! Source du renvoi introuvable.).  

Figure 19 : Les causes et conséquences physiologiques et pathologiques de l’inflammation 
(issue de 127) 

Cependant, ces différents types d’inflammation partagent le même schéma réactionnel.  

 

 

 

 

 

 Initiation de la réaction inflammatoire 

Les PAMPs et les DAMPs sont reconnus par les même récepteurs de reconnaissance de motifs 

moléculaires appelé les PRRs (Pattern-Recogition Receptors). Il existe des PRRs membranaires 

(membrane plasmique et endosomale) comme les Toll-like receptors (TLRs) ou des PRRs 

cytoplasmiques comme les NOD-like Receptors (NLRs)128. Avec plus de dix récepteurs 

différents identifiés, les TLRs représentent une des familles des PRRs les plus étudiées. 

https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9cepteur_de_reconnaissance_de_motifs_mol%C3%A9culaires
https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9cepteur_de_reconnaissance_de_motifs_mol%C3%A9culaires
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Certains TLRs sont connus pour reconnaitre des motifs spécifiques. Par exemple, TLR4 

reconnaît les lipopolysaccharides (LPS) des bactéries à Gram négatives, TLR2 reconnaît les 

peptidoglycans des bactéries à Gram positives et TLR7 reconnaît les ARN viraux. Ils sont 

exprimés différentiellement parmi les cellules immunitaires.  

Lors de l’étape d’initiation, les signaux dangers (DAMPs et PAMPs) sont essentiellement 

reconnus par les cellules résidentes des tissus comme les macrophages et les mastocytes, via 

leurs PRRs129. Ces cellules vont sécréter des médiateurs inflammatoires tels que les cytokines 

(IL6, IL1β ou TNF-α), les amines vasoactives (comme l’histamine), les chimiokines (comme IL8 

ou CCL2), les eicosanoïdes (comme leucotriène A4) et les peptidases (comme les 

métalloprotéases)130–134. Ces médiateurs induisent l’activation de l’endothélium qui va 

exprimer des molécules d’adhérence tout en augmentant la perméabilité vasculaire et 

provoquer une vasodilatation des vaisseaux. Ce processus permet le recrutement des cellules 

immunitaires circulantes. 

 Recrutement des phagocytes 

Les cellules circulantes adhèrent aux cellules endothéliales des vaisseaux, franchissent la paroi 

vasculaire par diapédèse pour atteindre le site de l’agression exogène ou endogène (Figure 

20). Les premières cellules recrutées vers le site infectieux ou inflammatoire sont les 

polynucléaires neutrophiles qui seront rapidement suivis par les monocytes.  

Ces cellules migrent par chimiotactisme (migration orientée dans le sens d’un gradient de 

concentration de molécules chimioattractantes émises par l'agent pathogène ou induites par 

celui-ci). La diapédèse est possible grâce aux molécules d'adhérence exprimées par les cellules 

circulantes (comme la L-selectine à la surface des neutrophiles) et par les cellules 

endothéliales (comme la E- et P selectine). Cette adhésion induit un ralentissement du flux 

des neutrophiles et initie la phase de roulement à la surface de l'endothélium tout en activant 

les intégrines de surface des neutrophiles. Les intégrines se lient aux molécules d'adhérence 

ICAM (Inter-Cellular Adhesion Molecules) de l’endothélium et provoquent l’immobilisation 

des leucocytes, leurs permettant alors de franchir la paroi vasculaire vers le site 

inflammatoire135.  
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Figure 20 : Processus de recrutement des cellules circulantes lors d'une inflammation 
En réponse à différents stimuli inflammatoires, des signaux « danger » et des médiateurs 
inflammatoires, relâchés par les cellules immunitaires, stimulent les cellules vasculaires et les 
leucocytes. Ce recrutement est initié par une adhésion des leucocytes à l’endothélium, suivi par un 
ralentissement de leur mobilité. Pour franchir la paroi vasculaire, les leucocytes enchainent les phases 
de roulement, de fixation et d’adhésion et sont guidés par les molécules d’adhésion de l’endothélium, 
les selectines de l’endothélium et des leucocytes et les intégrines (issue de 136) 

 

 

 

 

 

 

 

 L’élimination de l’agent pathogène 

Sur le site de l’inflammation, les neutrophiles et les monocytes reconnaissent les PAMPs ou 

les DAMPs grâce à leurs PRRs. Cette adhésion déclenche la phagocytose permettant la 

destruction de l'agent pathogène. Lorsque la taille de l’agent pathogène ne permet pas la 

phagocytose, d’autres mécanismes sont mis en place. Les neutrophiles sont capables d’une 

part de déclencher les mécanismes de dégranulation permettant le déversement rapide de 
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substances bactéricides, d’autre part de former des NET (Neutrophil Extracellular Traps) par 

nétose correspondant à la libération de filaments d'ADN issus du noyau ou des mitochondries, 

recouverts de nombreux composants microbicides. Enfin, les monocytes et les neutrophiles 

peuvent aussi induire la production de ROS (reactive oxygen species) capable d’altérer la 

structure des protéines, des lipides et des acides nucléiques, participant ainsi à la destruction 

des agents pathogènes137–139.  

 La réparation tissulaire et la régulation de la réponse inflammatoire 

Après élimination de l'agent pathogène, la réponse inflammatoire s'autorégule afin de réduire 

les dommages tissulaires. Les neutrophiles entrent en apoptose et sont phagocytés par les 

macrophages entraînant alors un changement dans leur polarisation. Ils passent d'un 

phénotype pro-inflammatoire (M1) à un phénotype anti-inflammatoire (M2). Grâce à la 

production de molécules anti-inflammatoires comme l’IL10 et le TGF-β par les 

macrophages M2, les mécanismes de réparation tissulaire sont enclenchés. Si cette dernière 

étape échoue, la réponse adaptative (détaillé dans la partie 1.4a) est alors déclenchée.   

c) GCN2, un régulateur de la réponse inflammatoire 

Le métabolisme et les fonctions immunitaires sont étroitement liés. Cette interaction est au 

centre des mécanismes homéostatiques. Un dysfonctionnement d’un de ces processus peut 

conduire à un ensemble de complications métaboliques et inflammatoires chroniques. Les 

différentes étapes de l’inflammation, recrutement cellulaire, activation des cellules 

immunitaires, phagocytose et réparation tissulaire, requièrent une importante quantité 

d’énergie et de nutriments, en particulier les acides aminés140. La protéine GCN2, étant le 

principal détecteur d’une carence en acide aminé, elle détient un rôle déterminant dans 

chaque étape de la réponse inflammatoire.  

 L’inflammation et les acides aminés 

Durant une réponse immunitaire, une redistribution des acides aminés vers les tissus 

impliqués dans l’inflammation est observée pour favoriser la synthèse des protéines 

immunitaires141.  

L’initiation des processus inflammatoires, suite à une infection bactérienne ou virale 

(agression exogène) ou une inflammation stérile (agression endogène) induit alors une 
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carence en acide aminé et active GCN2142,143. En effet, les cellules immunitaires sont 

auxotrophes pour les acides aminés.  

Le catabolisme de certains acides aminés régule les fonctions et la survie des cellules 

immunitaires. C’est le cas de la glutamine, de l’arginine et du tryptophane. Lors d’une 

stimulation au LPS (stress inflammatoire), une quantité minimum de glutamine (0,03mmol/L) 

est requise pour l’induction de l’IL-1β par les macrophages144. De plus les macrophages 

utilisent l’arginine pour la production d’oxyde nitrique, production indispensable pour leur 

activité cytotoxique et cytostatique contre les agents pathogènes145. Les lymphocytes T et B 

sont aussi régulés par le métabolisme de la glutamine et de l’arginine. En effet, ces populations 

cellulaires nécessitent ces acides aminés pour l’activation de leur récepteur antigénique ainsi 

que pour leurs proliférations et leurs différentiations146,147. Enfin, comme l’arginine et la 

glutamine, la consommation de tryptophane contribue à la réponse immunitaire. Le 

catabolisme du tryptophane empêche la croissance de bactéries ou de pathogènes parasites 

présents dans une cellule hôte en les privant de substrat essentiel148. L’indoleamine-2,3-

dioxygenase 1 (IDO1) permet la dégradation du tryptophane par la voie de la kynurénine. La 

carence en tryptophane, induite par l’activation de l’enzyme, est détectée par GCN2. La voie 

IDO1-GCN2 possède ainsi un rôle dans la régulation de la réponse immunitaire. 

 

 

 

 

 

 L’importance de l’axe IDO1-GCN2 

L’enzyme IDO1 (indoleamine-2,3-dioxygenase) possède un rôle immuno-régulateur en 

contrôlant l’inflammation et la tolérance des lymphocytes T149. En réponse à un stress 

inflammatoire induit par la liaison entre le LPS et les TLR4, les cellules présentatrices 

d’antigène (CPA) induisent IDO1. D’une part, GCN2 permet au lymphocyte T de détecter 

l’activation d’IDO1 dans les CPA et, par l’activation de l’ISR, d’arrêter leurs cycles cellulaires. 

Cependant le rôle précis de GCN2 dans la prolifération des lymphocytes T reste encore à 
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élucider. Deux études se contredisent sur le sujet. D’une part, l’équipe de Munn a démontré 

que les cellules T CD8+ déficientes en GCN2 étaient incapables d’initier l’arrêt de leur cycle 

cellulaire et proliféraient même lors d’une carence en tryptophane150. D’autre part, l’équipe 

de Van de Velde réfute ces résultats en affirmant que GCN2 n’est pas indispensable aux 

lymphocytes T pour arrêter leurs cycles cellulaires, en condition de manque en acide aminé 

ou non151. Cependant, les deux études s’accordent sur le fait que GCN2 est nécessaire à 

l’activité cytotoxique des lymphocytes T CD8+.  Dans les lymphocytes T CD4+, l’activation de 

l’axe IDO1-GCN2 empêche leur différentiation en lymphocytes T effectrice (Teff) mais favorise 

leur différentiation en lymphocyte T régulatrice (Treg) 152,153. Ainsi l’activation de GCN2 semble 

favoriser la différentiation des CD4+ en Treg plutôt qu’en Teff tout en altérant l’activité des 

CD8+ cytotoxique (Figure 21). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 21 : Contrôle métabolique des lymphocytes T via l’activation d'IDO1 chez les CPA 
L’activation d’IDO chez les CPA induit une dégradation de tryptophane. Cette carence en acides aminés 
est détectée par les lymphocytes T via GCN2. L’activation de GCN2 induit la différentiation des 
lymphocytes T en Treg et bloque la prolifération des Teff (issue de 154)  
 

D’autre part, cette production d’IDO1 déclenche la consommation de tryptophane dans les 

CPA, ce qui semble être le mécanisme permettant aux lymphocytes T d’activer GCN2. Similaire 

à la consommation de tryptophane par IDO1, la dégradation d’arginine par l’arginase dans les 

macrophages est aussi capable d’activer GCN2 et ainsi reproduire une action inhibitrice du 

cycle cellulaire des lymphocytes T155. La réponse de GCN2, suite à la consommation d’acide 

aminé dans les CPA, est moins explicite. Une étude montre que dans des conditions de 

manque en acides aminés, les macrophages soumis au stimulus inflammatoire LPS utilisent 
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l’axe IDO1-GCN2 pour la production de cytokines pro-inflammatoires, en particulier l’IL-6 156. 

En revanche, dans le cas d’un stress inflammatoire déclenché par des cellules en apoptose, et 

dans des conditions de carence en tryptophane, l’axe IDO1-GCN2 induit la production de l’IL-

10 (cytokine anti-inflammatoire) tout en diminuant la production d’IL-12 (cytokine pro-

inflammatoire) via l’activation de l’ISR dans les macrophages157. Ainsi, dans le cas d’un stress 

inflammatoire déclenché par les cellules en apoptose, l’activation de GCN2 joue un rôle 

protecteur en induisant la tolérance immunitaire et en limitant l’auto-immunité.  

 Induction de l’autophagie pour protéger l’organisme du stress inflammatoire 

Ce rôle protecteur de GCN2 est aussi retrouvé dans les travaux de Ravindran où le stimulus 

d’origine est lié à l’autophagie. Ces travaux ont tout d’abord montré que le vaccin contre la 

fièvre jaune (YF-17D) induit l’activation de GCN2 dans les cellules dendritiques. Cette 

activation induit une augmentation de l’autophagie dans ces cellules et accroit la présentation 

antigénique aux cellules CD4+ et CD8+158. Pour explorer les mécanismes mis en place dans les 

CPA, les auteurs ont étudié un modèle de souris exposées à un stress inflammatoire intestinal 

déclenchant les symptômes d’une colite. Après ingestion de DSS (dextran sodium sulfate), les 

CPA déficientes en GCN2 présentent une production de ROS (dérivé réactif de l’oxygène) et 

l’activation de l’inflammasome entrainant une augmentation de l’inflammation et de la 

réponse cellulaire des Th17 (une voie de différentiation des CD4+). Ces différentes activations 

sont marquées par une diminution significative des marqueurs de l’autophagie (Figure 22) 159. 

Une autre étude in vitro sur les macrophages160 vient confirmer le rôle protecteur de GCN2 

contre le stress inflammatoire via un mécanisme dépendant de l’autophagie.  
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Figure 22 : Mécanisme protecteur de GCN2 lors d’une inflammation intestinale 
Le manque en acides aminés induit par le stress inflammatoire, active GCN2, déclenchant ainsi 
l’autophagie qui va inhiber le stress oxydant et la production de la protéine IL-1β (issue de 159) 

En fonction du stress inflammatoire initial et de la voie de signalisation déclenchée par 

l’activation de GCN2, les réponses physiologiques diffèrent. Pour autant, son rôle protecteur 

dans tel organe ou telle pathologie lors d’un stress inflammatoire est unanime.  
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2. La maladie veino-occlusive 

pulmonaire (MVOP) 
La maladie veino-occlusive pulmonaire (MVOP) est une forme rare d’hypertension 

pulmonaire. Cette maladie est caractérisée par des lésions de remodelage, prédominantes sur 

les capillaires et veinules. Les patients qui en souffrent décèdent d’une défaillance cardiaque 

droite. Le pronostic des patients atteints d’une MVOP est très défavorable, une étude évalue 

70% de mortalité dans la première année suivant le déclenchement de la maladie. 

Aujourd’hui, la transplantation pulmonaire est le seul traitement possible pour les patients. 

Ainsi, l’exploration des mécanismes physiopathologiques de cette maladie est primordiale 

pour y remédier. 

2.1. Définition générale de la MVOP  
 

a) Définition 

La maladie veino-occlusive pulmonaire (MVOP), appelée aussi hémangiomatose capillaire 

pulmonaire (HCP), est une forme rare d’hypertension pulmonaire. En 1943, Hora et coll ont 

été les premiers à décrire les symptômes pathologiques de la maladie en constatant une 

dyspnée progressive, une cyanose, une occlusion des petites veines pulmonaires et un œdème 

pulmonaire chez un patient âgé de 48 ans161.  

Le terme MVOP a pour la première fois été introduit par Heath et coll en 1966162. Cette 

maladie est caractérisée par des lésions de remodelage, prédominantes sur les veines et 

veinules mais impliquant également les artérioles. Elle se définit plus particulièrement par une 

obstruction diffuse et extensive des veines de petite taille et des veinules pulmonaires. Ce 

remodelage entraine une augmentation des résistances vasculaires pulmonaires. Les patients 

qui en souffrent décèdent ainsi d’une défaillance cardiaque droite163–165. Le diagnostic de la 

MVOP est difficile à établir car elle est souvent confondue avec l’HTAP. En effet, la MVOP et 

l’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) idiopathique partagent la même présentation 

clinique dont le signe principal reste la dyspnée d’effort, présente dans plus de 90% des cas. 

L’examen complémentaire de référence est la réalisation d’un cathétérisme cardiaque droit 

de repos. Cette technique permet d’estimer la pression artérielle pulmonaire moyenne 
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(PAPm) ainsi que la pression artérielle pulmonaire d’occlusion (PAPO) (reflet de la pression 

capillaire pulmonaire (PCP)).  

Chez le patient atteint d’hypertension pulmonaire, la PAPm est supérieure à 20mmHg et la 

PAPO est inférieure ou égale à 15mmHg 164 165 166. Peu de signes sont spécifiques de la MVOP, 

il est donc difficile de distinguer une MVOP d’une HTAP. L’erreur de diagnostic peut avoir des 

conséquences très graves pour le patient car les traitements habituellement administrés pour 

l’HTAP peuvent déclencher des œdèmes pulmonaires et entrainer le décès d’un patient 

MVOP165. Pour confirmer le diagnostic d’une MVOP, une analyse histologique pulmonaire du 

patient s’avère nécessaire mais la biopsie pulmonaire est contre-indiquée chez ces patients. 

Dans les formes héréditaires, c’est le test génétique qui confirmera le diagnostic en détectant 

les mutations sur le gène EIF2AK4167. 

Malgré les recherches menées sur la MVOP, les mécanismes physiopathologiques de cette 

maladie restent à élucider. Elle fait partie des maladies pulmonaires orphelines. La 

transplantation reste, au jour d’aujourd’hui, la seule thérapie viable pour les patients atteints 

de la MVOP165.  

b) Classification 

La classification clinique des hypertensions pulmonaires a pour objectif d’individualiser des 

sous-groupes de la maladie présentant des similitudes dans leur physiopathologie, leur 

présentation clinique et leur prise en charge thérapeutique. La classification propose cinq 

classes d’hypertension pulmonaire. Le premier groupe représente les hypertensions 

artérielles pulmonaires précapillaires (Tableau 1). Dans ce groupe, se trouvent la MVOP et 

l’HCP, individualisées dans un sous-groupe 1.6, intitulé : « PAH with overt features of 

venous/capillaries (PVOD/PCH) involvement »168.  
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Updated clinical classification of pulmonary hypertension (PH) 

1 PAH 

 1.1 Idiopathic PAH 

 1.2 Heritable PAH 

 1.3 Drug- and toxin-induced PAH (table 3) 

 1.4 PAH associated with: 

  1.4.1 Connective tissue disease 

  1.4.2 HIV infection 

  1.4.3 Portal hypertension 

  1.4.4 Congenital heart disease 

  1.4.5 Schistosomiasis 

 1.5 PAH long-term responders to calcium channel blockers (table 4) 

 1.6 PAH with overt features of venous/capillaries (PVOD/PCH) involvement (table 5) 

 1.7 Persistent PH of the newborn syndrome 

 

Tableau 1 : Extrait de la classification de l’hypertension artérielle pulmonaire : groupe 1  
PVOD : pulmonary veino-occlusive disease, PCH : pulmonary capillary hemangiomatosis (issu de 168) 

Signs evocative of venous and capillary (pulmonary veno-occlusive disease/pulmonary 

capillary haemangiomatosis) involvement 

  

Pulmonary function tests Decreased DLCO (frequently <50%) 

Severe hypoxaemia 

Chest HRCT Septal lines 

Centrilobular ground-glass opacities/nodules 

Mediastinal lymph node enlargement 

Response to PAH therapy Possible pulmonary oedema 

Genetic background Biallelic EIF2AK4 mutations 

Occupational exposure Organic solvent (trichloroethylene) 

Tableau 2 : Liste des signes évocateurs de la MVOP  
DLCO : Diffusing capacity of the lung for carbon monoxide, HRCT : high resolution computed 
tomography, PAH : pulmonary arterial hypertension (issu de 168) 
 

Dans cette classification, la MVOP et l’HCP sont individualisées dans un même sous-groupe : 

le groupe des HTAP. Il est important de noter que la MVOP est caractérisée par une atteinte 

veinulaire prédominante alors que l’HCP, par une atteinte capillaire prédominante. Ces deux 

pathologies sont dorénavant reconnues comme étant indistingables169. Au vu des similitudes 

cliniques, hémodynamiques, histologiques et génétiques entre ces deux maladies, il est 

suggéré que la MVOP et l’HCP soient deux manifestations différentes d’une même maladie. 

La MVOP (ou HCP) fait partie du groupe 1 car elle possède des aspects cliniques et 

hémodynamiques identiques à l’HTAP. Cependant, leurs caractéristiques histologiques et 

leurs prises en charge sont différentes. Ces différences sont détaillées dans le tableau 2 du 
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sous-groupe 1.6. Ce tableau liste les caractéristiques spécifiques de la MVOP via les résultats 

des examens pulmonaires, les particularités observées en tomodensitométrie haute 

résolution, la réponse aux thérapies utilisées pour l’HTAP et le détail des différentes formes 

de la MVOP.  

La MVOP existe sous une forme héréditaire (MVOPh), transmise de façon autosomique 

récessive, ou sporadique (MVOPs) survenant chez les sujets plus âgés et pour laquelle 

plusieurs facteurs de risque ont été décrits165. Tout comme l’HTAP, la MVOP peut aussi être 

associée à des pathologies auto-immunes, en particulier la sclérodermie170.  

c) Epidémiologie 

La MVOP est une maladie très rare avec une incidence annuelle estimée de 0.1 à 0.2 cas par 

million171. Cependant, au vu des similitudes hémodynamiques et cliniques entre l’HTAP et la 

MVOP, la véritable incidence de la MVOP est probablement sous-estimée car souvent 

diagnostiquée comme HTAP. Il est estimé que la MVOP représente entre 5 à 10% des formes 

d’HTAP initialement considérées comme idiopathiques164. Cependant, chez les patients 

présentant des facteurs de risques connus de la MVOP (présenté dans la partie 2.2), 

l’incidence est plus élevée. Par exemple, l’incidence de MVOP chez les patients atteints de 

cancer anal et traités à la mitomycine C, est 5000 fois supérieure à celle des patients atteints 

de MVOP idiopathique (environ 3.9 pour 1000 cas par an)172. Ainsi l’épidémiologie des formes 

héréditaires et sporadiques de la MVOP, présentent plusieurs différences173,174 :  

- La MVOP héréditaire survient à un âge médian de 25 ans, sans prédominance de sexe, 

caractérisée par des mutations bialléliques du gène EIF2AK4.  

- La MVOP sporadique survient chez des sujets à un âge médian de 60 ans, avec une 

prédominance masculine (3/1) et une fréquente exposition aux solvants (40 %), aux 

chimiothérapies par agents alkylants (10 %) ou l’exposition au tabac.  

d) Diagnostic 

La MVOP et l’HTAP possèdent la même présentation clinique et hémodynamique : la fatigue 

et l’essoufflement à l’effort. Ces symptômes étant peu spécifiques, le diagnostic est souvent 

posé trop tard si bien que les patients présentent déjà des symptômes d’une insuffisance 

cardiaque droite correspondant au stade terminal de la maladie175,176.  La confirmation du 

diagnostic nécessite la réalisation d’un cathétérisme cardiaque droit même si la comparaison 
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des données hémodynamiques de patients ayant une MVOP ou une HTAP ne permet pas de 

distinguer les deux maladies. Une étude, regroupant un groupe de patients atteints de MVOP 

et un groupe de patients atteints d’HTAP idiopathique, a montré la similitude des données 

hémodynamiques entre les deux groupes174. 

 En effet, dans les deux maladies, la PAPm est supérieure à 20mmHg et les résistances 

vasculaires pulmonaires sont élevées. Malgré une atteinte prédominante des capillaires dans 

la MVOP, la pression artérielle pulmonaire d'occlusion (PAPO) est  inférieure à 15mmHg174,177. 

Ainsi, malgré une obstruction post-capillaire dans la MVOP, la PAPO inférieure à 15mmHg 

reflète une HTAP précapillaire. La mesure de la PAPO est prise au cours d'un cathétérisme 

droit à l'aide d'un cathéter à ballonnet. Elle correspond à la pression à l‘extrémité de la 

colonne statique du sang. La PAPO est donc le reflet de la pression dans une veine pulmonaire 

de même diamètre que la branche artérielle pulmonaire occluse. La PAPO est le reflet d’une 

pression dans les larges veines pulmonaires, non affectées dans la maladie MVOP, mesurant 

ainsi une pression en aval de l’obstruction (Figure 23).  

Figure 23 : Mesure de la pression artérielle pulmonaire d’occlusion (PAPO) dans la MVOP. 
Dans la MVOP, ce sont les petites veines qui sont majoritairement touchées aboutissant à une 
augmentation de la pression veineuse (Pv), de la pression capillaire (Pc) et de la pression artérielle pré-
capillaire (Pa). La PAPO correspond à la pression à l‘extrémité de la colonne statique du sang obstruée 
par le cathéter à ballonnet (1) indiquant la pression de la branche artérielle pulmonaire occluse. La 
PAPO est donc le reflet de la pression dans une veine pulmonaire de même diamètre (2) que la branche 
artérielle pulmonaire occluse, d’un diamètre souvent plus large que les veines touchées par la MVOP 
(issue de 165) 

 

Comme la présentation clinique et hémodynamique ne permet pas de distinguer la MVOP de 

l’HTAP, la confirmation diagnostique de la MVOP est anatomopathologique. Cependant, les 

biopsies pulmonaires sont à haut risque de complication et ne sont pas recommandées.  
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Figure 24 : Image de tomodensitométrie thoracique à haute résolution caractéristique de la MVOP 
a) présence d’un épaississement septal b) aspect en verre dépoli c) et d) augmentation de taille des 

ganglions médiastinaux (issue de 165)  

La tomodensitométrie thoracique à haute résolution (TDM) est devenue une des approches 

non invasives principales du diagnostic de la MVOP. En effet, 75% des patients MVOP dont le 

diagnostic a été confirmé histologiquement, possèdent au moins deux des anomalies 

suivantes mesurées par TDM : une augmentation de taille des ganglions médiastinaux, un 

aspect en verre dépoli et un épaississement septal (Figure 24)173. La baisse de la diffusion du 

monoxyde de carbone (DLCO) associée à une hypoxémie profonde est également évocatrice 

du diagnostic. Enfin, le lavage bronchoalvéolaire des patients MVOP peut être associé à une 

hémorragie intra alvéolaire occulte178. Cependant, ces différents symptômes cliniques sont 

évocateurs de la maladie MVOP mais non spécifiques. La difficulté à établir un diagnostic 

n’améliore pas le pronostic des patients atteints de MVOP car il est souvent posé trop tard.  

 

Il a été estimé qu’un patient atteint de MVOP mourrait en moyenne 11.8 mois après la 

confirmation du diagnostic et 24.4 mois après l’apparition des premiers symptômes179. La 

MVOP évolue rapidement vers l’insuffisance cardiaque correspondant au stade terminal de la 

maladie. Une étude dirigée sur une série de 11 patients MVOP a reporté une mortalité de 72% 
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dans la première année suivant le diagnostic180. La rapidité d’évolution de la maladie nécessite 

une prise en charge rapide du patient pour une transplantation pulmonaire qui est aujourd’hui 

le seul traitement possible.  

e) Traitement 

Des traitements symptomatiques peuvent être administrés aux patients MVOP comme les 

diurétiques en cas de signes congestifs ou l’oxygénothérapie pour corriger l’hypoxémie 

permettant ainsi de limiter la vasoconstriction pulmonaire163.  

