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Introduction 
 

1. Physiologie pulmonaire et cardiaque 

1.1. Physiologie pulmonaire 

Le poumon est composé de deux parties, le poumon droit qui comporte trois lobes et le 

poumon gauche qui comporte deux lobes. Le poumon est entouré d’une couche protectrice 

appelée plèvre. Sous les poumons se trouve le diaphragme, muscle qui délimite la cavité 

thoracique de l’abdomen et joue un rôle important dans la ventilation pulmonaire (figure 1).        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le poumon a pour rôle essentiel de permettre 

l’entrée d’oxygène (O2) indispensable au 

métabolisme cellulaire et la sortie de dioxyde 

de carbone (CO2) principal déchet de nos 

cellules. L’O2 va circuler dans tout l’arbre 

bronchique, qui va de la trachée aux 

bronchioles où vont se situer les alvéoles 

pulmonaires, lieu de l’échange gazeux. On 

dénombre environ 150 millions d’alvéoles dans 

nos poumons ce qui permet d’avoir une surface 

d’échange optimale entre ces alvéoles très 

fines (<0,2µm) et les capillaires pulmonaires. 

Figure 1 Anatomie pulmonaire 

Figure 2 Échanges gazeux au niveau des alvéoles pulmonaires 



 
 

C’est au niveau de cette membrane alveolo-capillaire que le CO2 et l’O2 diffusent selon leur 

gradient de pression (figure 2). 

Le poumon a également un rôle de protection et de barrière contre toutes les toxines ou 

bactéries présentent dans l’air grâce au mucus produit dans les bronches. 

 

1.2. Physiologie cardiaque et circulatoire 

1.2.1. Le cœur 

Le cœur est un organe qui permet de pomper le sang dans tout l’organisme. C’est un muscle 

creux constitué de deux cavités majeures qui sont séparées par le septum : le cœur gauche 

constitué de l’oreillette gauche et du ventricule gauche (VG) et le cœur droit avec l’oreillette 

droite et le ventricule droit (VD). Le cœur est entouré d’une membrane, le péricarde puis est 

constitué de trois feuillets principaux qui sont : 

- L’épicarde qui est le tissu le plus externe et joue un rôle de revêtement et de 

protection, 

-  Le myocarde qui représente le tissu contractile et est constitué du muscle cardiaque 

composé par les cardiomyocytes, 

-  L’endocarde qui est la couche la plus interne, celle en contact avec le sang, elle est 

constituée d’une fine couche de cellules endothéliales. 

1.2.2. La circulation sanguine 

La circulation sanguine se décompose en deux parties, la circulation systémique et la 

circulation pulmonaire. 



 
 

1.2.2.1. La circulation systémique  

Elle est aussi appelée « grande circulation ». Son 

rôle est d’amener le sang riche en 02 du cœur 

vers les organes en passant par l’aorte à haute 

pression (130 mmHg) puis les autres artères, 

artérioles et enfin les capillaires ou la pression 

est bien plus faible (35 mmHg) et où l’échange 

en gaz et nutriments peut se faire de manière 

optimale (figure 3). Le sang en sortie de 

capillaire, pauvre en O2 va alors passer par les 

veinules puis les veines qui sont à basse pression 

(6-12 mmHg) jusqu’à arriver aux veines caves et 

l’entrée dans l’oreillette droite du cœur. 

 

1.2.2.2. La circulation pulmonaire 

La circulation pulmonaire qui est aussi appelée « petite circulation » va s’initier à la sortie du 

VD du cœur ou le sang pauvre en O2 va passer par l’artère pulmonaire (AP). La pression y est 

faible, entre 10 et 15 mmHg, le sang passe ensuite au niveau des artérioles pour finir au niveau 

des capillaires pulmonaires, lieu de l’échange gazeux avec les alvéoles pulmonaires. Le sang, 

riche en O2 va ensuite passer dans les veinules puis les veines pulmonaires pour se retrouver 

dans l’oreillette gauche du cœur. 