De nombreux traitements aux propriétés vasodilatateurs et aux effets antiprolifératifs ont été 

développés pour l’HTAP. Cependant, l’utilisation de ces thérapies pour les patients MVOP est 

très controversée en raison des complications possibles. En effet, 20 à 25% de patients MVOP 

traités avec des thérapies destinées à l’HTAP, en particulier les inhibiteurs calciques et la 

prostacycline, ont entrainé des œdèmes pulmonaires engageant le pronostic vital du 

patient181,182. Ce risque d’œdème pulmonaire est d’autant plus augmenté lors d’une 

combinaison de vasodilatateurs183. 

En plus d’être potentiellement dangereux chez certains patients, les thérapeutiques ciblées 

de l’HTAP sont moins efficaces dans la MVOP que dans l’HTAP idiopathique. Même si des 

études ont montré des améliorations hémodynamiques sous époprosténol intraveineux184–

186, iloprost187 ou sildénafil188,189, moins de 5 % des patients MVOP atteignent les critères de 

bonne réponse prédéfinis (Index cardiaque > 2.5 L/min par m2, distance pendant 6 min de 

marche > 440m, Classe fonctionnelle NYHA I ou II) sous traitements ciblés de l’HTAP182. Il est 

donc particulièrement important d’évoquer et d’éliminer le diagnostic de MVOP avant 

d’introduire des thérapeutiques ciblées de l’HTAP. 

 

La transplantation pulmonaire reste donc aujourd’hui la seule solution thérapeutique pour les 

patients MVOP. Cependant, de nombreux patients décèdent, parce que soit l’attente est trop 

longue pour un transplant, soit le patient est trop faible pour en recevoir un. Une étude a 

montré que les patients atteints de MVOP ont deux fois plus de chance de mourir dans 

l’attente d’un transplant que les patients atteints d’HTAP malgré un temps d’attente 

similaire190. 
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2.2. Forme sporadique de la MVOP  
 

a) Facteurs déclenchants 

 Chimiothérapie  

Plusieurs études ont montré qu’un nombre non négligeable de patients traités par 

chimiothérapie déclenchait par la suite une MVOP191. La MVOP déclenchée à la suite d’une 

chimiothérapie a aussi été reportée chez les patients traités pour les cancers pédiatriques ou 

suite à une transplantation de la moelle épinière192-193. La chimiothérapie est l’administration 

d’un ensemble de médicaments permettant de traiter certaines maladies comme les cancers 

ou les maladies auto-immunes. La diversité des médicaments utilisés entraine des difficultés 

dans l’identification de celui déclenchant la MVOP. Une équipe a cependant découvert que 

l’administration des agents alkylants est un des traitements majoritairement responsable du 

déclenchement de la MVOP chez ces patients194. De plus, une corrélation entre 

l’administration de la mitomycine C (agent alkylant) pour le traitement contre le cancer anal 

et le développement de la MVOP a été mise en évidence. L’incidence de la MVOP chez les 

patients atteints de cancer anal serait de 3,9 cas sur 1000 patients par an, bien plus élevée 

que le taux d’incidence des MVOP idiopathiques (0,5 cas par millions de personne par an)172.  

 Exposition aux solvants organiques  

Une exposition aux solvants organiques semble être un facteur de risque pour le 

déclenchement de la MVOP. Une étude comparant deux cohortes de patients atteints de 

MVOP et de HTAP, a démontré que 42% des patients MVOP avaient été exposés au 

trichloréthylène contre 3% des patients HTAP. Les patients MVOP ayant été exposés aux 

solvants organiques présentent un âge avancé et une absence de la mutation EIF2AK4195. 

 Tabac  

L’exposition au tabac a été démontrée comme étant plus élevée chez les patients MVOP que 

chez les patients HTAP idiopathiques173. Il est important de noter que les patients MVOP 

exposés au trichloréthylène (paragraphe précédent) sont aussi exposés régulièrement au 

tabac, suggérant ainsi un lien entre la combinaison des deux expositions et le développement 

de la MVOP chez ces patients195. Chez les patients atteints de HP, le tabac est un facteur 
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participant au dysfonctionnement endothélial et au remodelage vasculaire196-197. Cependant, 

aucune étude n’explique pourquoi l’exposition du tabac est associée au déclenchement de la 

MVOP. 

b) Modèles animaux 

Lorsque les agents alkylants ont été identifiés comme un facteur déclenchant de la MVOP, des 

modèles animaux ont été explorés afin d’étudier les cas de MVOP induit par chimiothérapie. 

L’administration de cyclophosphamide (un agent alkylant) a déclenché une hypertension 

pulmonaire chez trois espèces : souris, rat et lapin194. Chez le rat, l’injection intrapéritonéale 

de mitomycine-C (MMC) induit le développement de la MVOP, caractérisée par 

l’augmentation de la mPAP, le remodelage des veines pulmonaires et une prolifération 

intense des cellules endothéliales172. Aujourd’hui, le rat injecté à la MMC est le seul modèle 

animal permettant d’explorer les mécanismes physiopathologiques de la forme sporadique 

de la MVOP. Aucune étude n’a encore mis au point un modèle animal de la MVOP suite aux 

expositions de solvants ou/et de tabac.  
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2.3. Forme héréditaire de la MVOP  
 

a) Mutation EIF2AK4 

En 2014, treize familles porteuses de la MVOP au sein du Centre de référence de l’HTAP ont 

été analysées. En étudiant la généalogie de ces familles, les chercheurs ont découvert que la 

maladie ne touchait qu’une seule génération et que la consanguinité augmentait le risque 

d’être porteur de la MVOP (Figure 25). 

 

 

Figure 25 : Schéma d'une famille porteuse de la maladie veino-occlusive pulmonaire héréditaire 
(MVOPh) 
La MVOPh causée par la mutation biallélique du gène EIF2AK4, est transmise de façon autosomique 
récessive : il n’y a qu’une seule génération touchée par la maladie, sans différence de sexe entre les 
atteints et la consanguinité est souvent présente. Les hommes sont représentés par un carré et les 
femmes, par un cercle. Les sujets atteints sont représentés en noir et les personnes décédées sont 

barrées (issue de 167) 

Ces deux observations semblent indiquer que la maladie ait été transmise de façon 

autosomique récessive. Cela a été confirmé lorsque les chercheurs ont identifié les mutations 

bialléliques du gène EIF2AK4 présentes dans les treize familles (Figure 26) 167.  
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Figure 26 : Localisation des mutations du gène EIF2AK4 détectées chez les patients atteints de la 
MVOP 
Les mutations identifiées chez les patients atteints de MVOPh sont écrites sous la forme : 
p(protéine).(Abréviation acide aminé)(localisation)(Type de mutation). Les mutations homozygotes 
sont en gras, les autres mutations sont sous forme hétérozygotes. fs : frame shift, del : délétion, G>T : 

G est remplacé par T,  * : codon stop (issue de 167) 
 

Ces résultats ont été vérifiés dans d’autres études confirmant ainsi la mutation EIF2AK4 

comme responsable du déclenchement de la maladie MVOPh198. L’identification de cette 

mutation biallélique EIF2AK4 chez un patient permet ainsi de différencier une HTAP d’une 

MVOPh. De plus, cette mutation a aussi été identifiée dans 9% (7 cas sur 81) des cas 

sporadiques de MVOP survenant chez des sujets jeunes.  

Il est difficile d’évaluer la pénétrance de la MVOP chez les porteurs de la mutation EIF2AK4. 

Au vu des résultats de cette étude, celle-ci semble élevée. Les porteurs de la mutation 

déclenchant la maladie à des âges variables selon les sujets167, depuis la période néo-natale 

jusqu’à l’âge adulte. Cela souligne le fait qu’un facteur supplémentaire, génétique, 

épigénétique ou environnemental, pourrait donc initier le déclenchement de la maladie et son 

développement174. 

b) Modèles animaux 

Afin d’étudier les mécanismes physiopathologiques de la MVOPh liés à la mutation EIF2AK4, 

des modèles murins avec invalidation de ce gène peuvent être étudiés. Ce gène code pour la 

protéine GCN2 (Voir chapitre 1). Les animaux sont nommés Gcn2 KO ou Gcn2-/-. Contrairement 

à l’homme, la perte de fonction biallélique d’EIF2AK4 seule n’est pas suffisante pour induire 

la MVOP chez la souris selon les résultats du laboratoire. Cela suggère ainsi une différence 

inter-espèces dans les mécanismes moléculaires de la maladie. 

 

Un autre modèle de souris génétiquement modifié a été proposé par l’équipe de Lathen et 

coll pour entrainer une MVOP. Cette équipe a généré des souris KO endothélial-spécifique 
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pour Erg et Aplnr. Dans ce modèle, les souris présentent une augmentation de prolifération 

endothéliale et un remodelage des veinules post-capillaires199. Cependant, l’expression de 

Gcn2 est inchangée chez ces souris déficientes en Erg et Aplnr, supposant là, un mécanisme 

indépendant de la mutation EIF2AK4. Par ailleurs, ce modèle ne reproduit qu’une partie des 

lésions veineuses retrouvées chez les patients MVOP.  
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2.4. Physiopathologie de la MVOP 

a) Anatomopathologie de la MVOP 

La MVOP se définit par une obstruction diffuse et extensive des veines de petite taille et des 

veinules pulmonaires par du tissu fibreux aboutissant à un rétrécissement ou une obstruction 

de la lumière du vaisseau (Figure 27 a-b) 200. La média des veines septales et préseptales peut 

devenir muscularisée. Dans des formes secondaires de la maladie, une obstruction des larges 

veines septales peut être observée. Il est important de noter que seule, l’atteinte des veinules 

préseptales est considérée comme un élément diagnostique spécifique de la MVOP.  

 

Figure 27 : Lésions histologiques de la maladie veino-occlusive pulmonaire 
(a) Veine septale associée d’une fibrose intimale et d’un épaississement de sa paroi vasculaire. Echelle : 
500 μm. (b) Veinule obstruée par de la fibrose intimale. Echelle : 100 μm. (c) Remodelage intimal d’une 
artère pulmonaire. Echelle : 100 μm. (d) Hémangiomatose capillaire, lésions caractéristiques d’une 
HCP. Echelle : 1000 μm. (e) Remodelage vasculaire avec des artères et artérioles muscularisées. Echelle 
: 100 μm. (f) Artère avec une intima très fibrosée. Echelle: 100 μm. Coloration hématoxyline et éosine 
; a–e, coloration orcéine : f. (issue de 167) 
 

Le remodelage intimal des veines et des veinules peut varier d’un tissu fibreux en composition 

cellulaire très hétérogène à des lésions sclérotiques denses et paucicellulaires. Représentés 

comme des dépôts pigmentés noirs, des dépôts de calcium peuvent s’accumuler dans les 

fibres élastiques de la paroi. Les occlusions thrombotiques aggravent les lésions vasculaires et 

une recanalisation peut engendrer des lésions dite « passoire »178. 
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De plus, une prolifération des cellules endothéliales est présente majoritairement au niveau 

de la paroi des capillaires. Un épaississement des cloisons alvéolaires est aussi habituellement 

observé aboutissant à des capillaires alvéolaires dilatés et obstrués201 (Figure 27d). Cette 

prolifération est aussi caractéristique de l’hémangiomatose capillaire (HCP). 

L’individualisation de l’HCP et de la MVOP a été remise en cause lorsqu’une étude a montré 

qu’une atteinte veinulaire était présente dans 80% des cas d’HCP et que des proliférations 

capillaires étaient associées aux atteintes veinulaires dans 85% des cas de MVOP182. Les études 

génétiques ont confirmé qu’il s’agissait de formes différentes de la même maladie en 

retrouvant le gène EIF2AK4 commun aux deux maladies167,202.   

Dans certains cas de MVOP, une augmentation de la quantité d’hémosidérine est observée 

dans les macrophages alvéolaires, dans les pneumocytes ainsi que sous forme de dépôt dans 

l’interstitium pulmonaire confirmant ainsi la présence d’hémorragies alvéolaires occultes178.  

Des différences histologiques existent entre la MVOP héréditaire et la MVOP sporadique. En 

effet, une fibrose intimale des artères pulmonaires et une hyperplasie musculaire des veines 

septale sont plus sévères chez les patients porteurs de la mutation que chez les patients non 

porteurs203.  
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Figure 28 : Lésions vasculaires de la maladie veino-occlusive pulmonaire (MVOP) 
Les trois vaisseaux sanguins sont caractéristiques d’une MVOP. Les veines pulmonaires, en particulier 
les veinules, et les veinules pré-septales, sont majoritairement obstruées par de la fibrose intimale. Les 
lésions capillaires sont caractérisées par une prolifération endothéliale. Les artères pulmonaires 
présentent une fibrose intimale et une hypertrophie de la média (issue de 165). 
 

Les formes de maladies vasculaires pulmonaires ont tendance à être différenciées selon leurs 

vaisseaux de prédilection. Ainsi, l’atteinte des artères pulmonaires muscularisées et des 

veines/veinules, est respectivement associée à une HTAP et une MVOP. Cependant, des 

études récentes ont montré plusieurs similitudes entre les maladies veineuses et artérielles. 

Dans une étude, 75% des patients atteints d’HTAP associé à une maladie du tissu conjonctif 

(groupe 1.4.1 dans la classification des hypertensions pulmonaire) présentent des lésions 

vasculaires veineuses. Malgré la prédominance des lésions capillaires et post capillaires, un 

remodelage des artères et des artérioles pulmonaires est aussi associé à l’atteinte veinulaire 

dans la grande majorité des cas de MVOP203. Ainsi les lésions artériolaires observées dans la 

MVOP sont similaires à celle de l‘HTAP. Cependant les lésions plexiformes restent une 

caractéristique spécifique de la HTAP et ne sont pas observées chez les patients MVOP165.  
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Ces observations soulignent la ressemblance entre les différentes formes d’hypertension 

pulmonaire. Une analyse histologique approfondie du poumon apparaît  donc nécessaire pour 

affirmer le diagnostic de la MVOP204.  

b) Pathogénèse de la MVOP 

Contrairement à l’HTAP, les mécanismes physiopathologiques sont très peu définis dans la 

MVOP. Du fait des similitudes histologiques entre l’HTAP et la MVOP, il est supposé que 

certaines voies de signalisation soient communes entre les deux maladies.  

L’inflammation a été une des voies explorées chez les patients MVOP. Perros et coll ont 

montré que la MVOP est associée à des anomalies du compartiment leucocytaire cytolytique 

(cellules natural killer (NK), natural killer T lymphocyte (NKT), et CD8+ T cytotoxique (CTL)).      

La proportion des CTL et des NKT est diminuée tandis que la proportion des NK est augmentée 

dans les poumons de patients MVOP. De plus, une hyperméthylation du gène de la granulysine 

(GNLY) induisant une altération de la régulation épigénétique du gène GNLY, ainsi qu’une 

diminution de la GNLY dans les cellules cytotoxiques circulantes, sont observées chez les 

patients MVOP. Ces anomalies ne se retrouvent pas dans l’HTAP idiopathique205. À la vue du 

rôle essentiel de ces cellules cytolytiques et de la granulysine dans la réponse immunitaire, 

ces résultats laissent supposer qu’un dérèglement immunitaire participe à la pathogénèse de 

la MVOP.  

Pour les patients présentant une mutation biallélique du gène EIF2AK4, les mécanismes 

moléculaires impliqués pourraient être liés à un déficit des voies de signalisation dépendantes 

de GCN2. Cependant, les mécanismes induisant le déclenchement de la maladie liés à la perte 

de fonction de GCN2 restent inconnus à ce jour. Il est important de noter que le niveau 

protéique de GCN2 est abaissé dans les poumons des patients HTAP BMPR2 mutés, les 

patients HTAP idiopathiques et les patients MVOP sporadiques. On le note aussi dans le 

modèle de rat MVOP (par agent alkylant)  et le rat Bmpr2 muté172,203. Ainsi, ces résultats 

suggèrent que la perte ou la diminution d’expression de GCN2 serait une voie pathologique 

commune aux différentes formes d’HTAP et de MVOP. 

 



80 

 

La transition endothéliale mésenchymateuse (endoMT) est un processus qui a tout d’abord 

été identifiée chez les patients atteints d’HTAP206. Cependant, une étude a aussi observé une 

transition endoMT dans le système microvasculature des patients atteints de MVOP. Etudié 

chez le rat mitomycine, le processus endoMT serait une conséquence de l’activation de la voie 

TGF-β-Smad3 conduisant à l’augmentation d’expression des facteurs de transcription Snail, 

Slug et Twist1207. Il semblerait que GCN2 ne soit pas impliqué dans le processus endoMT 

(Figure 29).  

 

Figure 29 : Mécanisme conduisant à une transition endothélial mésenchymateuse chez le rat traité 
à la mitomycine 
Le traitement mitomycine active la voie du TGF-B/Smad3. La phosphorylation de smad3 induit 
l’augmentation d’expression des facteurs de transcription Snail, Slug et Twist1 qui sont connus pour 
jouer un rôle pathogène dans la transition endothéliale mésenchymateuse (issue de 207) 
 

Une récente étude a montré que la perte de fonction de GCN2 dans les cellules musculaires 

lisses des patients MVOP porteurs de la mutation EIF2AK4 augmente la production de 

collagène A1 et A2 par une corrélation négative entre la voie ATF3 et la voie p38-MAPK (Figure 

30). Cette augmentation de production de collagène dans les cellules musculaires lisses des 

artères pulmonaires peut favoriser le dépôt de collagène sur les parois des vaisseaux 

pulmonaires208. 



81 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figure 30 : Mécanisme justifiant l’augmentation de production de collagène dans les cellules 
musculaires lisses des patients porteurs de la mutation EIF2AK4 atteints de MVOP héréditaire  
ATF3 est induit par l’activation de l’ISR (integrated stress response) via GCN2. Comme ATF3 inhibe la 
phosphorylation de p38, la perte de fonction de GCN2 induit ainsi une augmentation de la 
phosphorylation de p38. Cette phosphorylation conduit à l’augmentation de production des collagènes 
A1 et A2 dans les cellules musculaires lisses des patients atteints de MVOP héréditaire (adaptée de 208) 

Enfin, Lathen et coll ont montré que les gènes ERG et APLNR influaient sur la prolifération des 

cellules endothéliales pulmonaires dans un modèle de souris KO. Or, les patients atteints de 

MVOP présentent une perte des facteurs ERG et APLNR comparés aux patients contrôles209. 

Ainsi, ces gènes seraient impliqués dans le développement des plaques hémangiomateuses 

observées chez les patients atteints de MVOP sporadique. Aucun lien n’a encore été trouvé 

entre GCN2 et ces gènes.   
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3. L’hypertension arterielle pulmonaire 

(HTAP) 
L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) est une maladie rare et sévère caractérisée par 

une augmentation des résistances pulmonaires liées à la prolifération cellulaire de la paroi des 

petites artérioles pulmonaires de 500µm. Sa prévalence minimale en France est estimée à 15 

cas par million d’adultes. En l’absence de traitement, les patients décèdent de défaillance 

cardiaque droite. Contrairement à la MVOP, les mécanismes physiopathologiques sont mieux 

connus, ce qui a permis l’élaboration de différents traitements contre la maladie.  

3.1. Définition générale de l’HTAP 

a) Définition 

 L’HTAP est une maladie rare avec une prévalence minimum de 25 cas par million. Il existe 

différentes formes d’HTAP. La forme idiopathique, la forme héréditaire et la forme 

sporadique. Toutes ces formes d’HTAP sont caractérisées par une augmentation des 

résistances vasculaires pulmonaires avec une pression pulmonaire supérieure à 20mmHg. 

Cette résistance est liée à la prolifération cellulaire de la paroi des petites artérioles 

pulmonaires (inférieure à 500µm). Un dysfonctionnement des cellules endothéliales entraine 

une diminution de la production de substance vasodilatatrice/dilatatrice (telle que le 

monoxyde d’azote ou la prostacycline) et l’augmentation de substance vaso-constructive et 

proliférative (telle que l’endothéline). Différents types cellulaires sont impliqués dans le 

remodelage vasculaire (les cellules musculaires lisses, les fibroblastes, les cellules 

endothéliales ainsi que les cellules inflammatoires). Or, ce remodelage vasculaire par 

prolifération intimale et médiale est considéré comme un élément clé dans l’HTAP.                        

La vasoconstriction, le remodelage de la paroi des vaisseaux pulmonaire et la thrombose sont 

les facteurs principaux contribuant à l’augmentation des résistances pulmonaires dans l’HTAP. 

A terme, l’augmentation de la résistance cause une défaillance cardiaque droite.                              

La découverte de ces anomalies hémodynamiques a permis l’élaboration de différents 

médicaments : des inhibiteurs des récepteurs de l’endothéline, des inhibiteurs de la 

phosphodiestérase V et plusieurs dérivés de Prostacyclin. Ces médicaments améliorent les 

symptômes de la maladie, la tolérance à l’effort, l’hémodynamique de ces patients ainsi que 

leurs survies.  
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b) Classification 

L’hypertension pulmonaire (HTP) est un syndrome qui regroupe plusieurs maladies dont le 

point commun est l’augmentation de la pression artérielle pulmonaire. La classification établie 

lors du dernier congrès mondial sur l’hypertension pulmonaire visait à répertorier des 

catégories d’HTAP partageant la même physiopathologie ainsi que des caractéristiques 

cliniques et des options thérapeutiques similaires. Elle a permis de définir des groupes de 

patients homogènes afin de réaliser des études cliniques et d’obtenir l’approbation de 

traitements spécifiques de l’HTAP dans le monde210. Au sein de la catégorie HTAP, sept 

groupes d’HTAP ont été définis :  

- Groupe 1.1 : HTAP idiopathique correspondant à la forme sporadique de la maladie en 

l’absence d’antécédent familial d’HTAP ou de facteur de risque identifié. 

- Groupe 1.2 : HTAP familiale associée à des anomalies génétiques. 

- Groupe 1.3 : HTAP induite par des médicaments ou des toxines.  

- Groupe 1.4 : HTAP associée aux différentes pathologies (connectivites, VIH, élévation 

de la pression dans la circulation portale, cardiopathie congénitale, infection parasitaire du 

bilharziose). 

- Groupe 1.5 : HTAP associée aux répondeurs à long terme aux antagonistes calciques. 

- Groupe 1.6 : HTP avec signes évoquant une maladie veino-occlusive pulmonaire et/ou 

une hémangiomatose capillaire pulmonaire.  

- Groupe 1.7 : HTP persistante du nouveau-né. 

 

 

 

 

 

c) Epidémiologie 

L’HTAP est une maladie rare dont la prévalence mondiale est estimée à environ 15 à 50 cas 

par million d’habitants211. Comme pour la MVOP, cette prévalence est probablement sous-
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estimée. La forme idiopathique est la plus commune représentant plus de 30 à 50% des HTAP 

dans le monde occidental212,213.  L’âge moyen du diagnostic est autour de 50 à 65 ans pour les 

formes idiopathiques d’HTAP et plus basse chez les formes héritables d’HTAP compris entre 

31 et 45 ans. Il existe une prédominance féminine de la maladie214. En effet, les études 

cliniques ont montré que 62% à 80% des patients HTAP étaient de sexe féminin215, en 

particulier pour la forme héréditaire où la pénétrance de la mutation BMPR2 est estimée à 

42% chez les femmes et 14% chez les hommes216. Paradoxalement, les hommes atteints 

d’HTAP sont indépendamment exposés à une plus forte mortalité217. L’influence du sexe sur 

les mécanismes de la maladie n’est pas encore élucidée.  

d) Diagnostic 

Le diagnostic de l’HTAP a longtemps été porté tardivement. Le diagnostic d’une HTAP est 

souvent évoqué dans deux cadres contextuels : 

- Lors d’exploration de symptômes souvent peu spécifiques mais évocateurs comme 

une dyspnée d’effort inexpliquée. 

- Lors d’une recherche systématique de l’HTAP débutante dans des circonstances 

favorisantes préalablement identifiées (dépistage ou connaissance d’un facteur de risque).  

La symptomatologie clinique de l’HTAP est non spécifique. Le symptôme de la dyspnée à 

l’effort est présent dans plus de 90% des cas d’HTAP ; des douleurs thoraciques et des 

palpitations sont rapportées respectivement dans 46% et 33% des cas.  

L’examen clé du dépistage de l’HTAP est l’échographie cardiaque. Cet examen permet, en 

effet, d’estimer le niveau de pression artérielle pulmonaire (PAP) et d’évaluer son 

retentissement sur les cavités droites en mesurant différents paramètres : résistance 

vasculaire pulmonaire (RVP), taille ventricule gauche/Ventricule droit et fonction systolique 

droite218.  

Bien que l’échocardiographie permette de dépister l’HTAP, une confirmation par la réalisation 

d’un cathétérisme cardiaque droit est essentiel pour confirmer le diagnostic. L’HTAP est 

définie par une PAPm supérieure à 20mmHg au repos, associée à une pression capillaire 

inférieure à 15mmHg et une RVP supérieure à 3 unités de Wood (Figure 31). 
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Figure 31 : Schéma d'une mesure de pression pulmonaire par cathétérisme droit pour le diagnostic 
de l'HTAP 
(Issue de 219) 

Néanmoins, le consensus est de ne pas baser l’introduction des traitements spécifiques de 

l’HTAP sur les données de ces examens. En effet, ces examens ne permettent pas de 

différencier les différentes formes d’HTP. Des tests supplémentaires doivent donc être réalisés 

pour déterminer à quel groupe d’HTP appartient la maladie comme par exemple : les épreuves 

fonctionnelles respiratoires ou la tomodensitométrie thoracique219. Enfin, le diagnostic peut 

être précoce en présence d’une condition associée préalablement identifiée. Une stratégie de 

dépistage est mise en place en fonction du contexte du patient (Tableau 3). 