 

Figure 3 La circulation sanguine humaine 



 
 

1.3. Physiologie artérielle 

Les APs sont composées de trois feuillets (figure 

4). Le plus interne est l’intima, elle est constituée 

d’une monocouche de cellules endothéliales (CE) 

qui joue le rôle de barrière étanche entre le sang 

et l’artère, et participe au maintien de 

l’hémostase du sang et au tonus vasculaire en 

secrétant des agents antiagrégants et des facteurs 

vasodilatateurs et vasoconstricteurs. La couche 

intermédiaire des artères est la media, qui est 

délimitée de part et d’autre par une limitante 

élastique interne et externe. La media est constituée en majorité par les cellules musculaires 

lisses (CML), lui permettant sa fonction contractile. Elles sont organisées de façon 

concentrique et en plusieurs couches pour permettre à l’artère de modifier la taille de sa 

lumière en se contractant et se dilatant, ce qui entraine des modifications de la pression 

sanguine. La couche la plus externe est l’adventice. Elle est essentiellement constituée de tissu 

conjonctif riche en collagène, fibres élastiques et fibroblastes. Les vaisseaux de plus gros 

calibre ont une adventice vascularisée pour alimenter les artères en sang riche en O2, c’est le 

vasa vasorum. 

 

2. Hypertension pulmonaire et hypertension artérielle pulmonaire 

2.1. Définition 

L’hypertension pulmonaire (HTP) est une maladie grave qui a été définie pour la première fois 

en 1973 au 1er symposium sur l’HTP par une augmentation de la pression de l’artère 

pulmonaire moyenne (PAPm) superieur à 25 mmHg au repos. En condition non pathologique 

la PAPm est de 14.0±0.3 mmHg en moyenne. Le 6éme symposium sur l’HTP en 2018 a proposé 

de modifier le seuil limite d’inclusion à une PAPm de 20mmHg en association à une 

augmentation des résistances vasculaires pulmonaires (RVP) au-delà de 3 unités de Wood (1 

Wood = 80 dynes.s.cm-5) (Simonneau et al. 2019). 

Figure 4 Composition de la paroi artérielle 



 
 

Les RVP sont calculés par la formule : (PAPm – Pression capillaire pulmonaire (PCP))/Débit 

cardiaque (DC). 

2.2. Classification des HTP 

Il existe 5 grands groupes d’HTP : 

 

 

2.2.1. Hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) 

Point détaillé paragraphe 2.4 

2.2.2. Hypertension pulmonaire secondaire à une défaillance cardiaque gauche 

 

Figure 5 Dernière classification des groupes d'HTP (Simmoneau et al, 2019) 



 
 

Le groupe 2 des HTP comprend les patients atteints d’une cardiopathie du cœur gauche ou de 

malformations valvulaires qui conduisent à une HTP. Ces pathologies entrainent une 

augmentation de la pression auriculaire gauche qui à son tour, entraine une transmission 

rétrograde de cette augmentation de pression jusqu’à l’AP. Elles sont définies par une 

hypertension post-capillaire (PCP) >15mmHg. C’est la cause d’HTP la plus fréquente. 

2.2.3. Hypertension pulmonaire due à des maladies respiratoires et/ou à une hypoxie 

Le groupe 3 des HTP représente les patients souffrant d’une hypoxie alvéolaire résultant d’une 

maladie respiratoire chronique telle que la bronchectasie chronique, la mucoviscidose, la 

bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO), la fibrose pulmonaire ou d’une maladie 

avec altération du contrôle respiratoire. L’hypoxie peut également venir d’une vie à haute 

altitude de longue durée. La majorité des HTP de ce groupe sont modérées (<35mmHg) 

2.2.4. Hypertension pulmonaire thromboembolique chronique 

Le groupe 4 des HTP représente les patients souffrant d’une obstruction proximale et/ou 

distale des APs d’origine thromboembolique. La principale maladie de ce groupe est la maladie 

thromboembolique chronique (CTEPH), où des thrombus vont s’accumuler dans les APs. C’est 

le seul type d’HTP qui peut être soigné par une chirurgie appelée thrombo-endartériectomie 

pulmonaire, consistant à enlever les thrombus formés. 

2.2.5. HTP d’étiologies indéfinies ou multifactorielles 

Ce groupe 5 est constitué de diverses pathologies pouvant être associées à l’apparition d’une 

HTP, mais dont les mécanismes aboutissant à la pathologie restent incertains, telles que des 

sarcoidoses, la lymphangioléiomyomatose, des maladies hématologiques, des maladies 

métaboliques... 

2.3. Définition de l’HTAP 

L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) correspond au groupe 1 de la classification des 

HTP. Elle est caractérisée par un intense remodelage des APs de petit calibre (<500µm). Elle 

se définit par une pression artérielle pulmonaire moyenne (PAPm) > 20 mmHg, une pression 

pulmonaire d’occlusion (PAPO) < 15mmHg et des résistances vasculaires pulmonaires (RVP) > 

3 unités Wood. 



 
 

2.4. Classification de l’HTAP 

2.4.1. HTAP idiopathique (HTAPi) 

Ce groupe correspond aux patients atteints d’HTAP et dont la cause est pour le moment 

inconnue. 

2.4.2. HTAP héritable (HTAPh) 

Il regroupe l’ensemble des patients HTAP dont une cause génétique a pu être associée, cela 

peut être une HTAP familiale ou sporadique. À ce jour, une vingtaine de gènes ont été 

identifiés comme étant associés à l’apparition d’HTAP (voir partie 4). 

2.4.3. HTAP induite par des médicaments ou des toxiques 

Plusieurs médicaments ou drogues ont été identifiés comme ayant un lien avec le 

développement d’une HTAP (figure 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parmi cette liste, il y a des anorexigènes (aminorex, fenfluramine, benfluorex), des drogues 

dures (amphétamines, métamphétamines, cocaïne...)(Garg et al. 2017), et des médicaments 

utilisés dans le traitement de differents cancers tels que le dasatinib, inhibiteur de tyrosine 

kinase et utilisé en traitement de la leucémie myéloïde chronique (Montani et al. 2012; 

Weatherald, Chaumais, et Montani 2017) et des agents alkylants tels que la mitomycin C ou 

Figure 6 Tableau des drogues et toxines connues pour 
induire une HTAP (Weathrald et al 2017) 



 
 

le cyclophosphamide (Certain et al. 2021; Ranchoux, Günther, et al. 2015; Frédéric Perros et 

al. 2015)  

2.4.4. HTAP associée à une pathologie sous-jacente 

Ce groupe comprend les HTAP liées à d’autres pathologies telles que : une infection au VIH 

(Virus de l’Immunodéficience Humaine), des connectivites, une hypertension portale, une 

cardiopathie congénitale ou une infection parasitaire telle qu’une schistosomiase. 

2.4.5. HTAP avec réponse aux inhibiteurs de canaux calciques. 

Durant le diagnostic de l’HTAP par cathétérisme du VD, un test de réponse aux vasodilatateurs 

est effectué. Du monoxyde d’azote (NO) va être inhalé par le patient. Lorsque le test est positif 

(baisse de plus de 20% de la PAPm)(Sitbon et al. 2005), cela veut dire que le patient est 

répondeur aux vasodilatateurs et son traitement va être orienté vers des inhibiteurs de canaux 

calciques qui vont permettre de bloquer l’entrée de calcium dans les cellules vasculaires 

pulmonaires, ce qui entraine une vasodilatation de l’artère pulmonaire. Les inhibiteurs 

calciques utilisés sont le diltiazem, le nifedipine ou l’amlodipine. Une étude de Sitbon et al, a 

montré que sur une cohorte de 557 patients atteints d’HTAP, seul 70 avaient répondu au test 

de vasoréactivité (12,6%). Lorsque ce traitement peut être maintenu à long terme, on observe 

une forte amélioration de leur survie (95% à 5 ans) (Sitbon et al. 2005). 