 

 

 

Substrate Further Assessment Rationale 

BMPR2 mutation 

Echocardiogram yearly; RHC if 

echocardiogram demonstrates evidence of 

PAH (high right ventricular systolic 

pressure or right heart chamber 

enlargement) 

Early detection of PAH; 20% chance of 

developing PAH 
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1st degree relative of patient with BMPR2 

mutation or within pedigree of 2 or more 

patients with a diagnosis of PAH 

Genetic counseling and recommendation 

for BMPR2 genotyping; proceed as above 

if positive 

Autosomal dominant transmission 

Systemic sclerosis 

Echocardiogram yearly; RHC if 

echocardiogram demonstrates evidence of 

PAH (high right ventricular systolic 

pressure or right heart chamber 

enlargement) 

About 8% (by RHC) −27% (by 

echocardiogram screening) prevalence of 

PAH in systemic sclerosis (27,78) 

HIV infection 

Echocardiogram if symptoms or signs 

suggestive of PAH; RHC if echo 

demonstrates evidence of PAH (high right 

ventricular systolic pressure or right heart 

chamber enlargement) 

0.5% prevalence of PAH 

Portal hypertension 

Echocardiogram if OLT considered; RHC 

if echocardiogram demonstrates evidence 

of PAH (high right ventricular systolic 

pressure or right heart chamber 

enlargement) 

4% prevalence of PAH in candidates for 

OLT; PAH is predictive of poor OLT 

outcome 

Prior appetite suppressant use 

(fenfluramine) 
Echocardiogram only if symptomatic 

Incidence of PAH is approximately 

0.005% if agent used greater than 3 

months 

Congenital heart disease with shunt 

Echocardiogram and RHC at time of 

diagnosis; consider repair of defect if 

significant L-R shunt present 

High probability of PAH developing in 

unrepaired shunt (Eisenmenger syndrome) 

Recent acute pulmonary embolism 

Ventilation-perfusion (V/Q) scintigraphy 3 

months after event if symptomatic; 

pulmonary angiogram if positive 

3% risk of chronic thromboembolic PH; 

negative VQ scan excludes chronic 

thromboembolism 

Sickle cell disease 

Echocardiogram yearly; RHC if 

echocardiogram demonstrates evidence of 

PAH (high right ventricular systolic 

pressure or right heart chamber 

enlargement) 

Increased mortality if PH present, early 

detection of PH, 30% develop PH, about 

10 

Tableau 3 : Dépistage recommandé en fonction du contexte 
(issue de 220) 

Une fois le diagnostic posé, différents traitements sont proposés aux patients. Ces traitements 

diffèrent en fonction du groupe d’HTAP auquel appartient la malade démontrant l’importance 

du diagnostic.  

 

e) Traitement 

 Il existe des traitements symptomatiques comme les anticoagulants221, les diurétiques en 

association avec un régime sans sel et l’oxygénothérapie222.  
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Les traitements spécifiques de l’HTAP tentent de s’opposer aux effets délétères de la 

vasoconstriction, de l’obstruction vasculaire pulmonaire par remodelage ou thrombose et de 

l’insuffisance cardiaque droite. Les principaux traitements actuels de l’HTAP ont pour cible la 

dysfonction endothéliale des artères pulmonaires (Figure 32).  

Figure 32 : Cibles des traitements actuels de l'hypertension artérielle pulmonaire 
Trois voies de signalisations impliquées dans la prolifération et la contraction des cellules musculaires 
lisses dans la paroi des artères pulmonaires des patients HTAP sont présentées sur le schéma. Ces voies 
de signalisation correspondent aux principales cibles thérapeutiques de l’HTAP. En tête de figure, 
l’artère pulmonaire (diamètre < 500µm) d’un patient HTAP montre une prolifération intimale et une 
hypertrophie de la média. La dysfonction endothéliale se traduit par une diminution de la production 
de la prostacycline et de monoxyde d’azote associée à une augmentation de la production 
d’endothéline 1. Ces modifications conduisent à une vasoconstriction et une prolifération des cellules 
musculaires lisses des artères pulmonaires. Les principales thérapies de l’HTAP ont pour but de corriger 
les déséquilibres induits par la dysfonction endothéliale. cAMP = Adénosine monophosphate cyclique, 

cGMP = Guanosine monophosphate cyclique (issue de 223) 

 Les inhibiteurs calciques  

Malgré leur faible efficacité sur le remodelage pulmonaire, les inhibiteurs calciques peuvent 

influer sur la vasoconstriction. Ils peuvent donc être utilisés chez certains patients dont les 
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phénomènes de vasoconstriction prédominent sur les phénomènes de remodelage. Ces 

patients dits « répondeurs » sont identifiés par un test hémodynamique (une diminution de 

la PAPm de 10 mmHg minimum et inférieur à 40 mmHg et un débit cardiaque normal ou 

élevé)224. Malheureusement ils ne représentent qu’environ 10% de l’ensemble des patients 

présentant une HTAP idiopathique225. Dans les autres formes d’HTAP, en particulier d’origine 

génétique, les répondeurs aux inhibiteurs calciques sont exceptionnels226.  

 Les dérivés de la prostacycline  

La prostacycline (PGI2) est produite par les cellules endothéliales et entraine une relaxation du 

muscle lisse vasculaire ainsi qu’une inhibition de l’agrégation plaquettaire par le biais d’une 

augmentation de la concentration intracellulaire d’AMP cyclique.  De plus, ses effets anti-

prolifératifs sur les cellules musculaires lisses (CML) rendent les dérivés de la PGI2 

particulièrement intéressants pour le traitement de l’HTAP.  

Le traitement par PGI2 a prouvé qu’il apportait une amélioration significative des symptômes 

cliniques et hémodynamiques ainsi qu’une réduction de la mortalité. Ce traitement est 

indiqué et approuvé pour l’HTAP idiopathique, familiale ou associé aux connectivités227. Des 

complications peuvent survenir à cause du mode d’administration par cathéter comme une 

thrombose ou une infection228. Ainsi, certains dérivés de la PGI2, délivrés sous d’autres formes 

(sous-cutanée, inhalée ou orale), ont été développés229.  

 Antagonistes des récepteurs de l’endothéline 

L’endothéline 1 (ET-1) est un puissant vasoconstricteur et un facteur favorisant la prolifération 

des CML, contribuant ainsi à l’augmentation du tonus vasculaire pulmonaire et à 

l’hypertrophie des parois artérielles pulmonaires.  

 

 

 

Il existe trois antagonistes des récepteurs de l’endothéline sur le marché :  

- Le bosentan : antagoniste mixte des récepteurs de l’endothéline améliorant les 

capacités à l’effort, l’hémodynamique et allonge le délai avant aggravation clinique230.  
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- Le sitaxsentan : antagoniste sélectif des récepteurs A de l’ET-1 possédant un effet très 

positif sur le test temps de marche 6 minutes et l’hémodynamique231.  

- L’ambrisentan : autre antagoniste sélectif des récepteurs A de l’ET-1 ayant les mêmes 

effets positifs que le sitaxsentan, avec cependant l’apparition plus fréquente d’œdème 232.  

Les antagonistes des récepteurs de l’ET-1 sont des médicaments utilisables par voie orale.  

 Inhibiteur de la phosphodiestérase 5 (PDE5) 

L’inhibition de la PDE5 est à l’origine d’une augmentation de la concentration intracellulaire 

de GMP cyclique avec pour conséquence une relaxation du muscle lisse vasculaire pulmonaire 

et une inhibition de la prolifération des CML. Ces médicaments présentent l’avantage d’une 

administration par voie orale et de l’absence d’effets secondaires hépatiques233.  

 Modulateurs de la voie BMP 

Récemment, un essai clinique porté sur 106 patients HTAP recevant déjà un traitement de 

fond pour l’HTAP, a démontré l’efficacité du médicament Sotatercept contre l’HTAP familiale 

et idiopathique. Sotatercept est une protéine de fusion entre la partie extracellulaire du 

récepteur de l’activine de type IIA (ActRIIA) et un fragment d’une immunoglobuline IgG1.         

Ce médicament agit comme un piège séquestrant les ligands d’ActRIIA permettant de 

restaurer l’équilibre entre la voie inhibitrice de la prolifération des BMPs et la voie pro-

proliférative du TGF-β234 (Figure 33).  
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Figure 33 : Proposition du mécanisme d’action du sotatercept dans l’HTAP 
Les mécanismes d’action de sotatercept  influent sur le déséquilibre de la voie inhibitrice des BMPs et 
la voie pro-proliférative du TGF-β. L’HTAP est associée à une dérégulation de  la voie du récepteur de 
type II des BMP (BMPRII) associé au SMAD1/5/8 dans les cellules musculaires lisses et cellules 
endothéliales. La baisse d’activité de la voie BMPRII-SMAD1/5/8 conduit à l’augmentation de la 
production de ligand comme l’activine A ou les facteurs de différenciation 8 et 11 (GDF8 et GDF11) 
contribuant à la suractivation de la voie de l’activine-récepteur de type IIA (ActRIIA) associé au 
SMAD2/3. L’augmentation de la prolifération des SMAD2/3 favorise l’expression de l’antagoniste 
endogène gremlin-1 et noggin. Ces mécanismes aboutissent à une réduction de la voie antiproliferative 
tout en augmentant la voie pro-proliférative. En piégeant les ligands de ActRIIA, Sotatercept diminue 

la voie ActRIIA-SMAD2/3 (issue de 234) 
 

Après 24 semaines de traitement sous sotatercept, les patients HTAP présentent des 

résistances vasculaires pulmonaires significativement diminuées par rapport aux patients 

HTAP traités avec le placebo. De plus, ces patients ont une meilleure capacité à l’effort (test 

de marche de six minutes) ainsi qu’une amélioration de différents biomarqueurs de la fonction 

cardiaque234. D’une part, cette étude représente un espoir pour l’émergence d’un traitement 

curatif de l’HTAP ; d’autre part, elle apporte des précisions sur les mécanismes 

physiopathologiques liés à BMPRII dans l’HTAP (détaillés dans la partie 3.3.a de ce 
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chapitre).Malgré les avancées dans la prise en charge des patients atteints de l’HTAP, les 

traitements actuels ne permettent pas de guérir de cette maladie grave mais ils constituent 

des traitements symptomatiques qui ont considérablement amélioré la survie des patients 

(60% de survie à 5 ans) et leur qualité de vie. Leurs effets tendent à diminuer au cours de 

l’évolution, obligeant à recourir à la transplantation pulmonaire.  
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3.2. Génétique de l’HTAP 

La description de formes familiales d’hypertension artérielle pulmonaire a été à l’origine de 

l’indentification des facteurs génétiques expliquant ainsi la prédisposition génétique à la 

maladie. L’exploration génétique de l’HTAP fait aujourd’hui partie intégrante de l’investigation 

de cette maladie depuis l’identification d’un gène majeur : le gène BMPR2. D’autres gènes ont 

cependant aussi été identifiés et sont responsables d’HTAP, soit dans le cadre de maladies 

génétiques (formes syndromiques), soit dans le cadre d’HTAP isolé (formes non 

syndromiques).  

a) Mutation BMPR2 

Grâce à l’étude des familles atteints d’HTAP, le gène BMPR2 a été identifié comme le gène 

majeur de prédisposition à l’HTAP235. Le modèle de transmission génétique est de type 

dominant avec pénétrance incomplète. Ainsi des mutations du gène BMPR2 sont retrouvées 

dans 70% des formes familiales ainsi que dans 15-20% des formes sporadiques dites 

idiopathiques236. La pénétrance de ces mutations semble dépendante de l’âge et du sexe du 

patient (la pénétrance est estimée à 42% chez les femmes et 14% chez les hommes)216.              

Les mutations du gène BMPR2 observées au cours de l’HTAP sont de différentes types, selon 

le domaine ou elles sont situées. Elles peuvent être de tout type, entrainant un stop codon 

prématuré (insertion-délétion, codon stop prématuré) dans les différents domaines du 

récepteur237 (Figure 34).  

Figure 34 : Les mutations BMPR2 associées à l’HTAP 
Les barres de mesure rouges représentent les différentes catégories de mutation et leur occurrence 

relative dans l’exon. TM region : Transmembrane region (issue de 237) 

 

Dans tous les cas, ces mutations entrainent des pertes de fonction de l’allèle à l’état 

hétérozygote. La perte de fonction d’un seul allèle suffit à entrainer une susceptibilité à la 

maladie. La perte de fonction des deux allèles est non viable238. 
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 Voie de signalisation BMPR2 

Le gène BMPR2 code pour un récepteur membranaire de la superfamille du TGF-β. La famille 

de ces récepteurs se divise en deux catégories : les sept récepteurs de type I (ALK1-7) et les 

quatre récepteurs de type II : BMPRII, ACVR2a, ACVR2b et TGFβR1. Les récepteurs de type II 

forment un complexe avec un récepteur de type I en présence du ligand. La famille des 20 

BMPs (Bone Morphogenic Proteins) sont des ligands de ces récepteurs. Ces derniers sont 

divisés en quatre groupes : BMP2/4, BMP5/6/7/8, BMP9/10 et BMP12/13/14. Chaque ligand 

possède une affinité plus ou moins importante avec les différents récepteurs (Figure 35).         

En présence du ligand, BMPRII phosphoryle le récepteur de type I qui va assurer la 

transmission du signal intra-cellulaire par phosphorylation des récepteurs SMAD 1, 5 et 8. Le 

complexe SMAD1/5/8 phosphorylé migre vers le noyau en étant associés avec une navette 

commune au SMAD, le co-SMAD4. Dans le noyau, les SMAD induisent un signal 

transcriptionnel. La voie de signalisation passe aussi par la phosphorylation des MAP-kinases, 

p38 et Erk1/2 de façon indépendante des SMAD239. La complexité de la voie de signalisation 

BMP est augmentée par la multiplicité des ligands, par les inhibiteurs de la voie et par les 

différents types de phosphorylation des SMAD qui modulent leur activité.  
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Figure 35 : Schéma de la voie de signalisation de BMPR2 
Schématisation des liaisons entre les ligands et les récepteurs BMPR2 associés aux différents 
récepteurs de type 1 (ACVR1, BMPR1a, BMPR1b et ALK1). Les ligands BMP4 et BMP6 se lient au 
complexe BMPR2-ACVR1 ; BMP2, BMP4 et BMP6 se lient au complexe BMPR2 et BMPR1a ; BMP2 et 
BMP4 se lient au complexe BMPR2 et BMPR1b ; et BMP9 et BMP10 se lient à BMPR2-ALK1. L’activité 
d’ACVR1 est inhibée par son interaction avec FKBP12. L’endogline (EGN), un corécepteur d’ALK1, 
favorise la formation de ce complexe. La liaison des ligands avec les récepteurs entraine la 
phosphorylation des SMAD1/5/8 qui se lient à SMAD4. Ce complexe SMAD transloque vers le noyau 
et induit l’expression de gènes cibles. Il existe une boucle de rétroaction grâce aux SMAD6 et SMAD7 
qui inhibe la voie de signalisation en se liant aux récepteurs de type 1. Les protéines MAPK, LIMK, 
ROCK, et Rho sont activées indépendamment de la voie SMAD (issue de 240) 

De nombreux gènes cibles de la voie BMP jouent un rôle dans la différenciation cellulaire lors 

de l’embryogenèse241, en particulier lors du développement vasculaire242. En effet, de 

nombreuses études ont démontré l’importance de la voie BMP dans la croissance, la 

différenciation et l’apoptose des cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses 

vasculaires pulmonaires243–246.  

 

 

 Caractéristiques de l’HTAP associé à une mutation du gène BMPR2 
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Chez les patients ayant une mutation délétère de BMPR2, la maladie est diagnostiquée en 

moyenne environ dix ans plus tôt que les sujets non mutés. Les signes hémodynamiques sont 

plus sévères dans les formes avec mutation que sans mutation. Le taux de survie est identique 

mais l’âge du  décès est significativement plus jeune247. Les mutations BMPR2 semblent donc 

favoriser le déclenchement de la maladie de façon plus précoce. Les mécanismes expliquant 

pourquoi les porteurs de la mutation BMPR2 déclenchent l’HTAP ne sont pas encore 

totalement élucidés. Un ensemble d’études in vitro ont montré que la plupart des mutations 

BMPR2 retrouvées chez les patients HTAP conduisent à une déficience du signal SMAD et ainsi 

une baisse d’activité de la voie BMP248.  

L’hypothèse principale est que l’altération de la voie BMP conduit à la suractivation de la voie 

TGF-β aboutissant à une prolifération des CML et des cellules endothéliales dans les artérioles. 

L’activation de la voie BMP inhibant la prolifération des CML renforce cette hypothèse249–251. 

Le mécanisme proposé est le suivant : la baisse d’activité de la voie BMPRII-SMAD1/5/8 

conduit à l’augmentation de la production des ligands activines, comme l’activine A, ou les 

facteurs de différenciation, comme GDF8 et GDF11, contribuant à la suractivation de la voie 

du récepteur de l’activine de type IIA (ActRIIA) associée au SMAD2/3252–254. L’augmentation 

de la prolifération des SMAD2/3 favorise l’expression des antagonistes endogènes des BMPs 

gremlin-1 et noggin255. Ces mécanismes aboutissent à une réduction de la voie 

antiproliférative tout en augmentant la voie pro-proliférative. Etant donné que la voie de 

signalisation BMPRII est aussi impliquée dans le développement des patients atteints d’HTAP 

idiopathique256, ce déséquilibre de la voie antiproliférative BMPRII-SMAD1/5/8 et de la voie 

pro-proliférative TGF-β semblent être un mécanisme physiopathologique central dans le 

développement du remodelage artériel observé dans l’HTAP.  

 

 

 

b) Les autres gènes de la voie BMP 

Bien que moins fréquentes que la mutation BMPR2, d’autres mutations de gènes impliqués 

dans la voie de signalisation BMP ont été identifiées. C’est le cas de la mutation du gène 

ACVRL1 et ENG. Les mutations du gène ACVRL1 et du gène ENG sont associées au 
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développement de la maladie de Rendu-Osler ou télangiectasie héréditaire257. Des études ont 

rapporté que l’HTAP est une complication rare mais très sévère de cette maladie258. Dans ce 

cas, la mutation en cause est le gène ACVRL1 codant pour le récepteur ALK1. Ce dernier est 

un récepteur de type 1 qui, associé au BMP9, régule la voie de signalisation des BMP dans les 

cellules endothéliales259.En criblant les différents gènes candidats de la voie BMP, des équipes 

ont identifié des mutations du gène SMAD8 (ou SMAD9) ainsi que le gène GDF2 (codant pour 

le ligand BMP9) comme de potentiels nouveaux gènes de l’HTAP familiale260. La découverte 

de ces gènes renforce l’importance de la voie BMPR2 dans la physiopathologie de l’HTAP. 

Les variants du gène CAV1, codant pour la cavéoline impliquée dans la voie du TGF-β, ont été 

retrouvés chez des patients atteints de lipodystrophie associée à une HTAP ainsi que chez des 

patients diagnostiqués HTAP de forme idiopathique et héritable261. Il a été montré qu’une 

mutation  du gène CAV1 entrainant un changement des 20 acides aminés C-terminaux, 

conduisait à la baisse de fonction antiproliférative de cavéoline 1262.  

c) Les autres gènes en dehors de la voie BMP 

La voie BMPR2 ne semble pas la seule voie impliquée dans le développement de l’HTAP.  

Par exemple, l’identification des mutations du gène KCNK3 a mis en évidence le rôle 

pathologique du dérèglement du courant potassique, en particulier dans les cellules 

musculaires lisses, dans l’HTAP263,264. La voie de l’angiogenèse est particulièrement étudiée à 

travers les récepteurs du VEGFA. Chez des patients HTAP, Eyries et coll ont récemment 

identifié des mutations dans le gène KDR, codant pour le récepteur 2 au VEGFA : VEGFR2265. 

L’activation de ce récepteur dans les cellules endothéliales initie l’angiogenèse tout en 

favorisant la prolifération, la survie et la migration cellulaire266. L’inhibition de VEGFR2 par 

l’injection du SU5416 (également connu sous le nom de sugen ou semaxanib) en combinaison 

d’une hypoxie, déclenche une hypertension pulmonaire chez le rat267. Les mécanismes 

physiopathologiques mis en place dans ce modèle de rat peuvent donc être similaires à ceux 

des patients mutés pour le gène KDR. 

Graf et coll ont  mis en évidence la présence de variants hétérozygotes des gènes ATP13A3, 

AQP1 et SOX17 dans une cohorte de patients HTAP268. La mutation de ATP13A3 perturbe les 

échanges des canaux ioniques tandis que les mutations des gènes AQP1 et SOX17 altèrent la 

production de la β-catenine269–271. Cependant, des études préliminaires suggèrent que la 
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mutation ATP13A3 diminue la prolifération des cellules endothéliales tout en favorisant la 

résistance à l’apoptose et que la mutation du gène AQP1 intervient dans l’angiogénèse270,272.  

Une étude portée sur 256 patients a montré que la mutation SOX17 est présente chez 3,2% 

de patients atteints d’HTAP, associés aux maladies cardiaques congénitales et 0,7% de 

patients atteints d’HTAP idiopathique273. En interaction avec la voie NOTCH, la protéine SOX17 

est impliquée dans l’embryogénèse274. Comme ATP13A3 et AQP1, les mécanismes de l’HTAP 

liés à la mutation SOX17 ne sont pas encore compris.  

Enfin, la mutation du gène TBX4 a initialement été identifiée chez des enfants atteints 

d’HTAP275. Une étude portant sur 155 enfants et 257 adultes atteints d’HTAP a identifié la 

présence majoritaire d’une mutation sur le gène TBX4 dans la cohorte des enfants HTAP par 

rapport à la cohorte des adultes HTAP276. Les enfants porteurs d’une mutation du gène TBX4 

développeront une HTAP sévère et plus précoce  que les patients porteurs de la mutation 

BMPR2277. TBX4 possède un rôle important dans l’embryogénèse278 ; son lien avec le 

déclenchement de l’HTAP reste à déterminer. 
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Figure 36 : Gène de prédisposition de l'HTAP familiale 
Plusieurs variants génétiques associés à l’HTAP familiale sont impliqués dans la voie BMP : BMPR2, 
ACVRL1, ENG, SMAD4, SMAD9 et CAV1. KCNK3 code pour une protéine du courant potassique.                 
La protéine ATP13A1 est présente dans le compartiment endosomal de la cellule. SOX17 et TBX4 

codent pour des facteurs de transcription (issue de 279) 

Plusieurs gènes sont reconnus à l’origine d’une prédisposition à l’HTAP. Leurs mécanismes 

convergent pour favoriser une perte partielle de l’activité BMP et une suractivation de la voie 

pro-proliférative de la voie TGFβ. Cependant, des voies liées à l’angiogenèse, l’embryogénèse 

et aux canaux potassiques, semblent aussi jouer un rôle dans la pathogénèse de l’HTAP. Même 

si plusieurs mécanismes physiopathologiques restent à élucider, l’identification de ces 

différentes mutations représente une belle avancée pour le diagnostic de l’HTAP.  
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3.3. Physiopathologie de l’HTAP 
 

a) Anatomopathologie de l’HTAP 

Dans l’HTAP, les lésions vasculaires sont majoritairement artérielles. Les artères, entre 70µm 

et 500µm de diamètre, ainsi que les artérioles, entre 20µm et 70µm, sont obstruées par une 

muscularisation anormale et une inflammation non contrôlée. L’HTAP est caractérisée par des 

lésions et des anomalies structurelles telles que : 

- Les lésions plexiformes. Du fait d’une prolifération des cellules endothéliales,  

myofibroblastes et cellules musculaires lisses (CML), ces lésions s’organisent en canaux 

microvasculaires endoluminaux dans une matrice oblitérante riche en collagène280 (Figure 

37a-c). 

- Les lésions intimales.  Une accumulation de myofibroblastes, de matrice extracellulaire 

et d’infiltrat inflammatoire forme une couche supplémentaire entre l’endothélium et 

l’élastique interne artériel. Ces lésions peuvent être excentriques ou concentriques281 (Figure 

37g-h) 

- Hypertrophie de la media. La prolifération et la résistance à l’apoptose des CML 

pulmonaires induit un épaississement de la média des artères pulmonaires281 (Figure 37i) 
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Figure 37 : Caractéristiques histologique de l'HTAP 
a-c) Lésions plexiformes ; d) Lésions fibrovasculaires atypiques principalement retrouvées chez les 
formes BMPR2 mutées ; e-f) Thrombose ; g) Fibrose intimale concentrique non laminaire h) fibrose 
intimale excentrique i) hypertrophie de la média j) Fibrose intimale concentrique avec un aspect en 

«bulbe d'oignon » (issue de 281) 

 

L’HTAP se caractérise par la vasoconstriction, le remodelage de la paroi des vaisseaux 

pulmonaires et la thrombose. Ces processus contribuent à la rigidification et à l’obstruction 

des artères pulmonaires conduisant à une augmentation des résistances à l’écoulement du 

sang.  

b) Pathogénèse de l’HTAP 

L’HTAP recouvre une physiopathologie multifactorielle dans laquelle plusieurs gènes assurant 

des fonctions différentes ont été repérés comme étant à l’origine d’une prédisposition 

génétique à l’HTAP. Cependant, les recherches sur cette maladie ont pu mettre en évidence 

des mécanismes pathologiques communs aux différentes forme d’HTAP. Ceux-ci sont guidés 

par l’interaction complexe entre les différentes populations cellulaires présentes dans la paroi 

vasculaire, la suractivation de la réponse inflammatoire et immunitaire ainsi que la 

dérégulation de la matrice extracellulaire (Figure 38).  
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Figure 38 : Mécanismes impliqués dans la pathogénèse de l’HTAP. 
Toutes les couches de la paroi vasculaire sont impliquées dans le développement de l’HTAP. L’état 
basal est représenté à gauche de la figure, les anomalies liées à l’HTAP sont soulignées au centre de la 
figure et les conséquences sont détaillées à droite de la figure. Les effets principaux de ces anomalies 
sont : la vasoconstriction, l’inflammation, la thrombose ainsi qu’une population de cellules 
endothéliales prolifératives et résistantes à l’apoptose favorisant la vasoconstriction et une fibrose 
excessive. Ce remodelage vasculaire augmente les résistances pulmonaires et conduit à une 

insuffisance cardiaque droite (issue de 282) 

 

 

 Dysfonction endothéliale 
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Les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses et les fibroblastes jouent un rôle dans 

l’initiation et/ou l’évolution des lésions artérielles pulmonaires caractéristiques de l’HTAP. 

Les CML sont les acteurs principaux de la néo-muscularisation des artères pulmonaires tandis 

que les myofibroblastes participent au remodelage de l’intima. La prolifération des cellules 

endothéliales conduit à la formation de lésions plexiformes283. Les mécanismes provoquant la 

muscularisation et cette prolifération anormale, demeurent inconnus.  