2.4.6. HTAP avec une atteinte veineuse pulmonaire : maladie veino-occlusive 

pulmonaire (MVOP) ou hémangiomatose capillaire pulmonaire (HCP) 

La MVOP est principalement caractérisée par une atteinte des capillaires et veines 

pulmonaires, mais également des artères pulmonaires. Elle se caractérise aussi par une 

augmentation des PAPm > 20mmHg et un PAPO < 15 mmHg et on observe de plus une 

obstruction du lit capillaire pulmonaire dû à un épaississement des parois où se déroulent les 

échanges gazeux. C’est pourquoi une des caractéristiques des patients diagnostiqués pour la 

MVOP est une DLCO (capacité de diffusion du monoxyde de carbone) très diminuée (<50%) ce 

qui montre une forte diminution de la capacité du transfert des gaz entre les alvéoles et les 

capillaires pulmonaires. La MVOP peut être héritable, le gène EIF2AK4 a été retrouvé muté 

dans plusieurs familles de MVOP. Ce sont des mutations bi-alléliques perte de fonction et qui 

sont autosomique récessives. La MVOP est dite sporadique quand la maladie se développe 

suite à une exposition chronique à des solvants organiques (trichloréthylène) ou des agents 



 
 

chimio thérapeutiques (cyclophosphamide ou mitomycine C). Les patients atteints de MVOP 

peuvent être séparés en deux classes distinctes : dans un premier groupe, des personnes 

jeunes au diagnostic (27±10) venant de familles avec d’autres cas de MVOP et qui ont une 

mutation de EIF2AK4 (Montani et al. 2016) ; Il n’y a pas de prédominance de sexe pour le 

développement de la maladie chez les patients atteints de MVOP héritables. L’autre groupe 

concerne les cas sporadiques de MVOP qui sont souvent des hommes, plus âgés que dans le 

premier groupe,  au diagnostic (67.9±8.1) (Montani et al. 2015) et qui ont eu une exposition 

professionnelle à des solvants organiques. Le caractère très sévère de cette pathologie et le 

manque d’efficacité des traitements classiques de l’HTAP chez ces patients entrainent un 

recours à la transplantation pulmonaire rapide après le diagnostic (11.8 mois en moyenne) 

pour les patients éligibles. 

2.4.7. HTAP persistante du nouveau-né 

Elle affecte les nouveau-nés dont les APs restent vasoconstrictées voir obstruées après la 

naissance. Cela entraine une forte diminution du débit sanguin ce qui amène une hypoxémie 

et une augmentation des pressions pulmonaires. Il existe plusieurs causes possibles, une 

asphyxie périnatale notamment due à la présence de méconium dans la trachée, la fermeture 

précoce du canal artériel, qui peut être due à la prise d’AINS (Anti Inflammatoires non-

stéroïdiens) par la mère ou une hypoplasie pulmonaire. La mortalité globale varie entre 10 et 

60%. Un quart de ces enfants présenteront plus tard un retard de croissance et plusieurs 

déficits sensoriels et moteurs. 

2.5. Épidémiologie de L’HTAP 

L’HTAP est une maladie rare, sa prévalence est de 15-50 cas par million de personnes dans le 

monde (Lau et al. 2017). En occident, c’est l’HTAP associée à une connectivite qui est la forme 

prédominante (15-30%) puis l’HTAP associée à une cardiopathie congénitale (10-23%) et HTAP 

portale (5-10%) (Lau et al. 2017). En Chine c’est l’HTAP associée à une cardiopathie 

congénitale qui représente 43% des HTAP. Enfin au Brésil les infections au schistosomiase sont 

fréquentes et c’est donc l’HTAP associée à cette pathologie qui est la plus fréquente (20%) 

(Lau et al. 2017). L’âge moyen du diagnostic est de 35±15 ans, néanmoins de récentes études 

tendent à montrer une augmentation de cas d’HTAP idiopathique chez des sujets plus âgés 

(52±15). La plupart des registres montrent une proportion de femmes atteintes d’HTAP plus 



 
 

importante (56-80%). Le ratio femme/homme est plus important chez les patients plus jeunes 

(2,3 :1) et ce ratio diminue chez les patients de plus de 75 ans (1,2 :1) ce qui peut être lié à la 

ménopause et la diminution de production des hormones féminines (Cheron et al. 2021). De 

plus les porteurs de mutations BMPR2 ont plus de chance de développer une HTAP si ce sont 

des femmes (42% vs 14%). Cependant, les hommes atteints d’HTAP ont une moins bonne 

survie (W.-T. N. Lee et al. 2012). L’amélioration des traitements de l’HTAP a permis une 

amélioration de la survie des patients depuis 30 ans en passant d’une survie à 3 ans après 

diagnostic de 34% en 1991 (D’Alonzo et al. 1991) à une survie de 83% à 3 ans dans une cohorte 

de patients de 2007 à 2013.  

2.6. Diagnostic 

Il n’existe pas de signes cliniques particuliers de l’HTAP. Cela en fait une maladie qu’il peut 

être difficile de diagnostiquer. Le symptôme principal est un essoufflement à l’effort 

(dyspnée), qui peut souvent être négligé par les patients et retarde souvent la prise en charge. 

Lorsqu’un patient est suivi pour une suspicion d’HTAP, différents examens peuvent être 

réalisés. Une échographie cardiaque transthoracique couplée au doppler va permettre de 

visualiser s’il y a une élévation de la PAPm et souvent une dilatation des cavités du VD. La 

radiographie du thorax permet souvent de visualiser une hypertrophie des branches 

proximales des APs. Néanmoins, l’examen permettant le diagnostic final d’HTAP est un 

cathétérisme du VD. Il permet de visualiser si la PAPm est supérieure à 20 mmHg. La suite de 

la prise en charge repose sur plusieurs examens cliniques qui vont permettre d’affiner le 

diagnostic et de prendre les décisions thérapeutiques adéquates. Un interrogatoire est réalisé 

afin de connaitre des antécédents de maladies et syncopes. L’importance de la dyspnée va 

être évaluée et va permettre de classifier les patients en 4 groupes de la NYHA (New York 

Heart Association). Ce test est couplé à un test d’effort qui est souvent un test de marche de 

6 minutes (TM6). Ces résultats donnent un facteur de pronostic important qui va permettre la 

mise en place du traitement le plus adéquat et le test de marche permet également de suivre 

la réponse du patient au traitement. La réalisation d’un angioscanner va permettre d’identifier 

des anomalies et malformations vasculaires pulmonaires ainsi que la perméabilité des 

vaisseaux. Cela peut permettre de suspecter une maladie veino-occlusive pulmonaire ou une 

HTP hypoxique.  



 
 

3. Les canaux ioniques dans la circulation pulmonaire 

3.1. Rôle des canaux ioniques sur le tonus vasculaire 

Le tonus artériel pulmonaire est dépendant de l’état de contraction des CML-APs. La 

contraction des CML-APs est en partie contrôlée par leur potentiel de membrane qui est 

dépendant des gradients électriques et chimiques des ions présents de part et d’autre de la 

membrane. Les principaux ions impliqués sont les cations : Na+, Ca2+, K+ et les anions : Cl-. Ces 

ions passent au travers de la membrane plasmique par des canaux ioniques sélectifs. C’est 

donc la fonction de ces canaux ioniques qui agit sur la valeur du potentiel de membrane et 

donc de l’état contractile des CML-APs (figure 7).  

 

Le potentiel de repos membranaire des CML-APs varie entre -40 et -60 mV, ce qui est proche 

du potentiel d’équilibre des ions K+ (-90mV). En condition physiologique, la concentration de 

K+ intracellulaire est beaucoup plus importante que la concentration extracellulaire (140Mm  

Figure 7 Gradients chimiques et électriques des principaux ions dans les cellules musculaires lisses 
humaines (Adapté de lambert et al. 2018) 



 
 

vs 5mM). Au potentiel de repos des CML-APs, les canaux potassiques sont ouverts et 

permettent la sortie de K+ de la cellule. Cette sortie de K+ permet de maintenir le potentiel de 

membrane des cellules au potentiel de repos et maintient également les canaux calciques 

voltage dépendants (CCVD) fermés. Cette fermeture implique qu’il n’y a pas d’entrée de 

calcium dépendant du potentiel membranaire, les CML-APs sont donc dans un état relâché et 

les APs sont vasodilatées. 