Cependant, les cellules endothéliales sont soupçonnées d’être la source principale de 

médiateurs favorisant le remodelage vasculaire tels que les facteurs de croissance (FGF-2, la 

sérotonine-5 ou l’angiotensine II), les peptides vasoactifs (NO, PGI2 et ET1), les cytokines (IL6 

et IL1), les chimiokines (MCP-1) et enfin les adipokines (leptine)284–290. Dans l’HTAP, cette 

surproduction paracrine de médiateurs est associée à une dysfonction endothéliale. Cette 

dysfonction endothéliale entraine un déséquilibre vasodilatation/vasoconstriction. La 

surexpression de l’ET-1, une synthèse diminuée du NO et de la prostacycline de l’endothélium 

des patients HTAP, contribuent à la composante vasoactive de l’HTAP291–293. Or la plupart des 

stimuli qui augmentent fortement la vasoconstriction, provoquent également une 

prolifération cellulaire et jouent donc un rôle probable dans le remodelage artériel 

pulmonaire.  

Les cellules endothéliales présentes dans les lésions vasculaires de l’HTAP présentent un 

phénotype pro-prolifératif et résistant à l’apoptose294. Dans les lésions plexiformes, les 

cellules endothéliales expriment les marqueurs de la prolifération (KI67/MIB1), de 

l’angiogenèse et de la survie cellulaire (VEGF, VEGFR, HIF-1a et 1B)295,296.  

Chez les porteurs de la mutation BMPR2, cet état prolifératif semble être lié à la baisse 

d’activité de BMP et ainsi la suractivation de la voie pro-proliférative du TGFB (voir partie 

3.2.a). La pénétrance de la mutation étant incomplète, il est possible qu’un second facteur 

environnemental et/ou génétique soit à l’origine de la prolifération endothéliale au cours des 

HTAP idiopathiques.  Des équipes ont suggéré que la prolifération des cellules endothéliales 

pouvait être liée au recrutement des cellules progénitrices297. En effet, certains médiateurs 

secrétés lors d’une dysfonction endothéliale, comme l’IL6 et FGF2, sont à l’origine du 

recrutement et de la différentiation des péricytes pulmonaires298. 
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Chez le rat, il a été montré que l’association du blocage chronique de VEGFR2 et de l’hypoxie 

chronique pouvait causer une dysfonction cellulaire endothéliale et une mort cellulaire 

permettant de sélectionner un phénotype prolifératif et résistant à l’apoptose parmi les 

cellules endothéliales. La sélection de cellules endothéliales ayant un phénotype résistant à 

l’apoptose pourrait être essentielle à la prolifération des cellules endothéliales des artères 

pulmonaires299,300. La diminution d’expression de la caspase 3 clivée et de PPARγ (deux 

protéines liées aux processus antiprolifératifs et pro-apoptotiques) est observée dans les 

cellules endothéliales présentes dans les lésions plexiformes des patients HTAP et renforce 

cette hypothèse294,301.  

Une hyperactivation du facteur de transcription STAT3 a été reportée dans le modèle HTAP 

du rat monocrotaline302. Ce facteur de transcription possède un rôle important dans la 

prolifération endothéliale303. Etant donné qu’une augmentation de la phosphorylation de 

STAT3 est retrouvée chez les patients atteints d’HTAP idiopathique ou familiale294,304 , les 

mécanismes associés à cette sélection de cellules endothéliales prolifératives et résistantes à 

l’apoptose semblent liés à l’activation du facteur de transcription STAT3.   

Enfin, la dysfonction endothéliale peut être associée à une communication aberrante entre 

les cellules endothéliales et les autres cellules de la paroi vasculaire. Certains médiateurs 

comme FGF2, la sérotonine, PDGF et EGF favorisent la contraction, la prolifération et la survie 

cellulaire des CML des artères pulmonaire305,306. L’augmentation de la transition endothelio-

mésenchymateuse (endoMT) est aussi observée chez les patients HTAP ajoutant des 

précisions au modèle de développement des lésions vasculaires artérielles de l’HTAP307. 

 L’inflammation 

Des études ont montré l’importance de l’inflammation dans la progression pathologique de 

l’HTAP. Tout d’abord, les études histologiques des patients HTAP confirment la présence 

d’infiltrats inflammatoires périvasculaires autour des vaisseaux remodelés incluant les lésions 

plexiformes. Ces infiltrats sont essentiellement composés de macrophages, de mastocytes, de 

monocytes et de lymphocytes T (Figure 39)308.  

Des cellules dendritiques ont aussi été retrouvées dans l’adventice et la média d’artères 

pulmonaires humaines de patients atteints d’HTAP309. Les rôles des lymphocytes NK, des 
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macrophages et des neutrophiles dans l’HTAP sont particulièrement étudiés pour leurs 

potentielles implications dans le remodelage vasculaire. Les cellules NK isolées des patients 

HTAP possèdent un phénotype anormal (réponse accrue au TGF-β, diminution des récepteurs 

aux immunoglobulines, baisse de production de MMP9) et favorisent l’immunité adaptative 

pathologique310. Les macrophages s’accumulent autour des lésions périvasculaires retrouvées 

chez les patients HTAP311. Cependant, il semblerait que le type et la localisation des 

macrophages soit un facteur particulièrement important. En effet, une atténuation de 

l’élévation des pressions artérielles pulmonaires est observée chez des rats exposés à 

l’hypoxie, lors d’une déplétion intratrachéale de macrophages mais pas lors d’une déplétion 

intrapéritonéale de macrophages312. Des chercheurs ont ainsi émis l’hypothèse que, dans le 

développement de l’HTAP, le phénotype des macrophages évolue au cours du temps.  

Enfin, les neutrophiles sont une population de cellules inflammatoires dont l’implication dans 

l’HTAP a longtemps été négligée. Pourtant, des études récentes ont montré l’élévation du 

niveau de myélopéroxydase (MPO) et d’élastase neutrophile (EN), deux protéines exprimées 

par les neutrophiles, dans le plasma des patients atteints HP313. De plus, l’injection d’inhibiteur 

d’EN atténue le remodelage vasculaire observé dans le modèle de rat HTAP injecté à la 

monocrotaline314. Il semblerait que les neutrophiles participent au remodelage vasculaire à 

travers la nétose, processus qui libère des fibres composées d'ADN et de protéines, et dont la 

fonction est de piéger des micro-organismes pathogènes. La nétose a été observée dans les 

lésions plexiformes des patients atteints d’HTAP idiopathique315. 
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Figure 39 : Cellules inflammatoires impliquées dans l'HTAP 
L’activation de ces cellules immunitaires conduit au recrutement de médiateurs cellulaires comme la 

sécrétion de cytokines, d’anticorps et de protéine cytotoxiques (issue de 316) 
 

Des follicules lymphoïdes tertiaires, connectés aux vaisseaux lymphatiques, ont été identifiés 

à proximité d’artères pulmonaires remodelées317. De plus, la présence d’auto-anticorps 

circulants (anticorps anti-nucléaire, anti-fibroblaste, anti-cellule endothéliale), présents chez 

10% à 40% des patients atteints d’HTAP idiopathique, traduit l’implication possible d’une 

auto-immunité dans la physiopathologie de l’HTAP318,319. 

Les patients HTAP présentent une augmentation des cytokines circulantes (IL1-β, 1L6 et 

IL8)320,321 et des chimiokines (CCL2/MCP-1, RANTES et CX3CL1)322–324. Ces médiateurs 

inflammatoires sont le signe d’une inflammation chronique et peuvent être utilisés comme 

biomarqueur pronostique, comme l’IL6 dont le niveau de production est corrélé à la durée de 

survie des patients atteints d’HTAP idiopathique321. En plus de leur rôle pro-inflammatoire, 

ces molécules peuvent aussi participer au remodelage vasculaire. En effet, des études 

montrent l’implication de l’IL1-β dans la prolifération des CML via la voie IL1R1/MYD88 tandis 

que l’IL6 participe à leur résistance à l’apoptose325,326.  

Aujourd’hui, il est encore difficile de savoir si l’inflammation est une cause ou une 

conséquence de l’HTAP. En effet, l’infection, les médicaments ou les toxines peuvent être des 

facteurs déclenchant l’HTAP, en particulier dans la forme héritable puisque la pénétrance de 

la mutation BMPRII est incomplète. Malgré les zones d’ombre sur son mécanisme d’activation, 

l’inflammation reste un processus central au développement de l’HTAP 
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De nombreuses incertitudes demeurent quant aux mécanismes physiopathologiques de la 

maladie veino-occlusive pulmonaire. L’identification du variant génétique EIF2AK4 

responsable de la forme héréditaire de la maladie a cependant ouvert de nouvelles pistes pour 

la compréhension de cette maladie. En effet, la forme héréditaire est transmise de façon 

autosomique récessive par mutations bialléliques du gène EIF2AK4 invalidant la fonction du 

gène. La pénétrance de la maladie est très élevée et elle survient depuis la naissance jusqu’à 

l’adulte jeune. Etant donné que les patients atteints de MVOP héréditaire déclenchent la 

maladie à des âges très différents, il est supposé qu’un facteur supplémentaire, d’origine 

environnementale, génétique ou épigénétique, soit responsable du déclenchement de la 

maladie. Au vu du rôle essentiel de GCN2 dans la réponse au manque en acides aminés, cette 

kinase est le plus souvent étudiée dans les organes liés au métabolisme comme le foie ou 

l’intestin. Ainsi, peu de données ont été publiées sur le rôle de GCN2 au niveau pulmonaire. 

Notre premier objectif a donc été d’explorer, au niveau pulmonaire, les mécanismes 

moléculaires et cellulaires mis en jeu lors d’un stress métabolique chez des animaux ayant une 

perte de fonction de GCN2. 

Pour cela, nous avons créé un modèle de rat unique en invalidant le gène EIF2AK4 par la 

technique de CrispR-Cas9 et obtenu plusieurs lignées de rats porteuses de délétions 

homozygotes de tailles différentes. Contrairement à l’homme, le rat ne déclenche pas la 

MVOP spontanément. Différents stimuli ont donc été testés afin d’observer des différences 

physiologiques chez les rats Gcn2-/- comparés aux rats non mutés appelés wild-type (WT). 

Ainsi, l’injection d’asparaginase (enzyme déplétant les cellules en asparagine et en glutamine) 

nous a permis de mettre en place un protocole différenciant les rats Gcn2-/- des WT par leurs 

phénotypes. En effet, les rats Gcn2-/- meurent 6 jours après l’injection contrairement aux WT 

qui ne montrent aucun effet indésirable notable.  

Conscients du délai trop court pour déclencher une maladie pulmonaire telle que la MVOP, 

nous avons décidé de nous concentrer sur les mécanismes pulmonaires mis en place chez les 

rats Gcn2-/- 3 jours après l’induction du stress métabolique. Nous émettons l’hypothèse que 

ces mécanismes pourraient nous aider à comprendre les mécanismes physiopathologiques de 

la maladie et ainsi nous donner des indices supplémentaires quant aux facteurs permettant 

de déclencher la MVOP chez les rats Gcn2-/-. 
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Etant donnée la difficulté rencontrée pour établir un modèle murin de la MVOP, il nous a 

semblé judicieux d’enrichir notre étude avec des analyses issues de données humaines. En 

collaboration avec le Centre de Référence de l’hypertension pulmonaire de L’hôpital Bicêtre 

et de l’hôpital Marie Lannelongue, une analyse du transcriptome par séquençage à haut débit 

(RNAseq) a été réalisée sur : 4 échantillons de poumons humains atteints de MVOP 

héréditaire, 4 échantillons de poumons humains atteints d’HTAP idiopathique et 8 

échantillons de poumons humains sains. L’objectif de cette étude était d’une part, de 

comparer les deux maladies MVOP et HTAP et d’autre part, d’élucider les voies majoritaires 

liées à la perte de fonction de GCN2 chez les patients MVOP.  

Même si notre modèle de rat Gcn2-/- ne déclenche pas de MVOP, il demeurera intéressant de 

comparer les résultats de nos deux études afin de mettre en exergue les différences 

potentielles entre les deux espèces avec comme objectif final d’élucider les mécanismes liés 

à la perte de fonction de GCN2 et de les relier au déclenchement de la MVOP. 
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Projet n°1 : Analyse des mécanismes liés à la perte de fonction 

de GCN2 en réponse à un stress métabolique chez le rat. Liens 
avec la MVOP 
 

Introduction  

General control nonderepressible 2 (GCN2) appartient à une famille de quatre kinases :HRI, 

PERK et PKR qui s’activent en réponse à différents stress cellulaires.  

- PERK (protein kinase R (PKR)-like endoplasmic reticulum kinase) est activée par le 

stress du réticulum endoplasmique  

- HRI (Heme-regulated eIF2α kinase) est activée par la carence en hème  

- PKR (protein kinase R) est activée par les ARN doubles brins et GCN2 par le manque en 

acides aminés  

En réponse à leurs stress métaboliques respectifs, chacune d’entre elles phosphoryle la sous-

unité α du facteur d’initiation de la traduction eIF2 et déclenche l’Integrated Stress Response 

(ISR). Considérée comme l’une des voies de signalisation les plus importantes de la cellule 

eucaryote, l’ISR joue un rôle prépondérant dans l’adaptation de la cellule au stress. En effet, 

la phosphorylation d’eIF2α a pour conséquence l’inhibition de la formation du complexe 

d’initiation de la traduction, entrainant une forte diminution de la synthèse protéique. Dans 

ces conditions et grâce à une structure particulière de sa région 5’ non traduite, la traduction 

du messager du facteur de transcription ATF4 est augmentée. ATF4 peut alors induire la 

transcription de gènes cibles possédant dans leurs promoteurs des éléments de réponse au 

stress auxquels la cellule est soumise.  

La maladie veino-occlusive pulmonaire (MVOP) est une forme rare d’hypertension 

pulmonaire. Cette maladie est caractérisée par des lésions de remodelage prédominant sur 

les capillaires et veinules. Les patients qui en souffrent décèdent d’une défaillance cardiaque 

droite. Les mécanismes physiopathologiques de la MVOP sont encore très mal connus. 

Cependant, notre groupe a réalisé une étude génétique permettant l’identification de 

mutations bialléliques du gène EIF2AK4 codant pour la protéine GCN2 chez les patients 

atteints de MVOP héréditaire. Au vu de son rôle essentiel dans la régulation du métabolisme, 

GCN2 est particulièrement étudié dans les organes comme le foie ou l’intestin. Cependant, 

cette récente découverte sous-entend que la perte de fonction de GCN2 peut instaurer des 
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mécanismes compensatoires au niveau pulmonaire expliquant les lésions observées chez les 

patients atteints de MVOP héréditaire.  

Les souris invalidées pour le gène codant pour GCN2 sont viables et ne présentent pas de 

phénotype différent de leur littermate de génotype sauvage. Cette observation prouve que 

l’invalidation seule de la protéine n’est pas suffisante pour déclencher la MVOP chez le murin 

dans les conditions de laboratoire.  

À l’inverse de la souris, la pénétrance de la mutation est quasi complète chez l’humain. 

L’hétérogénéité dans l’âge du déclenchement de la maladie nous amène à envisager qu’un 

facteur supplémentaire est nécessaire pour l’induction de la MVOP chez l’humain. Au vu de 

ces observations, nous avons émis l’hypothèse qu’une meilleure compréhension des 

différents rôles de GCN2 dans le poumon permettrait de mieux appréhender la maladie et de 

découvrir quel autre facteur entrerait en jeu pour déclencher la MVOP.  

Ainsi, nous avons exploré les différents mécanismes mis en place chez le rat déficient en GCN2, 

lors d’un stress métabolique induit par l’injection d’asparaginase.  
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Méthodes  

 Rats  

Les animaux Gcn2-/- sont issus de rats Sprague-Dawley provenant de chez Janvier Lab et 

modifiés génétiquement au niveau du gène EIF2AK4 par la plateforme de Nantes (Genocell 

Edit) grâce à la technique de CrispR-Cas9.  

Afin de s’affranchir des effets off-target intrinsèques à cette technique, nous avons créé trois 

lignées de rats invalidées pour le gène EIF2AK4 par des délétions de tailles différentes : trois 

lignées de rats Gcn2-/- avec respectivement une délétion de 25pb, de 41pb et de 150pb.  

16 rats mâles et femelles de 8 à 12 semaines (8 rats Gcn2-/- et 8 rats WT) reçoivent une unique 

injection d’asparaginase à 75 unités par kilogramme de poids corporel (75U/kganimal) en 

intramusculaire. Afin de recueillir des contrôles négatifs, 16 rats (8 rats Gcn2-/- et 8 rats WT) 

reçoivent une dose, en concentration équivalente, de sérum physiologique (NaCl 0,09%).  

Nous travaillons avec 4 groupes expérimentaux : Gcn2-/- ASNase (GA), WT ASNase (WA),   

Gcn2-/- Vhcl (GV), WT Vhcl (WV) 

 Analyse et quantification protéique  

La technique du Western Blot est une des techniques semi-quantitatives les plus utilisées pour 

comparer l’expression protéique entre les groupes d’échantillons. Cette technique nous a 

notamment permis de montrer l’activation de l’ISR grâce à l’augmentation d’expression de la 

forme phosphorylée et totale de GCN2, ATF4, PERK, Sestrin-2 et l’Asparagine synthétase ainsi 

que l’activation de l’autophagie par l’expression de LC3B, p62, ATG5 et ATG3 dans le groupe 

de rats WT traités à l’ASNase.  

L’immunofluorescence est une autre technique permettant de détecter ou non la présence 

d’une protéine tout en indiquant sa localisation dans la cellule ou le tissu analysé. Le double 

marquage Von Willebrand (vwf ; marqueur cellules endothéliales) et calprotectine (marqueur 

neutrophiles) nous indique une infiltration périvasculaire des neutrophiles tandis que le 

double marquage CD3 (marqueur lymphocytes) et Ki67 (marqueur de prolifération) évalue la 

prolifération des lymphocytes.  

La technique ELISA nous a permis de détecter l’augmentation de concentration de la protéine 

calprotectine dans le sérum des rats Gcn2-/- traités à l’ASNase.  
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Enfin, une analyse par cytométrie de flux nous a permis de vérifier la présence d’une 

population cellulaire caractérisée par le marqueur intracellulaire LAG3 présente uniquement 

chez les rats Gcn2-/- Vhcl. 

 Analyse du transcriptome par RNAseq et qPCR 

L'ARN total a été extrait à partir de poumons congelés à l'aide du kit d'extraction mirVANA 

(InVitrogen), suivi d'un traitement à la DNase. Les bibliothèques d’ADNc ont été construites 

avec 100 ng d'ARN total et ont été séquencées sur Novaseq 6000 ILLUMINA. La qualité des 

données brutes a été évaluée avec FastQC.  

Les analyses bioinformatiques ont été réalisées avec le logiciel R. La normalisation et l'analyse 

différentielle avec le package bioconductor DESeq2 nous ont permis de comparer les 

différences d’expression de gène entre les groupes expérimentaux. Les p-values ajustées, 

aussi appelées FDR (False Discovery Rate), ont été calculées avec la procédure de Benjamini-

Hochberg.  

Lors d’une analyse différentielle entre deux groupes expérimentaux, l’expression d’un gène 

est significative lorsque son FDR est inférieur à 0,05. De plus, un gène est considéré comme 

régulé à la hausse lorsque le logarithme en base 2 du fold-change est supérieur à 1 et régulé 

à la baisse quand le logarithme en base 2 du fold-change est inférieur à -1.  

Enfin, une analyse d'enrichissement a été réalisée grâce au programme Gene Set Enrichment 

Analysis, avec la collection Hallmark issue de la base de données Molecular Signatures Data 

Base (MSigDB). Certains gènes identifiés par RNAseq sont vérifiés par RT-qPCR.  

 Analyse des populations cellulaires par Single-cell RNAseq 

Pour chaque groupe expérimental, nous avons extrait les cellules pulmonaires de trois 

animaux de chaque lignée KO : Gcn2150-/-, Gcn241-/- et Gcn225-/-, traités ou non avec l’ASNase. 

La même extraction a été réalisée avec les littermates de ces rats. Les trois extraits cellulaires 

ont ensuite été regroupés en une seule population cellulaire par groupe expérimental.  

Les cellules viables ont été sélectionnées par tri cellulaire en utilisant Zombie-green 

(Biolegend).  
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La préparation des librairies SingleCell a été effectuée avec Chromium de 10X Genomics. 5000 

à 20000 cellules ont été chargées sur le chromium et séquencées sur Novaseq 6000 ILLUMINA. 

Les analyses des données scRNA-Seq ont été réalisées chez GenoSplice. Les filtres suivants ont 

été appliqués pour générer une matrice globale utilisée dans la suite de l'analyse : cellules 

avec UMI (Unique Molecular Identifier apparenté au code-barre de la cellule) ≥ 2000, nombre 

de gènes détectés ≥ 800, et cellules avec UMI dans les gènes mitochondriaux ≤ 10%. Le 

clustering nous a permis de différencier 19 populations cellulaires. Grâce aux marqueurs de 

ces populations publiés dans la littérature, nous avons pu identifier le type cellulaire de 

chacune de ces populations.  

L’analyse de trajectoire a été réalisée par les algorithmes Monocle 2 et Velocity. Monocle 2 

permet de modéliser une trajectoire de différenciation des cellules. Chaque cellule est ensuite 

associée à une trajectoire. Dans notre étude, l’application de Monocle 2 a réparti les 

populations cellulaires sur 3 trajectoires différentes. Velocity a permis l'analyse de la 

dynamique de transcription représentant la flèche comme l’évolution de la cellule. 
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Résultats 

Afin de vérifier que le traitement ASNase induit l’activation de l’ISR, les niveaux d’expression 

des protéines activées lors d’un manque en acides aminés sont mesurés entre les différents 

groupes expérimentaux. Sans surprise, les formes totales des protéines ATF4, de 

l’asparaginase synthétase, de GCN2 et de la Sestrin-2 ainsi que la forme phosphorylée de 

GCN2 sont augmentées chez les rats WT ASNase par rapport aux rats WT Vhcl. Ces différences 

d’expressions protéiques ne sont pas retrouvées chez les rats Gcn2-/-. Ces résultats confirment 

que l’ASNase induit un manque en acides aminés et que GCN2 est nécessaire pour activer l’ISR 

et répondre au stress induit.   

De plus, que ce soit lors d’un stress inflammatoire ou lors d’une déplétion en acides aminés, 

l’autophagie est une des voies activées par l’ISR. L’activation de l’autophagie permet l’apport 

rapide ou le maintien d’un stock d’acides aminés159,327. Ainsi, l’augmentation d’expression des 

protéines ATG3 et p62 chez les WT ASNase par rapport au Gcn2-/- ASNase, permet de 

confirmer l’activation de la voie de l’autophagie chez les WT ASNase. A l’inverse, l’essai TUNEL 

montre une augmentation de l’apoptose chez les rats Gcn2-/- ASNase par rapport à WT 

ASNase. 

Nous pouvons en déduire que la protéine GCN2 est essentielle à l’activation de l’ISR et de 

l'autophagie. La délétion de GCN2 entraine une augmentation de l’apoptose en réponse à la 

privation d'asparagine et de glutamine.  

Nous avons ensuite cherché à explorer plus en détails les mécanismes liés à la perte de GCN2. 

Une analyse du transcriptome par séquençage haut débit (RNAseq) nous a montré que très 

peu de gènes sont différentiellement exprimés entre les rats Gcn2-/- et WT à l’état basal. Ce 

résultat est cohérent avec l'absence de phénotype observé chez les rats KO.  

A l’inverse, l'analyse de l'expression différentielle entre les groupes Gcn2-/- ASNase et WT 

ASNase a dénombré 680 gènes différentiellement régulés à la hausse et 628 gènes 

différentiellement régulés à la baisse.  
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L'algorithme d'analyse d'enrichissement des ensembles de gènes (GSEA : Gene set enrichment 

analysis), axé sur les gènes exprimés de manière différentielle (DEGs : Differentially expressed 

genes) entre les rats Gcn2-/- ASNase et WT ASNase, a révélé un certain nombre de gènes 

significativement surexprimés impliqués dans l'inflammation. Certains de ces gènes ont été 

vérifiés par qPCR comme le gène NFKB2 impliqué dans la signalisation du TNF- via NFK- B, les 

gènes IL6, IL1β, SELE et CCL2 impliqués dans la réponse inflammatoire et MYD88 impliqué 

dans la réponse à l'interféron gamma.  

Deux sous-unités de la calprotectine, codées par les gènes S100A8 et S100A9, sont 30 fois 

augmentées chez les rats Gcn2-/- ASNase par rapport aux rats WT ASNase. Ces gènes sont 

associés à l'ensemble des gènes Hallmark de la voie du complément. Dans des conditions 

d'ASNase, la concentration de calprotectine, déterminée par ELISA, augmente de manière 

significative dans le sérum des rats Gcn2-/- par rapport aux rats témoins. La calprotectine est 

une molécule DAMP (Damaged Associated Molecular Pattern) capable d'activer les récepteurs 

TLR (toll-like receptors). On observe une augmentation de l'expression des TLR 2, 6, 8, 9, 10, 

11, 13 ainsi que MYD88 chez les rats Gcn2-/- ASNase. MYD88 est une protéine adaptatrice 

cytosolique qui relie les récepteurs Toll-like à d'autres intermédiaires de signalisation 

intracellulaires lorsque les TLR sont activés. Dans l'ensemble, ces résultats rendent compte 

d’une activation des gènes de la voie TLR-MYD88.  

De plus, la calprotectine est synthétisée par les neutrophiles et les monocytes dont 

l’augmentation a été retrouvée dans les analyses du single cell RNAseq (résultats décrits dans 

le paragraphe suivant).  

L'inflammation est également détectée au niveau histologique où une infiltration par des 

cellules inflammatoires est observée dans le poumon des rats Gcn2-/-ASNase. L'infiltration 

cellulaire est principalement périvasculaire avec une augmentation des éosinophiles, des 

neutrophiles et des plasmocytes. Ces lésions inflammatoires ne sont pas observées chez les 

rats WT ASNase.  

En résumé, un des mécanismes moléculaires majoritairement observé chez le rat Gcn2-/- traité 

par l'ASNase, est l’inflammation. Cette activation de la réponse inflammatoire est confirmée 

par les analyses des différentes populations cellulaires présentes chez le rat Gcn2-/- ASNase. 
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En effet, les neutrophiles et les monocytes sont les deux populations les plus augmentées chez 

les Gcn2-/- ASNase comparés aux autres groupes expérimentaux.  

Contrairement aux résultats des rats Gcn2-/- ASNase, les données du single-cell-RNAseq des 

rats Gcn2-/- Vhcl contrastent avec les résultats du RNAseq.  

En effet, une population de lymphocytes T, exprimant la protéine LAG3 (marqueur des cellules 

T activées), est présente uniquement chez les rats Gcn2 Vhcl. De plus l’analyse des gènes 

exprimés de manière différentielle au sein de chaque population cellulaire, a révélé que les 

cellules endothéliales possèdent une forte modulation génétique entre les rats Gcn2-/- Vhcl et 

WT Vhcl. BMPR2, le principal gène de prédisposition à l'HTAP, ainsi que le gène ENG, codant 

pour l'endogline, et IL33, impliquée dans l'activation des cellules immunitaires, sont régulés à 

la hausse dans les cellules endothéliales des rats Gcn2-/- Vhcl.  

Il est intéressant de noter que l'analyse de l'enrichissement des voies des DEG de la population 

cellulaire T_LAG3 a révélé une régulation négative des ribosomes et de la voie de transport de 

l'ARNm chez les rats Gcn2-/- par rapport aux rats WT dans des conditions non stimulées.  

Sous traitement par l'ASNase, l'ISR semble être activée dans les neutrophiles des rats WT car 

les gènes DDIT3 et ATF3 sont exclusivement régulés à la hausse chez les rats WT ASNase.  

Les résultats du single-cell RNAseq nous ont donc permis de confirmer l’activation de 

l’inflammation chez les rats Gcn2-/- ASNase par rapport aux rats WT ASNase.  

Les résultats du single-cell-RNAseq apportent un nouvel axe de discussion autour de cette 

population T_LAG3. Comme elle est uniquement présente chez les Gcn2-/- Vhcl, cette 

population laisse sous-entendre que des mécanismes s’installent même en conditions non 

stimulantes chez les rats Gcn2-/-. 
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Abstract 

 

Hereditary pulmonary veno-occlusive disease (hPVOD) is a severe form of autosomal recessive 

pulmonary hypertension, and is due to biallelic loss-of-function of the EIF2AK4 gene (alias 

GCN2) coding for GCN2. GCN2 is a stress kinase that belongs to the integrated stress response 

pathway (ISR). We created three different Eif2ak4 (Gcn2) deletions with CRISPR-CAS9 

technology generating three rat lines. These rats did not spontaneously develop a PVOD-related 

disease. We submitted these rats to a metabolic stress to document the molecular and cellular 

response of the lungs and to identify phenotypic changes that could be involved in PVOD 

pathophysiology. Gcn2 mutant rat lungs were analyzed under basal conditions and three days 

after a single administration of PEG-asparaginase (ASNase). Lung mRNAS were analyzed by 

RNASeq and single cell RNASeq (scRNA-seq), flow-cytometry, tissue imaging, and western-

blots. The ISR was not activated after ASNase treatment in Gcn2-/- rat lungs, and apoptosis was 

increased. Several genetic markers of inflammation and innate immunity were overexpressed, 

and inflammatory cell infiltration was also observed in the perivascular area. Under basal 

conditions, scRNA-seq analysis of   Gcn2-/- rat lungs revealed increases in two T cell 

populations, a LAG3+ T cell population and a proliferative T cell population. Following 

ASNase administration, we observed an increase in calprotectin expression involved in TLR 

pathway activation and neutrophil infiltration. Under basal and metabolic stress conditions, 

Gcn2-/- rats display molecular and cellular signatures in the lungs that may indicate a role for 

Gcn2 in immunity homeostasis and provide further clues to the mechanisms of PVOD 

development.  
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INTRODUCTION 

Pulmonary veno-occlusive disease (PVOD) is a rare and severe lung disease characterized by 

pulmonary vascular remodeling. Vascular remodeling involves small veins and venules with 

intimal fibrosis and medial hypertrophy, muscular hyperplasia of interlobular septal veins, and 

arterial remodeling illustrated by profound media hypertrophy of small arteries1,2. As lumen 

diameter decreases, pulmonary vascular resistance increases and thus leads to progressive right 

ventricular failure.  

PVOD presents either as a sporadic disease, occurring late in life and can be favored by tobacco 

consumption, occupational exposure to organic solvents, alkylating agent treatment, or as a 

hereditary form3–5. The hereditary form (hPVOD) is due to pathogenic variants present in the 

EIF2AK4 gene (also known as and hereinafter as GCN2) rendering both alleles nonfunctional. 

hPVOD is inherited in an autosomal recessive manner with near complete penetrance, although 

the age of disease onset may vary, occurring from birth until 50 years of age6. The relationship 

between GCN2 gene deficiency and pulmonary disease development remains unknown, as no 

clear links between gene function and the pathological lung lesions have yet been identified. 

The GCN2 protein is known to have a central role in sensing and responding to amino acid 

deficiency by shutting down protein translation, a mechanism common to all mammalian cells7. 

During cellular conditions of amino acid starvation, the cytoplasmic kinase GCN2 is activated 

by dimerization and autophosphorylation and binds uncharged tRNAs with high affinity8.  

To decipher the mechanisms linking amino acid deficiency sensing and PVOD development, 

we interrupted Gcn2 function in Sprague-Dawley rats by introducing small gene deletions using 

CrispR-CAS9 genome editing technology. In contrast to humans carrying GCN2 biallelic 

mutations, homozygous Gcn2-deficient rats do not develop PVOD, either spontaneously or in 

response to various stresses, as previously observed in Gcn2 mutant mice. Gcn2-deficient rats 

are, however, exquisitely sensitive to acute asparagine and glutamine deprivation induced by 
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asparaginase administration, in contrast to wild-type rats. We therefore analyzed changes in 

mRNA expression and cell populations in the lungs of wild-type and Gcn2-deficient rats. We 

highlighted the critical role of GCN2 in both the pulmonary inflammatory response and T cell 

development.   
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METHODS 

In vivo study design - Gcn2- (alias Eif2ak4) deficient rats were generated on a Sprague Dawley 

background using the CrispR-CAS9 method as previously described9. Briefly, a frameshift 

deletion was introduced in the first exon of the Gcn2 gene to disrupt the gene. We developed 

three lines with biallelic deletions of 152 bp, 41 bp, and 25 bp; designated Gcn2152-/-, Gcn241-/-
 

and Gcn225-/-, respectively. Three-week-old rats were genotyped using genomic DNA obtained 

from ear punches as described in Manaud et al.9. PCRs were performed using 5X Herculase, 

and primers were designed to encompass mutant sequences (DNA bases: UPTE71-EIF2AK4: 

5’-GAGGTCCCGTTTTCAGAGC-3’ and LoTE71-EIF2AK4: 5’-

AAGTCGAGGTGGGGAAGAAT-3’). Eight- to ten-week-old male and female rats weighing 

approximately 400 g were randomly assigned to receive either an intramuscular injection of 75 

U/kg PEG-asparaginase (ASNase; Oncaspar, Shire) or an equal volume of vehicle (Vhcl; 0.9% 

NaCl). Because ASNase induces dramatic weight loss in Gcn2 mutant rats, animals were 

euthanized three days post-injection (corresponding to a 20% weight loss threshold), through 

exsanguination under anesthesia. Blood and organs were collected for histological and 

molecular studies. Two lung lobes from each animal were inflated with OCT and either flash-

frozen in isopentane on liquid nitrogen or fixed in paraformaldehyde for 72 hours. Remaining 

lobes were flash-frozen in liquid nitrogen. 

RNA preparation and RNAseq analysis - Frozen lung samples were processed to obtain high-

quality RNA for RNA Sequencing (RNAseq). A detailed protocol is provided in supplemental 

data. Final pooled sample libraries were sequenced on the Novaseq 6000 ILLUMINA, 

generating 2 x 5.107 paired-end base reads per sample after demultiplexing. Bioinformatic 

analyses were performed at the Paris ICM Institute's Data Analysis Core 

(iconics.institutducerveau-icm.org/). Data were normalized with DESeq2 (v1.26.0) 

bioconductor packages, prior to differential analysis with the DESeq2 workflow. Multiple tests-

http://iconics.institutducerveau-icm.org/
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adjusted p-values were calculated with the Benjamini-Hochberg procedure to control FDR. 

Finally, enrichment analysis was conducted using Hallmark databases and KEGG pathways 

with the clusterProfiler R package (v3.14.3) with Gene Set Enrichment Analysis. 

Single-cell RNAseq - For every experimental group, three female rats from each KO line: 

Gcn2152-/-, Gcn241-/-, and Gcn225-/- were euthanized and exsanguinated. Lungs were inflated with 

enzymatic solution (1.76 U/ml dispase, 0.15 U/ml collagenase) and slowly stirred at 37°C for 

1 hour in 20 ml of enzymatic solution. Following digestion, lungs were pooled and cells were 

mechanically dissociated by carefully mincing into small pieces (2 to 3 mm3). The resulting cell 

suspension was filtered through a 70-micron sieve in order to eliminate cellular debris, then red 

blood cells were lysed. After washing, viable cells were selected by cell sorting using Zombie-

green (Biolegend). SingleCell library prep were performed with chromium from 10X Genomics. 

Chromium Next GEM Single Cell 3' GEM kit and Chip G were used, following the 

manufacturer’s recommendations. A total of 5,000 to 20,000 cells were loaded onto chromium 

and sequenced on the Novaseq 6000 ILLUMINA. Using a 100-cycle ILLUMINA cartridge, 

calculations were based on a minimum of 20,000 reads/cell per sample. scRNA-Seq data 

analyses was performed at GenoSplice (www.genosplice.com). Detailed bioinformatic methods 

are described in supplemental data. 

  

  

http://www.genosplice.com/
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RESULTS 

Gcn2-/- rat phenotype under basal and stress conditions 

After more than 12 months of observation by echocardiography and lung sections morphometry 

analyses, Gcn2-/- rats did not develop spontaneous PVOD nor any other obvious phenotype. 

Attempts to induce the disease using known GCN2 function-related stresses (amino acid 

deprivation, hypoxia, inflammation) were unsuccessful (results not shown) 10.  

Systemic responses to asparaginase in Gcn2−/− rats 

Considering GCN2 is one of the main sensors of amino acid starvation in the organism, we 

injected asparaginase (ASNase) at a dose of 75 U/Kg in both wild-type and homozygous Gcn2 

KO rats in order to evaluate their response to metabolic stress in the presence or absence of 

functional GCN2. The chemotherapy agent ASNase depletes serum levels of asparagine and 

glutamine, starving cells of essential substrates, and induces GCN2 activation. ASNase 

treatment induces rapid weight loss in Gcn2-/- animals with health status deterioration, therefore 

experiments were stopped at three days post-injection (Figure 1A). In contrast, wild-type 

animals did not show any detectable physiological deterioration. Macroscopic observation of 

the organs from ASNase-treated Gcn2-/- animals revealed a yellowish liver, which upon 

microscopic examination, contained vacuoles (Figure E1 in supplemental data). ASNase-

induced asparagine and glutamine starvation was the only condition in which we observed a 

phenotypic difference between Gcn2-deficient rats and WT rats. 

 

Asparaginase induced an integrated stress response (ISR) and autophagy in WT rat lungs 

and increased apoptosis in Gcn2-/- rat lungs. 

ASNase treatment increased phospho-(T899)-GCN2 and total GCN2 protein in WT animals, 

neither of which were detected in Gcn2-/- rats (Figure 1, B1 and B2)11. Consistent with this 
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result, ATF4 (Activating transcription factor 4), one of a downstream component of ISR, was 

significantly increased in ASNase-treated WT animals but remained unchanged in ASNase-

treated Gcn2-/- animals (Figure 1C). Asparaginase synthetase and Sestrin-2 proteins, known 

transcriptional targets of ATF4, were also increased in ASNase-treated WT animals (Figure 1B 

and 1C). We measured the expression of another EIF2 kinase, PERK, which is activated by 

endoplasmic reticulum stress. PERK was significantly increased in WT rats treated with 

ASNase and was unchanged in similarly-treated Gcn2-/- rats (Figure 1B). These results 

demonstrate that the integrated stress response (ISR) is activated in ASNase-treated WT 

animals but is not induced in Gcn2-/- animals. Given that the downstream autophagy pathway is 

triggered by GCN2-induced-ISR during amino acid starvation and/or inflammatory stress12,13, 

we therefore assessed autophagy using four different protein markers; p62, LC3B, ATG3, and 

ATG5. ATG3 and p62 increased with ASNase treatment in WT rats as compared to Gcn2-/- 

rats, whereas LC3B and ATG5 remained stable in both WT and Gcn2-/- rats following ASNase 

treatment (Figure 2, A-B). In summary, in contrast to WT rats, ISR and autophagy was not 

induced in Gcn2-/- rats in response to asparagine and glutamine deprivation.  

Global lung apoptosis was significantly increased in Gcn2-/- rats as compared to WT rats after 

ASNase treatment, as measured by TUNEL. In contrast, there was no difference at basal 

conditions (Figure 2C).  

RNAseq experiments reveal whole lung inflammation in ASNase-treated Gcn2-/- rats. 

We performed RNAseq transcriptome analysis to document the lung response to ASNase-

induced metabolic stress in both WT and Gcn2-deficient rats. Results were compared with those 

from Gcn2-/- and WT rats treated with vehicle (NaCl 0.05%, Vhcl) corresponding to basal 

conditions. Under basal conditions, only a few genes were differentially regulated between 

Gcn2-/- and WT rats, consistent with the absence of phenotypic abnormalities in KO rats. 
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Expression analysis showed a total of 680 differentially upregulated and 628 differentially 

downregulated genes between Gcn2-/- ASNase and WT ASNase groups (Figure 3, A-B).  

In order to identify which gene networks were altered during ASNase treatment, differentially 

expressed genes (DEGs) were investigated using the Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) 

algorithm based on the Hallmark collection of Molecular Signature Database (MSigDB). This 

analysis revealed a number of significantly upregulated genes related to inflammation (Figure 

3D), e.g., Nfkb2 (Hallmark geneset: TNF- signaling via NF- B), Ccl2 (encoding MCP-1), 

Il6, Il1b, Sele coding for E-selectin (Hallmark geneset: inflammatory response), and Myd88 

(Hallmark geneset: interferon gamma response). These genes found to be upregulated with 

RNAseq in ASNase-treated Gcn2-/- rats were confirmed with qPCR (Figure 4, A-F). In addition, 

the Hallmark geneset inflammatory response gene heatmap illustrated that several 

inflammatory genes were uniquely overexpressed in ASNase-treated Gcn2-/- rats (Figure 3C). 

Calprotectin is synthesized by neutrophils and monocytes and is part of the classical 

complement pathway. The two calprotectin subunits are encoded by the S100a8 and S100a9 

genes which underwent a more than 30-fold increase in ASNase-treated Gcn2-/- rats (Table E1). 

Under ASNase conditions, serum calprotectin levels significantly increased in Gcn2-/- rats 

compared to WT rats, as determined by ELISA (Figure 4G). Calprotectin is a known damage-

associated molecular pattern (DAMP) component, able to activate toll-like receptors (TLR) by 

an autocrine mechanism (on peut mettre 29. Indeed, we observed increased expression of Tlr-

2, -6, -8, -9, -10, -11, and -13 in ASNase-treated Gcn2-/- rats (Table E1). Myd88, one of the 

most upregulated genes, codes for a cytosolic adaptor protein linking activated Toll-like 

receptors with other intracellular signaling intermediates. Altogether, these results demonstrate 

activation of the TLR-MYD88 pathway genes. Inflammation is also detected at the histological 

level. Interstitial edema and inflammatory cell infiltration are observed in the lungs of Gcn2-/- 

rats treated with ASNase. This cell infiltration is composed of granulocytes and appears to be 
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predominantly perivascular. These inflammatory lesions are not observed in ASNase-treated 

WT rats (Figure E2).  

Identification of cell populations in whole rat lung tissue by scRNA-seq. 

scRNA-seq was performed on pooled samples of three lungs from each KO line (Gcn2152-/-, 

Gcn241-/-
 and Gcn225-/-) in order to neutralize any potential off-target events inherent to CrispR-

CAS9 technology. A single pool of animals was analyzed per experimental group (Gcn2-/- 

ASNase, WT ASNase, Gcn2-/- Vhcl, and WT Vhcl). All sequencing experiments passed quality 

control steps (Figure E3). A total of 18,201 cells were analyzed and a median 1341 genes were 

detected per cell. mRNA expression clustering enabled us to identify 19 distinct cell populations 

(Figure 5A). Each cell population was characterized by the expression of known markers 

(Figure 5B). We grouped cell clusters into three cell families: epithelial cells, immune cells, 

and vascular cells (Figure 5C). In the epithelial cell group we observed club cells and a rare 

population of Tuft cells, also known as brush cells, which were characterized by Dclk1 and 

Lrmp expression14,15. The vascular wall cell group was composed of endothelial cells, smooth 

muscle cells, and fibroblasts. Interestingly, ASNase treatment increased endothelial cell number 

only in WT rats, whereas fibroblasts were increased in Gcn2-deficient rats as compared to the 

other experimental groups. Immune cell numbers also underwent significant changes. In the 

myeloid lineage, neutrophils and classical monocytes were strongly increased in ASNase-

treated Gcn2-/- rats, and non-classical monocytes were also increased to a lesser extent. Two 

populations of T-lymphoid cells expressing CD3 were unexpectedly increased under basal 

conditions in Gcn2-/- rats. One population was characterized by predominant expression of the 

Lag3 gene, encoding an inhibiting receptor of T cells (T_LAG3). This population was 

comprised of CD4+ and CD8+ T cells and was only observed in untreated Gcn2-/- rats, and 

disappeared with ASNase treatment. Another T cell population was also increased in Gcn2-/- 

rats under basal conditions but did not express Lag3. This population was shown to exist in a 
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proliferating state as attested by increased Mki67 expression. The evolution of this population 

is further analyzed below (Figure 5D).  

ScRNA-seq experiments highlight cell population-specific gene and pathway regulation. 

Differentially expressed genes (DEGs) were analyzed across cell populations identified through 

scRNAseq. This analysis revealed genes whose differential expression was specific to an 

experimental condition and/or a particular cell type. Under basal conditions, only T_LAG3 and 

endothelial cell populations displayed a large number of DEGs between Gcn2 mutant and WT 

rats. In contrast, under ASNase conditions, most of the individual cell populations exhibited 

high numbers of DEGs between the two groups (Figure 6A). Several gene modulations were 

detected in endothelial cells of Gcn2-/- rats under basal conditions. Indeed, Bmpr2, the major 

predisposing gene for PAH, was upregulated in endothelial cells from Gcn2-/- rats. Eng, 

encoding the vascular endothelium glycoprotein endoglin, and Il33, encoding an interleukin 

involved in immune cell activation, were also exclusively upregulated in endothelial cells from 

the Gcn2-/- Vhcl group (Figure 6B). In endothelial cells from ASNase-treated Gcn2-/- rats, one 

of the most upregulated genes was leucine-rich-alpha2-glycoprotein, Lrg1 (p=1.37x10-4, 

logFC=1.33; Figure 6B). LRG1 belongs to the leucine-rich repeat family of proteins involved 

in protein-protein interaction, and to the TGF-β signaling pathway. In T_LAG3 cells, Gata3, a 

transcription factor involved in T cell development, proliferation, and maintenance, was 

exclusively upregulated in the Gcn2-/- Vhcl group (Figure 6B). Interestingly, DEG pathway 

enrichment analysis from the T_LAG3 population revealed downregulation of ribosomes and 

the mRNA transport pathway in Gcn2-/- compared to WT rats under basal conditions (Table 

E2). The ISR was activated in neutrophils as Ddit3 and Atf3 genes were exclusively upregulated 

in WT but not in Gcn2-/- rats following ASNase treatment (Figure 6B).  
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Trajectory analysis of the cell populations 

The single-cell trajectory inference method uses scRNAseq data and then computationally 

orders cells along a pseudo-time trajectory on the basis of expression pattern similarities. In 

order to determine the potential lineage differentiation between cell populations, we used the 

Monocle-2 algorithm to infer differentiation trajectories for a subset of 1952 genes expressed 

in the majority of cells from the scRNAseq experiments (using M3drop). This analysis 

generated a structure composed of three branches representing three populations, consistent 

with cluster analysis (Figure E4, A). One branch included T cells, another branch included 

myeloid cells, and the third contained the epithelial and vascular cell populations. This analysis 

was consistent with the cell clustering identification generated from scRNASeq. T_LAG3 cells 

and T_Naïve cells were concentrated on the same position of branch 1, whereas clusters 

representing B cells, NK cells, CD8 cytotoxic cells, and ILC2 cells were more heterogeneously 

arrayed along branch 1, suggesting that those clusters were in similar states of differentiation. 

The proliferating T cell population was also heterogeneously distributed, a result expected from 

dividing cells (Figure E4, B).  

RNA velocity, the time derivative of the gene expression state, can be estimated by 

distinguishing between spliced and unspliced mRNAs16. Using RNA velocity analysis, the T 

cell proliferating cluster is likely the origin of other T cell clusters, in particular T_LAG3 cells 

and NK T cells. Interestingly, T_Naïve cells evolve towards T_LAG3 and T_Eff, two 

populations with T cell activation markers (Figure 6C). The evolution of T_Naïve cells is 

thought to be differentially regulated in Gcn2-/- Vhcl rats as the T_LAG3 cell population is only 

found in this group. Velocity analysis also highlighted the dynamic evolution of fibroblasts 

which are known to have phenotypic plasticity. Club cells displayed the greatest evolution 

dynamics and appeared oriented towards Tuft cells, an expected result because they both belong 

to the epithelial cell family (Figure 6C). 
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Flow-cytometry analysis and immunofluorescence imaging confirm cluster identification 

and differential regulation.  

The T_LAG3 population found only in Gcn2-/- rats under basal conditions was confirmed by 

flow cytometry analysis. Using lungs from an additional set of Gcn2-/- Vhcl and WT Vhcl rats 

(n=5/group), we analyzed cells from whole lungs in order to validate the increase in T_LAG3 

cells in Gcn2-/- rats under basal conditions observed by scRNAseq. We used the CD3 cell 

surface marker to identify the global T cell population. CD4 and CD8 cell surface markers were 

added to determine the proportion of LAG3+ T cells in CD3+/CD4+ and CD3+/CD8+ T cell 

populations. Finally, we used the LAG3 marker to investigate the T_LAG3 population. 

Interestingly, we observed that the increase in LAG3 marker expression was essentially 

intracellular (without permeation there was no signal for either condition). Furthermore, the 

percentage of CD3+/LAG3+ cell populations significantly increased in Gcn2-/- rats under basal 

conditions as compared to WT, thus confirming our scRNAseq results (Figure 7A). The 

percentage of LAG3+ cells tended to increase in both CD3+/CD4+ and CD3+/CD8+ populations 

(p=0.09; Figure 7A). Flow cytometry analysis demonstrated that the LAG3 increase appeared 

to be principally detected within the intracellular compartment, suggesting that the T_LAG3 

population remains in an unstimulated state in Gcn2-/- rats under basal conditions. T cell 

proliferation was assessed by double labeling with CD3 and Ki67 antibodies followed by 

immunoflurorescence (IF) analyses. A two-fold increase in dual-positive cells illustrated 

greater T cell proliferation in Gcn2 -/- rats under basal conditions (Figure 7D). 

The significantly increased expression of S100a8 and S100a9 genes encoding calprotectin 

subunits suggested an increase in neutrophil populations as confirmed by scRNAseq. The 

increased neutrophil cell population in ASNase-treated Gcn2-/- rats was validated by IF with 

calprotectin antibodies (Figure 7B). Double staining with Von Willebrand factor indicates that 



14 

 

the neutrophil infiltration is mainly perivascular. Given that MMP9 is produced under 

inflammatory conditions, we used it as an additional neutrophil infiltration marker similar to 

calprotectin17. Western blot experiments further demonstrated that MMP9 was increased in 

ASNase-treated Gcn2-/- rats (Figure 7C). Altogether, these results demonstrating the infiltration 

of activated neutrophils in ASNase-treated Gcn2-/- rats confirm an active inflammatory state.  
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DISCUSSION 

We generated genetically Gcn2-deficient rats by CrispR-CAS9 in an attempt to create an animal 

model of heritable PVOD. These rats, as well as Gcn2 KO mice, do not develop spontaneous 

PVOD, even after twelve months. Moreover, PVOD did not occur in Gcn2-deficient rats, even 

after the induction of various short- or long-term stressors, such as inflammatory or amino acid 

deprivation.To induce short-term metabolic stress, we used asparaginase, an anti-leukemia drug 

that causes asparagine and glutamine deficiency. We found it to be the only experimental 

condition that strongly discriminated between WT and Gcn2-/- rats since Gcn2 mutant rats 

underwent rapid weight loss with fatal consequences within a few days of administration, 

whereas WT rats did not show any significant physiological failure.  

We conducted transcriptomic profiling and scRNAseq in Gcn2-/- and WT rat lungs three days 

after a single ASNase injection to derive insights into the molecular and cellular responses to 

this stress.   

Under basal conditions, only five genes were differentially regulated, consistent with the 

absence of phenotypic alterations in Gcn2-deficient rats. However, Gcn2-deficient rat lungs 

contained large populations of T_LAG3 cells expressing LAG3, a CD4 homologue that binds 

MHC class II molecules with very high affinity and has an intrinsic negative regulatory T cell 

function. Other studies have shown that persistent antigen exposure results in sustained LAG3 

expression and contributes to a state of “exhaustion” responsible for impaired proliferation of 

T cells and decreased cytokine production18. Previous reports have demonstrated that LAG3 is 

mainly localized in the intracellular compartment and is translocated to the cell surface upon 

stimulation19. Using flow cytometry, we confirmed that LAG3 had intracellular localization in 

this T cell population from Gcn2-/- rats under basal conditions. Under unstimulated conditions, 

the majority of LAG3 does not reach the cell surface and likely undergoes degradation within 

lysosomal compartments19. Nevertheless, DEGs analysis of T_LAG3 cells highlighted 
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increased Lag3 expression in Gcn2-/- compared to WT rats under basal conditions. Given that 

intracellular LAG3 is accumulating in these Gcn2-/- rats, the degradation pathway might be 

impaired. 

In combination with the results from trajectory analysis demonstrating that T_LAG3 cells and 

T_Naïve cells were at the same stage of differentiation, we speculate that GCN2 loss prevents 

normal T_Naïve cell development, resulting in a unique T cell population with defective 

lysosomes. We therefore demonstrate an essential role for GCN2 in T cell differentiation 

independent to amino acid starvation.  

Interestingly, the T_Prolif cell population also increased in Gcn2-/- rats under non-stimulated 

conditions. Considering that this cell population expresses LAG3 at higher level in Gcn2 

deficient rats, it is possible that T_LAG3 cells are proliferating at higher rates than in WT 

animals.  