 

 

 

 

 

 

Lorsque les canaux K+ sont fermés, il n’y a plus de sortie de K+ de la cellule, cela entraine une 

augmentation de la charge positive à l’intérieur de la cellule ce qui dépolarise la membrane 

plasmique. Cette dépolarisation permet l’ouverture des canaux calciques voltage dépendants 

(CCVD) et donc une entrée de calcium dans la cellule. Cela a pour conséquence de contracter 

les CML-APs et donc de contracter les artères pulmonaires. 

 

Avec l’augmentation de la concentration calcique intracellulaire ([Ca2+]i), le Ca2+ va pouvoir se 

lier à la calmoduline (CAM). 4 ions Ca2+ peuvent se fixer sur une CAM. Cette liaison Ca2+/CAM 

Figure 8 Implication des canaux K+ et Ca2+ dans la relaxation des artères pulmonaire 

Figure 9 Implication des canaux K+ et Ca2+ dans la contraction des artères pulmonaires 



 
 

va entrainer l’activation de la MLCK (myosin light-chain kinase) qui va venir phosphoryler la 

myosine à chaine courte II (MLCII) via l’activité ATPase de la myosine. Ces phosphorylations 

permettent la formation de fibres d’actine-myosine à l’origine de l’état contractile des CML-

APs (Applegate et Pardee 1992). L’activité de la MLCK est contrebalancée par celle de la MLCP 

(myosin light-chain phosphatase) (Ribeiro-Silva, Miyakawa, et Krieger 2021) qui 

déphosphoryle la MLC et bloque la contraction des CMLs. Ces deux enzymes sont très régulées 

dans les CMLs-AP, la MLCP est inhibée par la kinase Rho et par la protéine kinase C. À l’inverse, 

elle va être activée par les protéines kinase activées par l’AMP et le GMP cyclique (PKA et PKG) 

(Martinsen, Dessy, et Morel 2014). La MLCK est régulée négativement par PKA et PKG ainsi 

que par CAMKII une kinase activée par le complexe Ca2+/CAM (Kamm et Stull 2001). 

 

 

 

 

 

Figure 10 Schéma représentatif de la voie de signalisation dépendant du calcium qui 
entraine la contraction des CML-APs 



 
 

 

 

3.2. Définition et classification des canaux ioniques 

3.2.1. Les canaux potassiques 

3.2.1.1. Les canaux potassiques à rectification entrante (Kir) 

Il existe 7 sous-familles de canaux Kir, se nommant 

de Kir1.x à Kir7.x. Ils sont composés de deux 

domaines transmembranaires qui forment le pore 

du canal. Leur rôle principal est un influx de K+ 

(avec rectification entrante) afin de maintenir le 

gradient chimique en K+ des cellules. En ce sens, 

une augmentation de K+ extracellulaire entraine 

une augmentation de leur activité. Ils sont régulés 

par des molécules intracellulaires telles que le 

Mg2+ et les polyamines (Hibino et al. 2010). Les 

différentes sous-familles de Kir présentent une 

grande diversité de localisation, d’activation et de fonction. 

Le canal Kir1.1 est surtout exprimé dans les cellules polarisées rénales et participe au maintien 

du potentiel de repos (HEBERT et al. 2005). Les canaux Kir2.x dits canaux Kir « classiques » 

sont constitutivement activés et se retrouvent surtout dans le muscle squelettique et le 

muscle cardiaque. Ils controlent le potentiel de repos des cardiomyocytes ainsi que la durée 

du potentiel d’action en contribuant notamment au maintien de la phase de plateau du 

potentiel d’action des cardiomyocytes (Hibino et al. 2010). Les canaux Kir3.x sont activés par 

les protéines G et s’associent en homo ou hétérotétramères. Ils peuvent être activés par le 

GTP intracellulaire. Ils sont exprimés au niveau du cerveau (Grosse et al. 2003). Les canaux 

Kir4.x et Kir5.1 sont notamment présents dans les cellules gliales et jouent un rôle dans le 

contrôle de l’homéostasie potassique (Higashi et al. 2001). Les canaux Kir6.x sont dits sensibles 

à l’ATP intracellulaire et sont appelés KATP (voir au point 3.1.1.2). Les canaux Kir7.1sont 

exprimés à la membrane des diverses cellules épithéliales (Döring et al. 1998).  

 

Dans les cellules musculaires lisses 

Figure 11 Schéma d'un canal Kir 



 
 

Le courant Kir fut découvert pour la première fois dans les CMLs au niveau d’artères cérébrales 

de rats (Quayle et al. 1993). Deux études ont mis en évidence l’expression de Kir2.1 et Kir2.2 

dans les CMLs d’artères cérébrales, coronaires et mésentériques (Park, Han, et Earm 2008; 

Smith et al. 2008). Ils contribuent au contrôle du tonus vasculaire des vaisseaux de petit 

calibre. Il a également été démontré que l’ARNm de Kir2.1, Kir2.2 et Kir2.4 était présent dans 

les CML-APs humaines. La caractérisation du courant Kir dans ces cellules décrit 

majoritairement le courant Kir2.4 (Tennant et al. 2006). 

 

Dans les cellules endothéliales 

L’expression de plusieurs canaux Kir a été retrouvée dans des cultures primaires de CE-APs de 

bœuf, tel que Kir2.1, Kir2.2, Kir2.3, Kir2.4, Kir3.1, Kir4.1 et Kir5.1. Par contre Kir1.1 n’a pas été 

détecté. Cette étude a démontré que l’expression de Kir2.1 est régulée par la CaMKII 

(Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II) (Qu et al. 2015). 

En 2017, il a été découvert que Kir2.1 était exprimé dans les CE artérielles mésentériques de 

souris où sa fonction est essentielle pour la vasodilatation NO-dépendante et la 

phosphorylation de la eNOS (endothelial nitric oxyde synthase). En utilisant un modèle 

transgénique de souris Kir2.1+/-, Ahn et al ont montré que Kir2.1 joue un rôle majeur dans la 

vasodilatation dépendante de l'endothélium induite par le flux sanguin (Ahn et al. 2017). Ce 

phénomène et l'expression de toutes les isoformes de KirX.X restent inconnus dans les CE-APs 

ainsi que leur contribution à la pathogenèse de l'HTAP. 

 

3.2.1.2. Les canaux potassiques ATP-dépendant (KATP) 
 

Les canaux KATP sont des hétéro-octameres qui se composent de quatre sous-unités Kir6.x 

(Kir6.1 ou Kir6.2 codés par KCNJ8 et KCNJ11 respectivement) qui forment le pore du canal 

potassique et quatre sous-unités régulatrices composées d’un récepteur aux sulfonylurées 

SURX (SUR1, SUR2B ou SUR2A). Les gènes codant pour les protéines SUR sont :  

-ABCC8 pour SUR1  

-ABCC9 pour SUR2A et SUR2B qui résultent de l’épissage alternatif du dernier exon de 

ABCC9)  

La séquence des gènes ABCC8 et KCNJ11 se situe à la suite sur le chromosome 11 de même 

que les gènes ABCC9 et KCNJ8 se situent à la suite sur le chromosome 12. Cela suggère que la 



 
 

régulation de leur expression pourrait déjà se faire à l’étape de la transcription (Nichols, Singh, 

et Grange 2013). 

SUR2A et SUR2B ont une homologie de 99%, leur seule différence étant les 42 derniers acides 

aminés au niveau du C terminal de SUR2A et SUR2B. SUR1 présentent environ 79% 

d’homologie avec les SUR2 (Figure 12). 

Les KATP sont co-assemblés de différentes manières selon le tissu cellulaire. Les sous-unités 

Kir6.x sont constituées de deux domaines transmembranaires typiques des canaux Kir. Les 

sous unités SUR appartiennent à la superfamille des transporteurs ABC (ATP Binding Cassette) 

et sont constituées de 2 domaines transmembranaires (TMD), qui sont TMD1 et TMD2 

composés de 6 domaines transmembranaires et d’un domaine TMD0 qui comporte 5 

domaines transmembranaires. TMD0 correspond au lien physique entre Kir6.x et SUR (K. W. 