The T_LAG3 population is no longer detected after ASNase treatment. Considering that GCN2 

and amino acid supply are both necessary for T cell survival and differentiation, it is likely that 

GCN2-deficient T_LAG3 cells undergo cell death with ASNase treatment. It has been 

previously shown that T cells (CD4+, CD8+, and CD4+/CD8+), B cells (B220+ sIgM+), and 

leukocytes (CD11b+) from Gcn2-/- mice demonstrate enhanced cell death when exposed to 

ASNase-induced amino acid deficiency20.  

The effects of GCN2 on T cell proliferation in the context of amino acid starvation is 

controversial. Our present data show decreased numbers of proliferating T cells in ASNase-

treated Gcn2-/- rats, a result consistent with the report of Van de Velde et al. demonstrating that 

both wild-type and GCN2-deficient T cells failed to proliferate in low concentrations of 

different amino acids (asparagine, leucine, tryptophan, and arginine)21. Moreover, we suggest 

that the decrease of T_Prolif is also due to the immunosuppressing effect of ASNase. The 
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lymphocyte T expressing LAG3 in proliferating state is also likely to undergo cell death under 

ASNase treatment.  

 

Considering that GCN2 has been reported to play a role in immune cell differentiation22,23 it is 

possible that Gcn2-deficient T cells cannot differentiate as efficiently as WT T cells during 

asparagine and glutamine starvation. Indeed, we found that the T_Eff population, 

corresponding to activated T cells, was significantly decreased in Gcn2-/- rats compared to WT 

rats with ASNase treatment, whereas T_Naïve populations, corresponding to quiescent T cells, 

remained unchanged between experimental groups. Moreover, instead of being necessary for T 

cell proliferation, as proposed by Munn et al.24, Van de Velde et al. suggested that GCN2 is 

required for normal cytotoxic T_Eff function. The possible inability of T_Eff to lyse activated 

antigen presenting cells could be one cause of increasing inflammatory status observed under 

amino acid starvation conditions. We can hypothesize that T cell dysfunction under basal 

conditions combined with the immunosuppressive effects of ASNase treatment results in 

amplified inflammatory processes in Gcn2-/- rats. 

Altogether, GCN2 loss impedes normal T cell development and leads to their proliferation, 

resulting in an increased T_LAG3 population which is unable to survive when rats are 

undergoing metabolic stress. ASNase treatment affects GCN2-deficient T cell differentiation, 

resulting in decreased T_Eff populations, and, possibly, cytotoxic dysfunction.  

GCN2 has already been demonstrated as critically important in limiting asparaginase toxicity 

in the liver and pancreas in rodents 25,26. Consistent with these results, cytosolic vacuoles were 

present in yellowy livers from ASNase-treated Gcn2-/- rats, suggesting steatosis and 

inflammation. Indeed, ASNase treatment rapidly led to severe morbidity in GCN2-deficient 

rats indicating a high sensitivity to asparagine and glutamine depletion. We cannot exclude the 
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possibility that inflammatory mediators originating from other organs, such as the liver or 

intestine, could target the lungs and indirectly induce lung injury.   

As previously described in mice, we confirm that the GCN2 protein kinase is required to 

activate integrated stress responses in rats treated with ASNase. In accordance with the previous 

observation that ISR failure can drive cells towards apoptosis20, we showed that apoptosis 

increased in lung cells from ASNase-treated Gcn2-deficient rats using the TUNEL assay. Given 

there is growing evidence that cell death can activate the immune response either by the transfer 

of antigens to the immune system or by the release of DAMPs27,28, we speculate that increased 

cell death is an inflammatory trigger in ASNase-treated Gcn2-deficient rats. Ravishankar et al. 

demonstrated the important role of GCN2 in regulating the tolerogenic response to apoptotic 

cell antigens by inducing IL-10 and TGF-β production in macrophages29. This expected 

increase was not observed in either WT or Gcn2 mutant rats, a discrepancy that could be due to 

experimental differences, since Ravishankar triggered apoptosis with LPS. We then identified 

a DAMP molecule called calprotectin, whose two subunits are encoded by the S100a8 and 

S100a9 genes, and which were strongly overexpressed and also increased in the serum of 

ASNase-treated Gcn2 mutant rats. Several reports have suggested that the immune system 

senses cell death via the TLR2 and/or TLR9 pathway(s)30. In fact, DAMP molecules, such as 

calprotectin, can either activate the TLR pathway in sentinel cells (macrophages and mast cells) 

or in an autocrine manner via neutrophils31,32. This data, along with our current results 

demonstrating Tlr2, Myd88, Il6, and Il1B overexpression, collectively establish that increased 

cell death could be responsible for increased inflammation processes by releasing calprotectin 

and inducing TLR pathway activation. Calprotectin is involved in neutrophil migration to 

inflammatory sites33 and its increased expression in Gcn2 mutant rats likely explains, at least 

in part, the increased neutrophil cell population as attested by scRNAseq and 

immunofluorescence analysis of lung cells. Immunofluorescence analysis of lung sections 
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indicated that the neutrophil population localizes to perivascular areas. Perivascular neutrophils 

increased in parallel with increased MMP9, known to promote revascularization at injury 

sites34, and could suggest a possible role for neutrophils in vascular remodeling. It was 

previously shown that neutrophils facilitate monocyte recruitment, likely explaining increased 

numbers of monocytes in ASNase-treated Gcn2-/- rats35. Finally, inflammation activation could 

also be due to defective autophagy in Gcn2-/- rats. Ravindran et al. demonstrated an enhanced 

inflammatory response in the gut of Gcn2-/- mice following dextran sodium sulfate (DSS) oral 

administration that was due to absent autophagy activation13. Consistent with their results, we 

found that autophagy was not induced in ASNase-treated Gcn2-/- rats in contrast to WT. These 

results were obtained at the protein level on key elements from these two pathways.  

Endothelial cells (ECs) play a major role in vascular remodeling and several genes of interest 

were strongly modulated in this cell population. We observed a major increase in Lrg1 gene 

expression in ASNase-treated Gcn2-/- mutant rats. LRG1 is mitogenic for endothelial cells in 

the presence of TGF-1 and induces angiogenesis. Owing to its interaction with endoglin, 

LRG1 increases both endothelial TGF-type II receptor, as well as ALK1 activation and 

signaling, by activating the Smad1/5/8 pathway36. More recently, Singhal et al. showed that in 

the presence of a primary tumor, ECs transcriptionally induced LRG1 expression, and LRG1 

was increased in the serum of cancer patients37. They also demonstrated that LRG1 increased 

the number of NG2+ perivascular cells. Lrg1 upregulation in lungs from Gcn2-deficient rats 

under stress conditions might offer a clue to understanding the large ECs proliferation 

conferring a capillary hemangiomatosis aspect observed in some patients with hPVOD. BMPR2 

and endoglin, two genes involved in BMP signaling in endothelial cells and linked to hereditary 

predisposition to PAH development, were found upregulated in endothelial cells from Gcn2 

mutant rats under basal conditions. In contrast to our results, BMPR2 was found decreased in a 

rat model of PVOD induced by an alkylating agent38. Our results also suggest an activation of 
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endothelial cells through IL-6 and E-selectin as RNAseq revealed that their transcripts were 

increased. E-selectin increase in endothelial cells mediates rolling along the activated 

endothelium, neutrophil chemoattraction, and capture likely participating to neutrophil 

recruitment in Gcn2 deficient rats 39,40.  

There are some limitations to our study that must be discussed. The first is the absence of PVOD 

development in Gcn2-deficient rats, which prevented the observation of the molecular and 

cellular events associated with vascular remodeling. The scRNAseq experiments might have 

been biased if all lung cell populations had not been correctly extracted and included in the 

analysis. However, we conducted the study in accordance with standard protocols for lung 

experiments. Finally, although some gene modulations were integrated into gene networks 

likely involved in the ASNase treatment stress response in Gcn2-deficient rats, in view of severe 

physiological consequences, other gene alterations could be secondary to this metabolic 

catastrophe and non-lung tissue failures, and may be difficult to interpret. Therefore, either 

there was an integrated regulatory system present that we do not yet understand, or several 

genes were increased due to compromised systemic physiological status. The Gcn2-deficient 

rodent model characterized by a major difference compared with human subjects carrying 

biallelic GCN2 deficiency, because severe PVOD usually occurs early in life, even in neonates, 

despite the absence of an identifiable trigger. We cannot eliminate a specific and unidentified 

inducing factor involved in humans to which the experimental rats have not been exposed, 

although we used several conditions to attempt to induce PVOD. Another hypothesis could 

refer to a specific inflammatory factor involved in the development of vascular remodeling in 

humans, which could be absent in rodents. 

Our results suggest that the activation of the lung’s innate immune system in response to 

metabolic stress in Gcn2-deficient rats is the combination of calprotectin-induced TLR pathway 

activation associated with neutrophil recruitment during apoptosis, and autophagy deficiency. 
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Importantly, we propose a new role for GCN2 in adaptive immunity involving T cell 

development under basal conditions, independent to amino acid starvation. These results 

suggest that GCN2 has an additional role to its amino acid sensor function which should be 

further investigated.  
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FIGURES LEGENDS 

Figure 1. The integrated stress response is induced in WT rat lungs after systemic 

asparaginase exposure. (A) Bodyweight loss three days after a single injection of either 

asparaginase (ASNase; 75 units per kilogram body weight) or physiological serum in both WT 

rats (WT) and Gcn2 KO rats (Gcn2-/-). (B) Pulmonary levels of phospho-GCN2 protein 

(general control nonderepressible 2; B1), GCN2 (B2), PERK [(PKR)-like endoplasmic 

reticulum kinase; B3] and ASNS (asparagine synthetase; B4) were analyzed by Western 

blotting in control and asparaginase-treated rats of both WT and Gcn2-/- genotypes. (C) 

Pulmonary levels of ATF4 (activating transcription factor 4; C1) and Sestrin-2 (C2) were 

analyzed by Western blotting in control and asparaginase-treated rats of both WT and Gcn2-/- 

genotypes. β-Actin was used as the loading control.*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005 by two-

way ANOVA test, except for B2: Mann-Whitney U test. 

Figure 2. Deficient autophagy and increased apoptosis in lungs from asparaginase-treated 

Gcn2-deficient rats. (A) Pulmonary levels of p62 (A1), ATG3 (A2), and LC3B (A3) were 

analyzed by Western blotting in control and asparaginase-treated rats of both WT and Gcn2-/- 

genotypes. (B) Pulmonary levels of ATG5 were analyzed by Western blotting in control and 

asparaginase-treated rats of both WT and Gcn2-/- genotypes. β-Actin was used as the loading 

control. (C) Immunofluorescent TUNEL staining of rat lungs (green, apoptosis marker). To 

quantify pulmonary apoptosis, the ratio of TUNEL+ cells per total (DAPI+) cell number was 

calculated. *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005 by two-way ANOVA test. 

Figure 3. Transcriptional profiling of lungs three days after a single injection of either 

asparaginase or physiological serum in both wild-type rats (WT) or Gcn2 KO rats (Gcn2-/-). 

(A) Differentially expressed genes that are significantly either up- or downregulated between 

all experimental groups. (B) Venn diagram shows the number of genes altered by asparaginase 

treatment, with 1221 genes categorized as unique to ASNase-treated Gcn2-/- rats, 27 genes 
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unique to ASNase-treated WT rats, and 15 genes common to both ASNase-treated genotypes. 

(C) Heatmap representation of upregulated genes in asparaginase-treated Gcn2-/- rats classified 

by the Hallmark_inflammatory response gene set in all experiment groups. (D) Hallmark 

geneset enrichment analysis of asparaginase-treated Gcn2-/- rats versus asparaginase-treated 

WT rats showing the most significantly upregulated pathways. 

Figure 4. Asparaginase treatment induces inflammation in Gcn2-deficient rats (Gcn2-/-). (A) 

Gene expression of Il1β (B) Il6, (C) Nfkb2, D) Ccl2, (E) Myd88, and Sele (F) in rat lungs 

measured by RT-qPCR. Each mRNA from a single biological sample was measured in 

triplicate, normalized to 18S ribosomal RNA, and means of triplicate values are compared. 

Results were obtained by the comparative Ct method and are expressed as fold change with 

respect to the experimental control. (G) Calprotectin concentration in the serum measured by 

ELISA. *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005, ****p<0.0001 by two-way ANOVA test. 

Figure 5. scRNA-seq identifies different cellular landscapes in the lungs of Gcn2-deficient 

rats and WT rats with either asparaginase treatment or under basal conditions. (A) UMAP 

projection of 18,201 lung cells from 12 rats showing the formation of 19 clusters. (B) Dot plot 

displaying average expression of discriminative marker genes was used to identify cell clusters 

in (A). Dot size corresponds to percentage of cells expressing a gene in the cluster (C). Bar 

chart highlighting the percentage of cells per sample within each cell type cluster (WT rats 

treated with asparaginase in blue, WT rats treated with physiological serum in yellow, Gcn2-

deficient rats treated with asparaginase in grey, and Gcn2-deficient rats treated with 

physiological serum in orange). 

Figure 6. scRNA-seq reveals unique DEGs in cell types of Gcn2-/- rats compared to WT rats. 

(A) Jitter plot displaying differential gene expression for each cell type of the UMAP projection 

according to genotype (Gcn2-/- rats injected with vehicle vs WT rats injected with vehicle) or 

according to asparaginase treatment and genotype  (Gcn2-/- rats treated with asparaginase vs 
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WT rats treated with asparaginase). Each dot represents genes distributed according to the log 

(fold change) of a gene. Dots with FDR < 0.05 are in color. Grey dots were not significant. (B) 

Dot plot presenting differentially expressed genes across cell types enabling the identification 

of genes whose differential expression was specific to an experiment group and a particular cell 

type. (C) RNA velocity analysis is defined as the time derivative of the gene expression state 

and is used to predict the future transcriptional state of cells. The arrows represent extrapolated 

future states.  

Figure 7. Flow cytometry and immunofluorescence validate scRNA-seq cell type identities. 

(A) Flow cytometry analysis of pulmonary cells from Gcn2-deficient rats and WT rats under 

basal conditions confirmed (A1) the increased population of CD3+ LAG3+ cells in unstressed 

Gcn2-deficient rats. This analysis enabled us to confirm that the increase of LAG3+ T cells 

occurs in both CD4+ (A2) and CD8+ (A3)  T cells. (B) Immunofluorescent staining of rat lungs 

for calprotectin (green) and von Willebrand Factor (vWF; endothelial marker; red). To quantify 

calprotectin+ cells, the ratio of calprotectin+ cells over total (DAPI+) cells was calculated. (C) 

Pulmonary levels of MMP9 were analyzed by Western blotting in control and asparaginase-

treated rats for both WT and Gcn2-/- genotypes. β-Actin was used as the loading control. (D) 

Immunofluorescent staining of rat lungs for Ki67 (proliferation marker; green) and CD3 

(lymphocyte T cell marker; red). To quantify proliferating CD3+ cells, the ratio of double-

positive Ki67+ CD3+ cells over total cells was calculated. *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005, 

****p<0.0001 by two-way ANOVA test, except for (A1), (A2), and (A3): Mann Whitney U 

test. 
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Methods 

Animals - Rats were housed at the Sorbonne-University (SU) animal core facility. The animal 

facility is licensed by the French Ministry of Agriculture (agreement N°B751320). This study 

was approved by the Animal Experiments Ethics Committee (authorization N°APAFIS#20355-

2019042316587189v5). All efforts were made to minimize animal suffering. The rats were 

housed in a controlled environment (temperature 21±1°C, 12-h light/dark cycle). 

Histopathology – Paraformaldehyde-fixed histological samples were embedded in paraffin, and 

serial sections of 5 µm were obtained from lung tissues. Sections were stained with 

hematoxylin-eosin (HE) staining. Lung samples from all rats were retrospectively analyzed in 

a blinded fashion by conventional light microscopy. 

Western blots – Proteins from rats’ lung-tissues were extracted in lysis buffer containing 1% 

Igepal®, 20 mmol/L Tris-HCl, 137 mmol/L NaCl, 10% glycerol, 2 mmol/L EDTA, 1 mmol/L 

Na3VO4, leupeptin 10 μg/μL, pepstatin 10 μg/μL, aprotinin 10 μg/μL, and a protease- inhibitor 

cocktail (aprotinin, leupeptin, and Pefabloc® [Roche]). A total of 50 μg of protein were 

separated on SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membrane. After blocking, 

membranes were incubated in 5% BSA in TBS 0.1% Tween-20 overnight at 4°C with primary 

antibodies –described in the table E3. Blots were incubated with horseradish peroxidase (HRP)-

conjugated goat anti-mouse diluted 1:1000 (Bio-techne) or with HRP-conjugated goat anti-

rabbit diluted 1:1000 (Bio-techne). Immuno-reactive bands were revealed using ECL reagents 

(Biorad). Image-J Software was used to quantify the level of protein expression. 

Immunofluorescence labeling – Cryosections of 10 µm thickness were fixed in formalin (10 

min at RT). They were then permeabilized in methanol/acetone (1:1) (10 min at -20°C). 

Nonspecific binding was blocked with 5% bovine serum albumin (BSA) and 10% goat serum 

in PBS (1 h at RT) and sections were incubated with primary antibodies diluted in 5% BSA and 

3% goat serum described in Table E3 overnight at 4°C. Secondary antibodies (anti-mouse or 
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anti-rabbit fluorophore-coupled, depending on the antigen tested) were diluted in 5% BSA and 

3% goat serum and incubated 1 h at room temperature (RT). Immunolabeled sections were 

mounted with Dako fluorescent mounting medium (Dako) and examined under a confocal 

microscope (Leica SPE confocal microscope). Control sections were stained by omitting 

primary antibodies and did not show labeling. For positive cell counting, images were analyzed 

by an investigator blinded to the experimental status of animals. A total of 20 to 40 fields were 

analyzed per animal. 

RNA preparation and RNAseq analysis - Total RNA was extracted from frozen lung samples 

using the mirVANA extraction kit (Invitrogen) followed by DNase treatment. RNA quality was 

assessed on Tapestation (Agilent technologies) and only samples with an RNA Integrity 

Number (RIN) > 6 were used. cDNA libraries were constructed with 100 ng total RNA input 

following the manufacturer’s recommendations (KAPA mRNA Hyper Prep from Roche). Raw 

data quality was evaluated with FastQC. Poor quality sequences were trimmed or removed with 

the fastp tool using default parameters. The Illumina DRAGEN bio-IT platform (v3.7.5) was 

used for mapping onto the Rnor_6.0 reference genome and quantified with the gencode v32 

annotation gtf file. Library orientation, library composition, and coverage along transcripts were 

checked with Picard tools. Analyses were conducted with R software. Data were normalized 

with DESeq2 (v1.26.0) bioconductor packages, prior to differential analysis with the DESeq2 

workflow. Multiple hypotheses adjusted p-values were calculated with the Benjamini-

Hochberg procedure to control FDR. Finally, enrichment analysis was conducted using the 

clusterProfiler R package (v3.14.3) with Gene Set Enrichment Analysis, with gene ontology 

database and KEGG pathways. 

scRNA-Seq data analyses - Sequencing data quality analysis was performed using FastQC 

v0.11.2 on four rat samples. For read alignment and unique molecular identifiers (UMI) 

quantification, CellRanger software v3.0.2 was used with the Rattus Norvegicus genome 
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Rnor_06 with default parameters and gene annotation from Ensembl 100. The four expression 

matrices containing UMI counts were merged, and only the genes with UMI ≥ 1 in at least one 

cell were kept. The following filters were applied to generate a global matrix used in further 

analysis: cells with UMI ≥ 2000, number of detected genes ≥ 800, and cells with UMI in 

mitochondrial genes ≤ 10%. For UMIs normalization, Seurat 3.1.1 was used1, and global-

scaling normalization method was applied with a scale factor of 10,000 and log-transformation 

of data. This was followed by a scaling linear transformation step, to avoid highly-expressed 

genes having higher weight in downstream analysis. 

Clustering and marker genes - PCA was performed on the scaled data, with a Jackstraw plot 

to choose how many principal components (PCs) to retain as an input for the Seurat clustering 

step. The clustering step was performed using default parameters, with the Louvain algorithm 

as the clustering method, 10 PCs and a resolution parameter defining the clusters granularity 

set to 0.6. 

Marker genes defining each cluster were found via differential expression testing, with a 

Wilcoxon rank sum test and a log fold change threshold of 1. 

Trajectory analysis of scRNAseq data- Monocle-2 single-cell trajectory was constructed using 

M3Drop2 and Monocle 2.10.13. Input genes for Monocle trajectory construction were selected 

using an unsupervised approach via M3Drop result, which identifies differentially expressed 

genes based on a Michaelis-Menten function for the relationship between mean expression and 

dropout rate, the relevant genes being those shifting above a fitted curve. The default Monocle 

workflow was then performed to generate the trajectories. For RNA Velocity4, spliced and 

unspliced expression matrices were generated using the standard Velocyto pipeline. Loom files 

were merged using the loompy package on Python. R packages velocyto.R and SeuratWrappers 

were then used to estimate RNA velocity vectors with velocity parameters kCells = 25, 
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fit.quantile = 0.2 and deltaT = 1, and visualization parameters n = 200, grid.n = 40, 

arrow.scale = 3, and scale = “sqrt.” 

Enrichment analysis - Analysis for enriched GO terms, KEGG pathways, and REACTOME 

pathways were performed using the WebGestaltR package5, on databases from the Mus 

musculus organism. GO terms and pathways were considered as enriched if fold enrichment ≥ 

2.0, uncorrected p-value ≤ 0.05, and the minimum number of regulated genes in pathway/term 

≥ 2.0. 

mRNA expression levels by Real Time Quantitative PCR - Total RNA was extracted as 

described above. A total of 1 µg of purified RNA was reverse transcribed using the M-MLV 

cDNA Reverse Transcription kit (Invitrogen). Relative mRNA expression levels were 

determined by quantitative PCR using Brillant III-ultra-fast-SYBR green-qPCR kit (Agilent) 

on a Lightcycler 480. Each mRNA from a single biological sample was measured in triplicate 

and normalized to 18S ribosomal RNA. Results were obtained by the comparative Ct method 

and are expressed as fold change with respect to the experimental control. All primer/probe 

assays were ordered from Eurogentec. Primer sequences are shown in Table E4. 

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs) were performed using kits from Fine 

Biotech for calprotectin according to the manufacturer’s instructions. The plates were read 

using a Flexstation 3 microplate reader at a wavelength of 450 nm. 

T cell characterization by flow cytometry - Rats were euthanized and after exsanguination, 

lungs were washed in cold PBS and cut into small pieces (2–3 mm³). The multi-Tissue 

Dissociation Kit 2 (Miltenyi biotec) was used in combination with the gentle MACS Dissociator 

(Miltenyi biotec) according to the manufacturer’s instructions. Tissues were passed through a 

70-μm cell strainer and washed in 5% HBSS-BSA. Cells were then incubated for 1 min with 

red blood cell lysis buffer (RBCL, Invitrogen). Isolated rat lung cells were surface stained for 

10 min on ice in the dark. Antibodies used were CD3 Viobright B515, CD4 PerCPVio700, and 
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CD8b APC-Vio770. Viability Fixable Dye Vioblue (Miltenyi biotec) was used on lung cells as 

a viability cell marker. All the antibodies are described in Table E3. After 30 min fixation with 

1% paraformaldehyde, cells were washed with PBS and centrifuged for 5 min at 300g at 4°C. 

We realized 20 min of permeabilization (0.15% saponin in PBS), and then stained with LAG3 

conjugated with PE (phycoerythrin). After washing twice with PBS, all stained cells were 

resuspended in PBS and acquired by flow cytometry using a MACSQUANT 10 (Miltenyi 

Biotech) and the results analyzed on FLOWJOX software.  
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Projet n°2 : Similitudes et différences entre la maladie veino 

occlusive pulmonaire et l’hypertension artérielle pulmonaire 
 

Introduction  

La maladie veino-occlusive pulmonaire (MVOP) est soit sporadique, principalement due à 

l'exposition au tabac ou à la chimiothérapie par agents alkylants, soit héréditaire (MVOPh) liée 

à des mutations bialléliques du gène EIF2AK4. Cette maladie vasculaire pulmonaire appartient 

au groupe 1.6 de l'HTAP, qui comprend l'HTAP avec des caractéristiques manifestes d'atteinte 

veineuse/capillaire168. La MVOPh est une maladie autosomique récessive et l'âge de 

déclenchement de la maladie est beaucoup plus jeune que dans les formes sporadiques (26 

ans pour les formes héréditaires contre 60 ans pour les formes sporadiques)203. La MVOP est 

caractérisée par un remodelage vasculaire prédominant sur les veines et les veinules avec la 

présence d’une fibrose intimale, d’une hypertrophie de la media et d’une hyperplasie 

musculaire des veines septales interlobulaires. Un remodelage artériel et une muscularisation 

microvasculaire sont également observés367. Des foyers ressemblant à de  l’hémangiomatose 

capillaire (HCP) sont également présents et expliquent le terme d'hémangiomatose capillaire 

pulmonaire368. L'évolution est extrêmement sévère et les traitements utilisés dans l'HTAP sont 

contre-indiqués en raison de leurs effets indésirables graves. Le problème est que, 

cliniquement, la PVOD peut être diagnostiquée à tort comme une HTAP car il n'y a pas de 

différence hémodynamique. Il est donc urgent de trouver des marqueurs permettant de 

différencier la MVOP de l’HTAP. Pour cela, nous avons analysé, par RNAseq, le profil 

transcriptomique des patients atteints de MVOP héréditaire et d’HTAP idiopathique. Les 

résultats obtenus sur les patients malades ont été comparé avec des échantillons de poumons 

contrôles. Le but de cette analyse transcriptomique est d’étudier les différences et les 

similitudes entre les deux maladies et d’explorer les mécanismes physiopathologiques de la 

MVOP liés à la perte de fonction de EIF2AK4. 
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Méthodes 

 Tissus pulmonaires  

Les tissus pulmonaires ont été congelés après explantation précédant la transplantation 

pulmonaire chez les patients atteints de MVOP héréditaire (MVOPh) (n=4) ou d’HTAP 

idiopathique (HTAPi) (n=4). Le statut génotypique des patients pour EIF2AK4 a été obtenu 

auprès du laboratoire clinique après consentement écrit des patients. Tous les patients du 

groupe MVOPh étaient porteurs de mutations bi-alléliques de perte de fonction de EIF2AK4. 

Un groupe de tissus sains a également été utilisé comme contrôle (n=6). 

 Analyse du transcriptome par RNA seq et qPCR  

L'ARN total a été extrait des poumons congelés à l'aide du kit d'extraction mirVANA 

(InVitrogen), suivi d'un traitement à la DNase. La qualité de l'ARN a été évaluée sur Tapestation 

(Agilent technologies) avec un score d'intégrité de l'ARN (NIR) > 6. La préparation des 

bibliothèques d’ADNc (KAPA mRNA Hyper Prep de ROCHE) a été réalisée avec 100ng d'ARN 

total. Les échantillons finaux, regroupés en pools après marquage avec des index individus-

spécifiques, ont été séquencés sur Novaseq 6000 ILLUMINA, permettant d’obtenir 2x50 

millions de lectures de 100 bases par échantillon après démultiplexage. La qualité des données 

brutes a été évaluée avec FastQC. Les analyses ont été réalisées avec le logiciel R. Les données 

ont été normalisées avec les paquets bioconductor DESeq2 (v1.26.0), avant l'analyse 

différentielle avec le workflow DESeq2. Les p-values ajustées aux hypothèses multiples ont 

été calculées avec la procédure de Benjamini-Hochberg pour contrôler le FDR. Lors d’une 

analyse différentielle entre deux groupes expérimentaux, l’expression d’un gène est 

significative lorsque son FDR est inférieur à 0,05. De plus un gène est considéré comme régulé 

à la hausse lorsque le logarithme en base 2 du fold-change est supérieur à 1 et régulé à la 

baisse quand le logarithme en base 2 du fold-change est inférieur à 1. Enfin, une analyse 

d'enrichissement a été réalisée grâce au programme Gene Set Enrichment Analysis, avec la 

collection Hallmark et la collection Human Phenotype Ontology issues de la base de données 

Molecular Signatures Data Base (MSigDB). Certains gènes identifiés par RNAseq ont été 

vérifiés par RT-qPCR. 

 

 Western blots  
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Les protéines des tissus pulmonaires humains ont été extraites dans un tampon de lyse 

contenant 1% d'Igepal ®, 20 mmol/L Tris-HCl, 137 mmol/L NaCl, 10% de glycérol, 2 mmol/L 

EDTA, 1 mmol/L Na3VO4, leupeptine 10 μg/μL, pepstatine 10 μg/μL, aprotinine 10 μg/μL et 

un cocktail d'inhibiteurs de protéase (aprotinine, leupeptine et Pefabloc® [Roche, Meylan, 

France]). 50 μg de protéines ont été séparés sur SDS-PAGE et transférés sur une membrane 

de nitrocellulose. Après blocage avec de la BSA 5%, les membranes ont été incubées avec un 

anticorps primaire dirigé contre le rat pendant une nuit à 4 °C. Les membranes ont été 

incubées avec de la peroxydase de raifort conjuguée à l'anticorps secondaire (Anti-lapin ou 

anti-souris). Les bandes immuno-réactives ont été révélées à l'aide des réactifs ECL (Biorad). 

Le logiciel Image J a été utilisé pour quantifier l'intensité des bandes dans les Western blots. 
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Résultats 

Trois groupes de patients ont été étudiés : un groupe MVOPh (n=4), un groupe HTAPh (n=4) 

et un groupe témoin issu de donneurs de poumons humains sains (n=6). MVOPh regroupe 

quatre porteurs de la mutation EIF2AK4 présentant une forme héréditaire de MVOP, HTAPi 

regroupe quatre patients présentant une forme idiopathique d'HTAP sans mutation génétique 

connue comme responsable du développement de l'HTAP.  

Afin d’explorer les mécanismes mis en place chez les patients MVOPh et d’identifier des 

différences et les similitudes moléculaires entre l’HTAPi et la MVOPh, nous avons réalisé une 

analyse transcriptomique par RNAseq sur tous les échantillons.  

Les analyses différentielles entre les groupes expérimentaux ont été réalisées de trois 

manières différentes (Figure 40). 

Figure 40 : Le nombre de gène différentiellement exprimés en fonction du type d'analyse 
différentielle réalisée entre les groupes expérimentaux 
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1- La première analyse est la comparaison entre les valeurs d'expression des gènes pour 

les échantillons de chaque entité pathologique et celles des échantillons de contrôles sains : 

MVOPh vs Ctrl et HTAPi vs Ctrl. L'analyse différentielle entre les groupes MVOPh et Ctrl a mis 

en évidence un total de 559 gènes régulés à la hausse et 595 régulés à la baisse dans les 

poumons des patients MVOPh par rapport aux poumons contrôles. Le nombre de gènes 

différentiellement exprimés est plus faible pour la comparaison HTAPi vs Ctrl avec un total de 

283 gènes régulés à la hausse et 206 régulés à la baisse dans les poumons HTAPi par rapport 

aux poumons contrôles. L’analyse transcriptomique des explants pulmonaires des patients 

MVOPh et d’HTAPi a révélé une augmentation de 882 gènes uniques au MVOPh et 217 unique 

aux HTAPi (Figure 41). 

Figure 41 : Diagramme de Venn comparant les analyses différentielles des MVOPh et des HTAPi 
contre les contrôles 

Les différences d’expression de certains gènes ont été confirmées par RT-qPCR. Nous avons 

ainsi validé la baisse d’expression génique de MMP9, spécifique des échantillons MVOPh ainsi 

que l’augmentation d’expression génique de SOCS2, spécifique des échantillons HTAPi (Figure 

42).  
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 Figure 42 : Expressions des gènes MMP9 et SOCS2 mesurées par RT-qPCR 

*p<0.05 ; ns : non statistique ; par un test Mann Whitney 

A l’échelle protéique, le western blot a permis de confirmer la baisse d’expression de la 

protéine MMP9 chez les patients MVOPh uniquement et l’augmentation de la selectine E  chez 

les patients HTAPi uniquement (Figure 43). 

Figure 43 : Niveau protéique des protéines MMP9 et E-selectine dans les groupes expérimentaux 
*p<0.05 ; ns : non statistique ; par un test Mann Whitney 
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Afin d’avoir une vision plus globale des différentes voies impliquées dans les mécanismes de 

la MVOPh et de l’HTAPi, nous avons réalisé une analyse d’enrichissement (Gene Set 

Enrichment Analysis : GSEA) grâce à la collection Hallmark issue de la base de données 

MSigDB (Figure 45). 

Lorsque l’on compare l’analyse GSEA des MVOPh vs Ctrl avec celle des HTAPi vs Ctrl, vingt 

voies de signalisations sont régulées à la baisse chez les MVOPh par rapport aux contrôles 

alors qu’elles sont régulées à la hausse chez les HTAP vs Ctrl. Plusieurs de ces voies sont liées 

au processus inflammatoire et au processus du métabolisme supposant ainsi l'activation de 

l’inflammation et une dérégulation métabolique dans les poumons de patients atteints 

d'HTAPi. Ces activations n’étant pas retrouvées chez les patients MVOPh, cette première 

analyse met en évidence une différence de signalisation entre les mécanismes de l'HTAPi et 

de la MVOPh. De plus, l’augmentation protéique de CHOP et d’ATF4 chez les patients HTAPi 

par rapport aux contrôles et aux MVOPh suggère une activation de la voie de l’ISR (Integrated 

Stress Response) chez les patients HTAPi uniquement (Figure 44). 

Figure 44 : Niveau protéique des protéines ATF4 et CHOP dans les groupes expérimentaux 
*p<0.05 ; ns : non statistique ; par un test Mann Whitney 

Cependant, la comparaison des analyses GSEA montre aussi des similitudes entre les deux 

maladies puisque 30 voies de signalisation sont régulées de manière identiques entre la 

MVOPh et l’HTAPi (figure 45). La voie liée à la phosphorylation oxydative est l'une des voies 

la plus augmentée chez les patients HTAPi et MVOPh.  
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Figure 45 : Comparaison des analyses GSEA entre les MVOP vs Ctrl et HTAP vs Ctrl 
NES : Normalized Enrichment Score. Pour mesurer le degré d'enrichissement des voies de signalisation 
dans un ensemble de gènes, GSEA utilise le NES. Plus le NES est élevé plus la voie est activée, plus le 
NES est bas, plus la voie est inhibée. 
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2- À la vue de ces gènes régulés uniquement dans la MVOPh ou dans l’HTAPi, nous avons 

réalisé une deuxième analyse différentielle en comparant cette fois-ci les échantillons MVOPh 

aux échantillons HTAPi. Cette analyse a pour but d’identifier les gènes différenciant l'HTAPi de 

la MVOPh. Cependant, très peu de gènes sont différentiellement exprimés entre les deux 

maladies avec un total de seulement 16 gènes régulés à la hausse et 57 régulés à la baisse 

chez les patients MVOPh par rapport au HTAPi. Cette analyse différentielle entre les patients 

atteints d'HTAPi et de MVOPh correspond aux résultats de l'analyse en composantes 

principales (ACP) (Figure 46).  

Figure 46 : Analyse en composantes principales sur tous les échantillons humains 

L'analyse ACP démontre que la variation entre les données d'expression de l'HTAPi et de la 

MVOPh est très faible et que la plus grande variation est la comparaison entre les maladies 

fusionnées HTAPi+MVOPh et les contrôles.  
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3- Etant donné la faible différence d'expression génique entre l'HTAPi et la MVOPh, nous 

avons décidé de procéder à une troisième analyse différentielle en fusionnant les données 

d'expression génique de l'HTAP et de la MVOP et en les comparant aux contrôles sains. Cette 

analyse nous permet d’accroitre la puissance statistique de notre analyse en augmentant le 

nombre d’échantillon chez les malades. Le groupe MVOP+HTAP représente ainsi un groupe 

de patients atteints d’hypertension pulmonaire. Nous avons obtenu un total de 590 gènes 

régulés à la hausse et 428 régulés à la baisse dans le groupe de patients MVOP. Les deux 

maladies sont caractérisées par une augmentation de l'expression de nombreux gènes tels 

que KCNK3, JAG2, CXCR4, EDN1, MEOX1, SFTPC et une diminution de l'expression de gènes 

tels que CALCRL, TEK par rapport aux contrôles. Les gènes TEK et JAG2 ont été vérifiés par RT-

qPCR (Figure 47). 

Figure 47 : Résultats de l'analyse différentielle fusionnant les échantillons HTAP et MVOP 
A : Volcano plot des gènes différentiellement exprimés. Chaque point représente un gène. Tous les 
gènes au-dessus du tracé noir sont significatifs (FDR<0,05). Certains gènes ont attiré notre attention et 
sont étiquetés. Ceux qui sont en bleus sont régulés à la baisse, ceux qui sont en rouges sont régulés à 
la hausse. B : Expression des gènes TEK et JAG2 mesurées par RT-qPCR. *p<0.05 ; **p<0.005 ; par un 
test Mann Whitney 
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Les protéines Tie2 (codée par TEK) et CXCR4 ont été vérifiées à l’échelle protéique par western 

blot (Figure 48).  

 

Figure 48 : Niveau protéique des protéines CXCR4 et TIE2 dans les groupes expérimentaux 
*p<0.05 ; ns : non statistique ; par un test Mann Whitney 

Pour explorer davantage les voies communes aux mécanismes de l'HTAPi et de la MVOPh, 

nous avons réalisé une analyse GSEA en fusionnant les données de l'HTAPi et de la MVOPh et 

les avons comparées aux données des contrôles. Nous avons utilisé la sous-collection « HPO : 

Human Phenotype Ontology » présentant une terminologie des anomalies phénotypiques 

rencontrées dans les maladies humaines. L'analyse GSEA avec la collection HPO a montré une 

activité anormale de la chaîne respiratoire mitochondriale dans les poumons des patients 

atteints d'HTAP ou de MVOP (Figure 49), ce qui rejoint l'analyse précédente de GSEA avec la 

collection Hallmark montrant que la phosphorylation oxydative est l'une des voies les plus 

régulées dans les deux maladies. Le dysfonctionnement mitochondrial semble donc participer 

aux mécanismes physiopathologiques des deux maladies.  
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Figure 49 : Dotplot indiquant le ratio entre le nombre de gènes surreprésentés dans notre liste de 
gènes et les gènes de la voie de signalisation.  
Plus le ratio est élevé plus la voie de signalisation est sur-représentée dans l’ensemble des gènes 
différentiellement exprimés.  

Ces trois types d’analyse permettent d’explorer en profondeur les similitudes et les 

différences entre les patients HTAPi et les patients MVOPh. 
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Discussion 
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Le but initial de mon projet de thèse était de créer un modèle animal de MVOP héréditaire. 

Etant donné que les rats déficients en Gcn2 ne développent pas spontanément la maladie, 

nous avons cherché à déclencher la MVOP chez ces rats par divers stress à court ou long terme, 

tels que des stress inflammatoires ou métaboliques. Comme aucun de ces stress n’a permis 

d’induire la maladie, nous avons décidé de réorienter le projet et de le diviser en deux études :  

1- Une étude focalisée sur les conséquences moléculaires et cellulaires au niveau 

pulmonaire de la perte de fonction de Gcn2 chez le rat KO en réponse à un stress métabolique 

aigu. 

2- Une étude du profil transcriptomique de poumons humains atteints d’HTAP 

idiopathique et de MVOP héréditaires comparés à des poumons contrôles.  

La discussion se divisera donc en trois parties : nous commencerons par argumenter nos 

données trouvées chez le rat puis nous continuerons avec les données humaines. Enfin, même 

si les deux études portent sur deux espèces différentes, nous confronterons l’ensemble des 

résultats obtenus chez le rat et l’humain.  
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Discussion sur les résultats observés chez le rat Gcn2-/- 

Les rats Gcn2-/- ont été exposés à un stress métabolique à court terme par l’injection d’une 

dose d’asparaginase, un médicament anti-leucémique qui prive la cellule en asparagine et en 

glutamine. C'est la seule condition qui permet de différencier les rats WT et Gcn2-/- puisque 

les rats Gcn2 mutants subissent une perte de poids rapide et des conséquences fatales 

quelques jours après l'administration alors que les rats WT ne présentent aucune 

détérioration physiologique significative. Nous avons réalisé une analyse du transcriptome par 

RNAseq et par single-cell RNAseq dans les poumons de rats Gcn2-/- et WT trois jours après une 

injection unique d'ASNase afin d’explorer la réponse moléculaire et cellulaire à ce stress dans 

les poumons de rats WT et Gcn2 mutant.   

En condition basale, l’analyse du RNAseq isole seulement cinq gènes différentiellement 

régulés entre les rats Gcn2-/- et WT, ce qui est cohérent avec l'absence d'altérations du 

phénotype chez les rats déficients en Gcn2. Cependant, via le scRNAseq, nous observons une 

forte augmentation des cellules T_LAG3 dans les poumons des rats Gcn2 KO.  

Cette population cellulaire, unique aux rats Gcn2-/-, se différencie des autres populations par 

l’expression du marqueur LAG3, un homologue de CD4 qui transmet un signal inhibiteur aux 

lymphocytes T. Une exposition persistante aux antigènes entraîne une expression accrue de 

LAG3 et contribue à un état "d'épuisement" responsable d'une altération de la prolifération 

des lymphocyte T ainsi qu’une diminution de la production de cytokines340. La cytométrie de 

flux nous a montré que la localisation de LAG3 dans cette population de cellules T observée 

chez les rats Gcn2-/- en condition basale est uniquement intracellulaire. Des études 

précédentes ont démontré que la protéine LAG3 est principalement localisée dans le 

compartiment intracellulaire et qu'elle est transloquée vers la surface cellulaire lors d’une 

stimulation antigénique341. En condition non stimulée, ce qui est le cas pour le groupe Gcn2-/- 

Vhcl, la majorité de LAG3 est dégradée dans les compartiments lysosomaux341.  

L'analyse d’expression différentielle centrée sur les cellules T_LAG3 nous a montré une 

augmentation de l'expression de LAG3 chez les Gcn2-/- par rapport aux WT en condition basale. 

S'il y a une accumulation de LAG3 intracellulaire chez les rats Gcn2-/- en condition non 

stimulée, cela pourrait être due à une altération de la dégradation des protéines dans le 

lysosome. En combinaison avec les résultats de l'analyse de trajectoire démontrant que les 
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cellules T_LAG3 et les cellules T naïves sont dans le même état de différenciation, nous 

spéculons que la perte de GCN2 induit le dysfonctionnement du développement des cellules 

T naïves résultant en une population unique de cellules T_LAG3 avec un lysosome défectueux. 

Il est important de noter que ces processus observés sont à l’état basale. Il semblerait donc 

que GCN2 possède plus qu’un rôle de simple détecteur de manque en acides aminés. 

Notons que la population de cellules T_Prolif est également très augmentée chez les rats    

Gcn2-/- en condition non stimulée. La population des cellules T_prolif des rats Gcn2-/- exprime 

fortement LAG3 par rapport aux rats WT. Nous supposons donc que la population T_LAG3 

prolifèrent chez les Gcn2-/- en condition basale.  

La population T_LAG3 disparaît sous traitement à l'ASNase. Tout d’abord, nous savons que 

l'absorption de la glutamine et de l'asparagine est essentielle pour la survie et la 

différenciation des lymphocytes T369,370. De plus, dans un contexte de carence en acides 

aminés par l'ASNase, il a été précédemment montré que les cellules T (CD4+, CD8+, 

CD4+/CD8+), les cellules B (B220+ sIgM+) et les leucocytes (CD11b+) des souris Gcn2-/- subissent 

un taux de mort cellulaire élevé342. Nous supposons donc que la population T_LAG3 déficients 

en GCN2 subit une mort cellulaire sous ASNase.  

La fonction de GCN2 dans la prolifération des lymphocytes T dans un contexte de manque en 

acides aminés, est controversée. Nos données montrent une diminution de la prolifération 

des lymphocytes T chez les rats Gcn2-/- traités par l'ASNase, un résultat cohérent avec le travail 

de Van de Velde et coll qui montre que les lymphocytes T, qu'elles soient déficientes ou non 

en GCN2, ne prolifèrent pas en présence de faibles concentrations de différents acides aminés 

(asparagine, leucine, tryptophane et arginine)151. Nous supposons que la diminution de la 

population T_Prolif est due à la mort des lymphocytes T_LAG3 en prolifération (Figure 50).  
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Figure 50 : Evolution de la population T_LAG3 chez les rats Gcn2-/- dans les différentes conditions 
expérimentales  
En condition basale (flèches noirs), une population de T_LAG3 apparait chez les rats Gcn2-/-. Cette 
population est caractérisée par une accumulation intracellulaire de la protéine LAG3. L’hypothèse (?) 
est qu’il existe une dysfonction lysosomal dans ces lymphocytes T. Ces cellules sont dans le même état 
de différentiation que les Naïve T_cells. De plus cette population prolifère. Sous traitement ASNase 
(flèches rouges), la population T_LAG3 meurt. La population T_prolif diminue drastiquement 
supposant que les cellules exprimant LAG3 et qui sont en prolifération meurent aussi. 

Étant donné que GCN2 joue un rôle dans la différenciation345,371, il est possible que les cellules 

T déficientes en GCN2 ne puissent pas se différencier aussi efficacement que les cellules WT 

en cas de privation d'asparagine et de glutamine. En effet, nous avons constaté que la 

population des lymphocytes T effectrices (T_Eff), correspondant aux cellules T activées, est 

significativement réduite chez les rats Gcn2-/- par rapport aux rats WT sous traitement à 

l'ASNase, tandis que les T_naïfs, correspondant aux cellules T quiescentes, sont inchangés par 

rapport aux groupes expérimentaux. De plus, au lieu d'être essentielle à la prolifération des 
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cellules T, comme l'ont proposé Munn et coll 150, Van de Velde et coll suggèrent que GCN2 est 

nécessaire à la fonction cytotoxique des lymphocytes T effectrices (T_Eff).  

Dans l'ensemble, la perte de GCN2 induit un dysfonctionnement du développement des 

cellules T conduisant à une population T_LAG3 proliférantes incapable de survivre lorsque les 

rats sont soumis à un stress métabolique. Le traitement à l'ASNase affecte la différenciation 

des cellules T déficientes en GCN2, entraînant une diminution de la population T_Eff combinée 

à un, potentielle, dysfonctionnement de la cytotoxicité. 

Il a déjà été démontré que GCN2 est d'une importance critique pour le foie et le pancréas afin 

de limiter la toxicité de l'asparaginase32,347. Conformément à ces résultats, des vacuoles 

cytosoliques sont présentes dans le foie des rats Gcn2-/- traité à l'ASNase, suggérant une 

stéatose et une inflammation. Nous ne pouvons pas exclure que des médiateurs 

inflammatoires provenant d'autres organes, comme le foie ou l'intestin, ciblent les poumons 

et induisent indirectement des lésions pulmonaires.   

Comme décrit précédemment chez la souris, nous confirmons que la protéine kinase GCN2 

est nécessaire pour activer l’ISR (integrated stress response) chez les rats traités par l'ASNase.  

Conformément aux études précédentes portant sur le foie montrant que la défaillance de l’ISR 

peut conduire à une augmentation de l’apoptose342, nous montrons par immunofluorescence 

TUNEL que l'apoptose est accrue dans les cellules pulmonaires de rats déficients en Gcn2 

après traitement par l'ASNase. De plus en plus d’études montrent que la mort cellulaire peut 

activer la réponse immunitaire, que ce soit par le transfert d'antigènes au système 

immunitaire ou par la libération de DAMPs (Damage Associated Molecular Pattern)372,373. 

Nous supposons, ainsi, que l'augmentation de la mort cellulaire est l'un des déclencheurs de 

l'inflammation chez le rat déficient en Gcn2 sous traitement par l'ASNase. 

Ravishankar et coll ont démontré le rôle important de GCN2 dans la régulation de la tolérance 

immunitaire déclenchée par les antigènes des cellules apoptotiques. Ces antigènes 

apoptotiques sont capables d’induire la production de l’IL-10 et TGF-β dans les macrophages 

via l’activation de GCN2157. En accord avec nos résultats, nous pouvons donc suggérer que les 

macrophages déficients en GCN2 des rats soumis à un traitement par l'ASNase n'ont pas réussi 

à induire la production d'IL-10 et de TGF-β.  
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Ensuite, nous avons constaté qu'une molécule DAMP appelée calprotectine, dont les deux 

sous-unités sont codées par les gènes S100A8 et S100A9, est fortement surexprimée dans les 

poumons et dans le sérum des rats mutants Gcn2 traités. Plusieurs rapports ont suggéré que 

le système immunitaire détecte la mort cellulaire par la voie TLR2 et/ou TLR9374. De plus, les 

molécules DAMP, comme la calprotectine, sont capables d'activer la voie TLR soit dans les 

cellules sentinelles (macrophages et mastocytes), soit de manière autocrine dans les 

neutrophiles375,376. Ces données, ainsi que nos résultats montrant une surexpression de TLR2, 

MYD88, IL6 et IL1B, établissent collectivement que l'augmentation de la mort cellulaire peut 

être responsable de l'augmentation du processus d'inflammation en libérant la calprotectine 

et en induisant l'activation de la voie TLR.  

La calprotectine est aussi impliquée dans la migration des neutrophiles vers les sites 

inflammatoires377. Son expression accrue chez les rats mutants Gcn2 explique, au moins en 

partie, l'augmentation de la population de cellules neutrophiles attestée par le scRNAseq et 

l'analyse par immunofluorescence des cellules pulmonaires.  

Nos résultats suggèrent également une activation des cellules endothéliales par le biais de l'IL-

6 et de la sélectine E, dont l'expression a été augmentée par RNASeq. Ce résultat est cohérent 

avec l’augmentation des neutrophiles chez les rats Gcn2-/- sous ASNase car l'expression accrue 

de la sélectine E dans les cellules endothéliales favorise le recrutement des neutrophiles378,379. 

L'analyse par immunofluorescence des sections de poumons indique que la population de 

neutrophiles est localisée dans les zones périvasculaires. L'augmentation des neutrophiles 

périvasculaires, associée à l'augmentation de MMP9, connue pour favoriser la 

revascularisation d'un site inflammé380, suggère un rôle possible des neutrophiles dans le 

remodelage vasculaire. Il a été démontré précédemment que les neutrophiles facilitent le 

recrutement des monocytes, ce qui explique probablement l'augmentation des monocytes 

chez les rats Gcn2-/- traités par l'ASNase381. 

Enfin, l'activation de l'inflammation peut également être la conséquence d'une autophagie 

défectueuse chez les rats Gcn2-/-. Ravindran et coll ont démontré une réponse inflammatoire 

accrue dans l'intestin des souris Gcn2-/- lors de l'administration orale de sulfate de dextran 

sodique (DSS. Cette augmentation de l’inflammation est dû à l'absence d'activation de 

l'autophagie159. Conformément à leurs résultats, nous avons constaté que l'autophagie n'était 
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pas induite chez les rats Gcn2-/- traités par l'ASNase, contrairement aux rats WT.  Ces résultats 

ont été obtenus au niveau protéique sur des éléments clés de ces deux voies.  

 
Figure 51 : Schéma récapitulatif des différentes voies impliquées dans l'augmentation de 
l'inflammation pulmonaire chez les rats Gcn2-/- traité à l'asparaginase 
Sous ASNase, le manque de glutamine et d’asparagine induit une augmentation du processus 
d’apoptose chez le rat Gcn2-/-. Les cellules apoptotiques libèrent de la calprotectine.  
(1) Recrutement des neutrophiles par effect chemo-attracteur dans les poumons  
(2) Activation de la voie TLR-MYD88 dans les cellules immunitaires. L’augmentation d’expression des 
médiateurs comme les interleukines et les chimiokines favorisent l’inflammation pulmonaire 
(3) Une diminution de l’autophagie chez les Gcn2-/- participe à l’augmentation du processus 
inflammatoire 
(4) Hypothèse : La population T_LAG3 est-elle nécessaire aux rats Gcn2-/- pour contrer l’inflammation ?  
(5) Hypothèse : Y a-t-il une dysfonction de la fonction cytotoxique des T_Eff les empêchant ainsi 
d’éliminer les éléments pathogènes de l’organisme ?  
(6) Hypothèse : L’inflammation pulmonaire est-elle secondaire à une inflammation hépatique ?  
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L'activation du système immunitaire innée dans le poumon en réponse au stress métabolique 

chez les rats déficients en Gcn2 est centrée autour de la libération de la calprotectine. Celle-

ci est capable d'activer la voie TLR et d’activer le recrutement des neutrophiles (Figure 51). 

Nous proposons une qualité nouvelle de GCN2, qui en plus de sa fonction de capteur d'acides 

aminés, intervient dans l’adaptation du système immunitaire adaptatif dans des conditions 

basales. 

Notre étude comporte certaines limites qui doivent être discutées. La première est l'absence 

de développement de la MVOP chez les rats déficients en Gcn2, ce qui empêche l'observation 

d'événements moléculaires et cellulaires qui ne sont pas présents puisque le remodelage 

vasculaire n'a pas eu lieu. Les expériences scRNAseq ont pu être biaisées si toutes les 

populations de cellules pulmonaires n'ont pas été correctement extraites et incluses dans 

l'analyse. Cependant, nous avons mené l'étude conformément aux protocoles standard pour 

les expériences pulmonaires. Enfin, compte tenu de la gravité des conséquences 

physiologiques du traitement à l'ASNase chez les rats déficients en Gcn2, certaines 

modulations génétiques sont intégrées dans des réseaux de gènes qui sont impliqués dans la 

réponse à ce stress, mais d'autres régulations génétiques peuvent être secondaires à la 

catastrophe métabolique et à la défaillance des tissus extra-pulmonaires qui se produisent 

chez ces rats, et peuvent être difficiles à interpréter. Par conséquent, soit il existe une 

régulation intégrée que nous ne comprenons pas, soit il y a plusieurs augmentations 

stochastiques de gènes dues à un état physiologique systémique compromis.  
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Discussion sur les résultats observés chez l’humain 

L'objectif initial de ce projet est d’observer les différences mais aussi les similitudes 

d'expression génique entre l'HTAP idiopathique et la MVOP héréditaire.  Une analyse du 

transcriptome des patients HTAP a pu mettre en évidence l'activation des processus liés à 

l’inflammation et au métabolisme dans les poumons de ces patients. Ces deux processus sont, 

en revanche, régulés à la baisse dans les poumons des patients atteints de MVOP. A l’inverse, 

certaines modifications ont été observées de manière uniforme dans les différents 

échantillons d'HTAP et de PVOD. Ces similitudes nous amènent à penser que ces modifications 

sont intrinsèques au développement des deux maladies, pas nécessairement causales mais 

appartenant aux processus pathologiques de l'hypertension précapillaire.  

Étant donné que la MVOP et l'HTAP présentent des caractéristiques hémodynamiques et 

histologiques similaires, il n'est pas surprenant de trouver des modifications génétiques 

communes aux deux maladies. Nous avons donc trouvé des régulations de gènes cohérentes 

avec les lésions vasculaires observées dans les poumons des patients HTAP et 

MVOP.  L’augmentation d’expression du gène SFTPC, codant pour la protéine SP-C, est connue 

pour participer au développement de la fibrose dans la maladie de la fibrose pulmonaire 

spontanée chez la souris382. Le gène MEOX1 code pour une homéobox du mésenchyme 

impliquée dans la modulation phénotypique des cellules musculaires lisses vasculaires et le 

remodelage vasculaire383. Nos données suggèrent que le ciblage de MEOX1 pourrait être une 

nouvelle approche pour traiter les maladies vasculaires prolifératives.  

A l’inverse, les régulations de certains gènes ne sont pas en accord avec les résultats décrits 

dans la littérature. C’est le cas pour le gène KCNK3, un gène dont la déficience partielle (à 

l’état hétérozygote) entraine une prédisposition à l'HTAP263. L'inhibition de KCNK3 induit, chez 

le rat, une néomuscularisation distale et une hémodynamique caractéristiques de 

l'hypertension pulmonaire384. Par conséquent, l'expression accrue de KCNK3 pourrait refléter 

un mécanisme de contre-régulation chez l’humain. 

Ce qui est d’autant plus intéressant est que certains gènes n’ont, pour la majorité, pas été 

étudiés dans la MVOP laissant ainsi le champ libre à de nouvelles perspectives de recherche 

afin de mieux cerner les mécanismes physiopathologiques de cette maladie.  
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Plusieurs études ont rapporté que l'expression de COL18A1, codant pour l’endostatine, est 

nettement augmentée dans les vaisseaux pulmonaires remodelés présents dans l'HTAP385. De 

plus, des concentrations élevées d’endostatine circulante sont observées dans l'HTAP et sont 

corrélées à une hémodynamique pulmonaire défavorable386. L’augmentation d’expression du 

gène COL18A1 dans les poumons des patients HTAP fournit une base moléculaire à ces 

résultats plasmatiques cliniques. De plus, cette augmentation est retrouvée chez les patients 

MVOP. Ces données supposent que l’endostatine pourrait aussi être utilisée comme 

biomarqueur d’évolution de la MVOP. 

L'expression des gènes codant pour CXCR4 et son ligand CXCL12 (SDF1) est augmentée à la 

fois dans la MVOP et l'HTAP. Les niveaux de protéines de CXCL12 et CXCR4 ont été trouvés 

augmentés dans les poumons humains de patients atteints d'HTAPi387. Cette chimiokine et 

son récepteur sont impliqués dans l'homéostasie tissulaire et la réponse à l'inflammation. 

Bordenave et coll ont précédemment montré que l'inhibition de CXCL12 par des composés 

neutralisants et le blocage pharmacologique de CXCR4 étaient capables d'inverser 

partiellement l’hypertension pulmonaire (HP) établi dans chez le rat atteint d’HP, de diminuer 

les résistances vasculaires pulmonaires et le remodelage des artérioles pulmonaires387. Il est 

intéressant de noter que l'expression de ces deux gènes sont également augmentée dans la 

MVOP, ce qui suggère une implication de cette voie dans le développement de la MVOP 

similaire à celle retrouvé dans l’HTAP. 

Le gène TEK, codant pour la protéine TIE2, un récepteur tyrosine kinase de l'angiopoiétine I 

(ANG1), dont les expressions protéiques et géniques sont diminuées dans les groupes de 

patients MVOPh et HTAPi examinés, joue un rôle dans l'angiogenèse et le contrôle des 

jonctions endothéliales388. L’expression d’ANGPT1, codant pour l’angiopoietine-1, est 

également diminuée mais de façon non significative. L’équipe de Kugathasan ont étudié des 

modèles de souris transgéniques pour les gènes TEK et ANGPT1. Ils ont démontré que l’haplo 

insuffisance du gène TEK suffit à déclencher une augmentation des résistances vasculaires 

chez la souris. Il conclut en affirmant que, sous stress inflammatoire, la voie angiopiétine-1-

TIE2 protège ces souris du développement de l'HTAP en favorisant la survie des cellules 

endothéliales389. Ainsi, il est possible que la diminution de l'expression de TEK participe au 

dysfonctionnement des cellules endothéliales retrouvé chez les patients HTAP mais aussi chez 

les patients MVOP. Communément inscrit dans la pathogénèse de l’HTAP, peu d’études ont 
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analysé la dysfonction endothéliale dans la MVOP. Cette première observation met en 

exergue une dysfonction endothéliale chez les patients MVOP similaire aux patients HTAP. La 

découverte d'une augmentation de l'expression de l'EDN1, dans les poumons HTAP et MVOP 

renforce cette hypothèse. Des travaux antérieurs démontrent que l'ET-1, protéine codée par 

EDN1, est un acteur majeur du déséquilibre vasodilatateur/vasoconstricteur caractéristique 

de l'HTAP390,391. Etant donné que la protéine ET-1 est susceptible de participer à la composante 

vasoactive de l'HTAP, l'augmentation de l'expression d'EDN1 dans les poumons de MVOP 

suggère un rôle similaire de l'ET-1 dans la pathogenèse de la MVOP. 

En présumant qu’un dysfonctionnement endothélial soit présent dans la MVOP héréditaire, 

on peut supposer que la déficience en Gcn2 endosse un rôle important. Le travail de Manaud 

et coll le confirme puisqu’ils ont montré que la perte de GCN2 diminuait la phosphorylation 

des SMAD 1/5/9 dans les tissus pulmonaires de rat GCN2 KO. Etant donné que l’activation des 

SMAD1/5/9 est également diminuée dans les patients atteints de MVOP héréditaire, Manaud 

et coll suggèrent que la perte de fonction de GCN2 participe au déséquilibre entre la voie     

TGF-β/BMP reconnue comme, en partie, responsable de la dysfonction endothéliale335.  

Enfin, les analyses d’enrichissement avec les collections Hallmark et HPO, réalisées sur les 

DEGs des différents groupes expérimentaux ont respectivement mis en évidence une 

surreprésentation de la voie « oxidative phosphorylation » et « abnormal activity of 

mitochondrial respiratory chain » chez les patients atteints d’HP (groupe HTAP+MVOP) par 

rapport aux contrôles. Des précédentes études démontrent la présence d’une dysfonction 

mitochondriale, caractérisée par une augmentation de la glycolyse et une diminution de 

l’oxydation de glucose dans les cellules pulmonaires vasculaires, chez les patients HP392,393. 

Ainsi, l’augmentation des processus de phosphorylation oxydative ne semble pas cohérente 

avec la littérature. De plus, les gènes codant pour les facteurs de transcription HIF-1 et HIF-2a 

et le gène codant pour la kinase PDK1, tous connus pour être essentiels dans ce changement 

métabolique, ne sont pas régulés chez les patients HP. En s’intéressant de plus près aux gènes 

appartenant à la voie « oxidative phosphorylation », nous nous sommes rendus compte que 

ces gènes étaient très faiblement régulés. Ce résultat met en évidence la limite des analyses 

d’enrichissement. En effet, GSEA permet de détecter les situations où tous les gènes d'un 

ensemble prédéfini changent de manière coordonnée. L’analyse GSEA classe les gènes selon 

leurs FDR et Log2FC donnant naissance à une liste de gènes classés (L). Plus un gène est régulé 
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à la hausse, plus son rang sera élevé et à l’inverse plus un gène est régulé à la baisse, plus son 

rang sera bas. Les bases de données regroupent des ensembles de gènes (S) définis comme 

représentatifs d’une voie de signalisation. Le but de GSEA est de déterminer si les membres 

de (S) sont distribués de manière aléatoire dans la liste de gènes classés (L) ou s'ils se trouvent 

principalement en haut ou en bas de la liste. Les voies de signalisation en haut de la liste sont 

activées et possèdent des scores d’enrichissements élevés et les voies de signalisation en bas 

de la liste sont inhibées avec des scores d’enrichissements bas. Un certain nombre de gènes 

appartenant à la voie « oxidative phosphorylation » sont régulés de manière similaire (Log2FC 

très proche) ce qui a induit une augmentation statistique de leur score d’enrichissement 

même si individuellement, les gènes de cette voie ne sont que peu différentiellement régulés.  

Etudier les similitudes entre l’HTAP et la MVOP nous a permis de confirmer la régulation de 

certains gènes et processus déjà préalablement étudiés dans la l’HTAP mais encore jamais mis 

en évidence dans le développement de la MVOP.  

Les MMPs, appartenant aux enzymes protéolytiques capables de dégrader les protéines de la 

matrice extracellulaire (MEC), sont classées en 6 groupes en fonction de la spécificité de leurs 

substrats :  

- Collagénases interstitielles (MMP1, MMP8, MMP13 et MMP18) 

- Collagénases ou gélatinases de type IV (MMP2 et MMP9) 

- Stromelysines (MMP3, MMP10, MMP11 et MMP19) 

- Matrilysines (MMP7 et MMP26) 

- MMP transmembranaires (MMP14, MMP15, MMP16, MMP17, MMP24 et MMP25)  

- Autres MMP (MMP12, MMP20, MMP21, MMP22, MMP23, MMP27 et MMP28) 

En ce qui concerne les différences moléculaires entre la MVOP et l'HTAP, nous avons confirmé 

la diminution de l'expression de l'ARNm et de la protéine MMP9 (métalloprotéinases 

matricielles 9) dans les explants pulmonaires humains de la PVOD, observation déjà 

mentionnée par Neubert et coll394. 

Il a été montré qu’une dégradation accrue de la matrice extracellulaire (MEC) entraîne 

l'activation de facteurs de croissance. Ces facteurs augmentent le dépôt de collagène et 

d'autres protéines de la MEC en stimulant leur sécrétion par les cellules musculaires lisses et 

les fibroblastes. L'expansion de la MEC dans les trois couches de la paroi vasculaire pulmonaire 
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entraîne une fibrose vasculaire395. Neubert et coll ont suggéré un rôle potentiel de MMP9 dans 

le remodelage des veines et des veinules pulmonaires. Cependant, c’est l’augmentation, et 

non la baisse, d’expression de MMP9 qui semble être impliquée dans la dégradation, ainsi que 

dans la réorganisation de la MEC396. Si l'on considère le changement d'expression comme un 

mécanisme physiopathologique putatif, l'extinction de l'expression de MMP9 est donc contre-

intuitive dans les poumons des patients atteints de MVOP au vu de la fibrose intimale présente 

dans les veines pulmonaires. Ainsi, nous pouvons supposer que la diminution de MMP9 serait 

un processus protecteur non suffisant pour protéger les patients du développement de la 

MVOP. 

A l’inverse, les artères pulmonaires d'animaux atteints d'HTAP induite par la monocrotaline et 

l'hypoxie, présentent une expression accrue des MMP et autres enzymes protéolytiques397. 

De même, les sérums des patients atteints d'HTAP présentent une augmentation de la 

concentration de MMP9 et MMP2398. Enfin, le remodelage de la MEC dans l'HTAP a été associé 

à l’EndoMT car les cellules endothéliales, se dédifférenciant en cellules mésenchymateuses de 

type myofibroblastique, possèdent une expression accrue de la MMP2 et de la MMP9399,400. 

Ces résultats cumulés suggèrent donc une augmentation d’expression des MMPs et en 

particulier de MMP9 dans l’HTAP ce que nous n’avons pas confirmé avec nos analyses 

protéiques même si une tendance à l’augmentation a bien été relevée chez les patients HTAP 

par rapport aux contrôles.  

La différence majeure concerne l’activation de l’inflammation chez les patients HTAP qu’on ne 

retrouve pas chez les patients MVOP. L’inflammation semble être une caractéristique 

pathologique importante de l'HTAP, comme le suggère l'infiltration de cellules 

inflammatoires, notamment de macrophages, de lymphocytes T et B, et de cellules 

dendritiques dans les espaces périvasculaires pulmonaires et autour des lésions plexiformes 

de l'HTAP. Il n’est donc pas étonnant de retrouver une augmentation des marqueurs de 

l’inflammation chez les patients HTAP. L’inflammation est un processus particulièrement 

étudié dans la pathogénèse de l’HTAP depuis que des niveaux élevés de cytokines pro-

inflammatoires telles que l'interleukine IL1 et l'IL6401, du facteur de croissance (PDGF)402 ou de 

la protéine des macrophages inflammatoires MIP-1403 ont été détectés dans les artères 

pulmonaires et les infiltrats de cellules inflammatoires des patients HTAP. L’augmentation de 

la sélectine circulante chez les patients atteints d’HTAP a déjà été mise en évidence dans les 
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travaux de Smadja et coll 404. L’augmentation de cette protéine au niveau tissulaire, coïncide 

avec la présence d’un endothélium activé favorisant ainsi la dysfonction endothéliale.   

A l’inverse de l’HTAP, des marqueurs de l’inflammation sont régulés à la baisse dans la MVOP 

comme la selectine E, la selectine L et CD14. Etant donné que Perros et coll ont démontré une 

baisse de niveau des lymphocytes T cytolytiques chez les patients MVOP205, nos résultats sont 

cohérents et suggèrent qu’une dérégulation immunitaire pourrait participer à la 

physiopathologie de la MVOP. Le rôle de GCN2 dans ce processus reste encore à élucider.  

En résumé, ce projet nous a permis d’explorer de nouvelles pistes pour mieux comprendre les 

mécanismes physiopathologiques mis à l’œuvre dans la MVOP. Même si de nombreuses 

expérimentations sont encore nécessaire pour établir les véritables différences moléculaires 

entre l’HTAP et la MVOP, nous avons pu confirmer la baisse d’expression de MMP9 et la 

dérégulation immunitaire, présentes uniquement chez les patients atteints de MVOP. L’étude 

des similitudes a, quant à elle, permis de mettre en exergue la présence de certains marqueurs 

comme la protéine endostatine, étudiée dans l’HTAP et retrouvée dans la MVOP. Des 

recherches plus approfondies, dans la MVOP, restent à mener. 

La limite principale de ce projet réside dans le faible nombre d’échantillons par groupe 

expérimental. Il se peut que nous omettions certaines voies essentielles à cause de notre 

faible puissance statistique ou qu’au contraire nous surévaluions la régulation de certains 

gènes. De plus, nous avons remarqué que l’expression des gènes des échantillons d’HTAP sont 

très hétérogènes. Les patients étudiés étant atteints d’HTAP de type idiopathique, ils 

présentent probablement des différences physiopathologiques dues à des facteurs 

déclenchants très hétérogènes. 
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Discussion sur l’ensemble des résultats 

Pour discuter l’ensemble des résultats obtenus, nous devons comparer les résultats du rat 

Gcn2-/- avec les résultats de l’être l’humain. Cependant il est important de noter que l’absence 

de MVOP chez le rat fait perdre de la pertinence à cette comparaison. C’est donc avec une 

certaine réserve et prudence que nous considèrerons le contenu de ce chapitre. 

En raison de lésions hépatiques et de l’état général du rat, l’expérimentation doit être arrêtée 

3 jours après l’injection d’ASNase, ce qui correspond à un temps trop court pour le 

développement d’un remodelage vasculaire. Ainsi, notre hypothèse initiale est que les 

dérégulations géniques observées dans les rats Gcn2-/- traités à l’ASNase pouvaient constituer 

des mécanismes physiopathologiques du développement de la MVOP.  

L’augmentation de certains facteurs, déjà étudiés pour leur participation dans le remodelage 

vasculaire de l’HTAP, est présente chez les rats Gcn2-/- ASNase. C’est le cas de l’augmentation 

de l’expression de MYD88 qui a aussi été retrouvée, au niveau protéique, chez les patients 

atteints d’HTAP idiopathique405. L'inflammation périvasculaire est une caractéristique 

pathologique importante dans la plupart des modèles animaux d'HP ainsi que chez les patients 

souffrant d’HTAP. Plusieurs études s’accordent à reconnaitre le rôle fonctionnel de 

l'inflammation périvasculaire dans l'initiation et/ou la progression de l'HTAP et du remodelage 

vasculaire pulmonaire316,406. On peut supposer qu’à plus long terme, l’inflammation observée 

chez les rats Gcn2-/- ASNase puisse aboutir à un remodelage vasculaire, mais nous n’avons 

aucun argument expérimental soutenant cette hypothèse. 

Comme on pouvait s’y attendre, la comparaison entre le transcriptome humain des patients 

MVOP et du rat Gcn2-/- sous ASNase, montre une grande disparité entre les deux espèces et 

les deux conditions expérimentales ou pathologiques. En effet, on observe des voies de 

signalisation très différentes, voir opposées, entre les rats Gcn2-/- ASNase et les patients 

MVOP. Une des différences les plus marquantes est l’activation de l’inflammation chez les rats 

Gcn2-/- ASNase alors que cette voie est inhibée chez les patients MVOP. Les patients étudiés 

ayant atteint un stade terminal de la maladie, nous pouvons supposer que les gènes 

différentiellement exprimés se modifient au cours de de la maladie. Les différences 

d’expression des protéines liées à l’ISR dans l’étude de la cinétique de la MVOP chez les rats 
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traités à la mitomycin-C appuient l’hypothèse de variation du niveau d’expression des gènes 

au cours de l’évolution de la maladie et du modèle animal172. 

La baisse de l’inflammation constaté chez les patients MVOP est difficile à associer à la perte 

de fonction de GCN2. En effet, nos données ainsi que les données de la littérature, indiquent 

un rôle protecteur de GCN2 contre l’inflammation lors d’un stress métabolique ou 

inflammatoire. On peut supposer que GCN2 a d’autres fonctions que celle de détecter un 

manque en acide aminé, même si différents mécanismes peuvent conduire à son induction 

(déficit en acides aminés ou consommation excessive intracellulaire). De plus, nos résultats 

sur les rats Gcn2-/- prouvent que des dérégulations s’installent même en condition basale avec 

l’apparition d’une population T_LAG3 suggérant que GCN2 pourrait avoir un rôle 

particulièrement important dans le développement des lymphocytes T. Nous pouvons 

émettre l’hypothèse, de façon cohérente avec les données de Perros et coll montrant que les 

patients MVOP ont une diminution des lymphocytes T cytotoxiques205, que la perte de 

fonction de GCN2 induit un dérèglement du système immunitaire adaptatif chez les patients 

MVOP.  

Le modèle de rat déficient en Gcn2 présente une différence majeure avec les sujets humains 

porteurs d'une déficience biallélique en Gcn2, car la MVOP grave survient généralement tôt 

dans la vie (des cas de nouveau-nés ont été répertoriés), et aucun facteur déclenchant la 

MVOP chez le rat n'a été identifié. Nous ne pouvons pas exclure l’existence d’un facteur 

inducteur spécifique et non identifié impliqué chez l'homme auquel les rats expérimentaux 

n'auraient pas été exposés bien que nous ayons expérimenté plusieurs conditions pour induire 

la MVOP. Une autre hypothèse serait l'absence, chez le rat (et la souris), d'un facteur 

inflammatoire spécifiquement impliqué dans le développement du remodelage vasculaire 

présent chez l'homme. 
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Au terme de ces trois ans de doctorat, nous avons pu réaliser deux projets ayant pour objectif 

final de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques de la MVOP héréditaire liés 

à la perte de fonction de GCN2.  

Nous nous sommes, tout d’abord, focalisés sur les mécanismes mis en jeu chez le rat Gcn2-/- 

en condition basale ou soumis à un stress métabolique ou non. La découverte d’une 

population de lymphocytes T exprimant le marqueur LAG3 unique au Gcn2-/- en condition 

basale montre que GCN2 n’est pas seulement un détecteur de manque en acides aminés. 

Nous supposons qu’il joue un rôle clé dans le développement des lymphocytes T autant dans 

la différenciation que dans la fonction cytotoxique des lymphocytes activés. Sous stress 

métabolique, nous montrons le rôle protecteur de Gcn2 contre l’inflammation pulmonaire. 

L’afflux de neutrophiles et de monocytes dans les poumons de rats Gcn2-/- sous ASNase est 

cohérent avec l’augmentation des médiateurs de l’inflammation comme les interleukines, les 

cytokines et les chimiokines, et les acteurs de l’inflammation, comme la voie des TLRs, 

observés en RNAseq. Nous proposons un mécanisme centré autour de l’apoptose pour le 

déclenchement de l’inflammation où la calprotectine joue un rôle central dans l’activation de 

la voie des TLR et l’attraction des neutrophiles. 

Le projet sur les échantillons humains a permis de mettre en évidence les dérégulations 

géniques mis en place au stade terminal de la MVOP. Le dysfonctionnement endothélial, 

similaire à celui observé dans l’HTAP, et une baisse d’activité de la voie TIE2, sont possiblement 

impliqués dans la MVOP. Des différences sont notamment mises en évidence par la baisse 

d’expression de MMP9 et la baisse des marqueurs de l’inflammation dans la MVOP par 

rapport à l’HTAP.  

En résumé, nous n’avons pas mis en place de modèle murin pour la MVOP mais nos résultats 

mettent en évidence un nouveau rôle de GCN2 dans la régulation des lymphocytes T. La clé 

du déclenchement de la MVOP lié à la perte de fonction de GCN2 réside potentiellement dans 

la dérégulation du système immunitaire adaptatif plutôt que dans la carence en acides aminés. 
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Plus de 7 ans après l’identification du gène EIF2AK4 à l’origine de la MVOPh, le mécanisme 

conduisant à la MVOP, une forme majeure et particulière de remodelage vasculaire 

pulmonaire dû à une perte de fonction du gène, n’est toujours pas connu malgré les efforts 

réalisés par notre équipe et d’autres groupes dans le monde.  

Bien qu'il faille noter que la MVOP représente une entité très rare et souvent mal 

diagnostiquée, une des limites du projet humain réside essentiellement dans le peu 

d’échantillons malades analysés par groupe (n=4). L’idéal serait d’augmenter le nombre 

d’échantillons tout en complétant avec d’autres groupes d’hypertension pulmonaire comme 

l’HTAP héréditaire avec des patients porteurs de la mutation BMPR2 ou la MVOP sporadique.  

La discordance majeure observée entre les conséquences du déficit complet en GCN2 chez 

l’homme et les murins (puisque les murins ne développent pas de MVOP) est une énigme dont 

la résolution permettrait d’avancer considérablement dans la compréhension de la maladie.  

Nous avons testé les différences environnementales entre les deux espèces mais nos résultats 

n’ont pas été concluants. Nous pouvons supposer que des différences d’espèces sur les 

médiateurs de l’immunité pourraient être en cause, car certains médiateurs ne sont pas 

présents chez les murins alors qu’ils sont présents chez l’homme.  

Un des points majeurs de notre étude est la découverte de la population T_LAG3 présente à 

l’état basal chez les rats Gcn2-/-. Le but ultime serait d’associer cette augmentation de 

lymphocyte T au déclenchement de la maladie. Pour cela, il faudrait tout d’abord vérifier les 

niveaux d’expression de LAG3 chez les patients MVOP héréditaire. Différentes méthodes se 

présentent à nous : la cytométrie de flux s’il y a la possibilité de travailler sur des échantillons 

de poumons en sortie de bloc opératoire, l’immunofluorescence et/ou le western blot. 

Cependant, si nous voulons réellement comparer des échantillons de rat Gcn2-/- à l’état basal 

et des échantillons humains, l’idéal serait d’obtenir des échantillons de patients porteurs de 

la mutation mais qui n’ont pas encore déclenché la maladie. Etant donné que c’est une 

maladie très rare et difficile à diagnostiquer, il y a peu de chance d’avoir accès à ce genre 

d’échantillon. L’analyse des coupes de poumons des échantillons MVOP héréditaire nous 

permettrait de vérifier la présence de neutrophiles chez ces patients. Si c’est le cas, on pourrait 

alors mesurer le niveau d’expression de la calprotectine par immunofluorescence ou par 

ELISA.   
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D’autres modèles animaux peuvent être testés mais leur manipulation serait délicate. 

L’équipe du laboratoire avait débuté une collaboration sur le poisson zèbre qui a montré des 

anomalies vasculaires par injection des œufs avec des morpholinos inhibant l’activité de 

l’orthologue de GCN2 pendant le développement. Malheureusement l’expérimentation n’a 

pu être menée à bien, faute de financement. 

L’inactivation ciblée du gène EIF2AK4 pourrait être réalisée par la technique CrisPR-CAS9 dans 

d’autres espèces de mammifères mais les coûts de l’expérimentation peuvent être 

rédhibitoires.  

Enfin, nous avons mis au point des cellules iPS humaines, dont le gène EIF2AK4 a été inactivé 

par la technique CrispR-CAS9, redifférenciées en cellules endothéliales. Le manque de temps 

n’a pas permis d’achever les expériences moléculaires prévues sur ce modèle. 

Il existe donc de nombreuses pistes pour disposer d’un modèle de la maladie qui permettra 

d’en étudier les différentes étapes et mettre au point de nouveaux traitements spécifiques. 
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