Chan, Zhang, et Logothetis 2003) et se joint au domaine TMD1 par une boucle cytoplasmique 

L0. Au niveau C-terminal de chaque domaine TMD1 et TMD2 se situe les domaines 

cytoplasmiques nucleotide binding domains (NBD1 et NBD2 respectivement) ou l’ATP et l’ADP 

peuvent se lier.  

Les Kir6.X et SURX présentent un domaine RKR, qui est un motif de rétention dans le réticulum 

endoplasmique (RE) ce qui permet de s’assurer que seul un canal correctement assemblé 

accède à la membrane plasmique. 

Figure 12 Pourcentage d'homologie entre les trois SURs qui composent les canaux KATP (Moreau et al 2005) 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Propriétés des canaux KATP 

Les canaux KATP sont principalement régulés par l’état métabolique des cellules et donc par 

l’[ATP]i. Une élévation de niveau de l’[ATP]i va bloquer l’ouverture des canaux KATP. L’ATP se 

lie aux SURs par les domaines NBD. L’hydrolyse de l’ATP en ADP couplée au Mg2+ ou AMP va 

permettre l’activation des KATP. Les ratios ADP/ATP et AMP/ATP représentent les régulateurs 

clés de l’activation des KATP. Il a été montré que le NBD1 de SUR1 a une plus forte affinité 

pour l’ATP que l’ADP, mais qu’à l’inverse le Mg-ADP se lie plus facilement sur le NBD2 et peut 

compenser le lien ATP-NBD1 (Ueda, Inagaki, et Seino 1997). De plus, le Mg-ADP a une 

meilleure affinité pour stimuler SUR1 et SUR2B que SUR2A et cela peut être dû aux 42 acides 

aminés en C-terminal de SUR2A (Matsuoka et al. 2000). 

Il a également été mis en évidence que le zinc peut être un activateur de SUR1 et SUR2A (Prost 

et al. 2004). 

De plus, l’association du PIP2 sur le canal Kir6.X est importante pour conserver le canal à un 

état ouvert (Fan et Makielski 1997). 

L’activité des KATP est régulée par deux classes de molécules : les sulfonylurées qui vont 

inhiber l’ouverture des KATP (glibenclamide, tolbutamide, nateglinide...) et les « KATP channel 

opener » (KCO) qui activent l’ouverture des KATP (diazoxide, nicorandil, pinacidil…). 

SUR1 et Kir6.2 se co-assemblent dans la plupart des tissus dans lesquels ils sont exprimés tels 

que le cerveau (Q. Zhang et al. 2018), le cœur (Lefer, Nichols, et Coetzee 2009), le pancréas 

(Koster et al. 2006) et le tissu vasculaire pulmonaire (Bohnen et al. 2018). SUR1 peut 

également se co-assembler et réguler le transient receptor potential melatonin 4 (TRPM4), 

qui est un canal cationique non sélectif. Cette interaction SUR1-TRPM4 a surtout été retrouvée 

Figure 13 Schéma d'un canal KATP 



 
 

dans le système nerveux central et leur expression est augmentée en cas d‘ischémie cérébrale 

(AVC, hémorragie cérébrale...). (Jha et al. 2021). 

Cependant, TRPM4 est exprimé dans les CML-APs, supposant que SUR1/TRPM4 pourraient 

être co-assemblés dans le système vasculaire pulmonaire (X.-R. Yang et al. 2006). 

SUR2A/Kir6.1 est connu pour être exprimé dans le tissu cardiaque. SUR2B/Kir6.1 ou Kir6.2 a 

été retrouvé au niveau vasculaire notamment dans les cellules musculaires lisses et cellules 

endothéliales systémiques et pulmonaires (Aziz et al. 2014; Cui et al. 2002). 

 

Activateurs et inhibiteurs des KATP 

Les différentes molécules pharmacologiques pouvant activer ou inhiber les KATP ont diverses 

affinités et séléctivités suivant la sous-unité régulatrice, SUR qui est couplée au canal (liste non 

exhaustive). 

Inhibiteurs Classe chimique 
IC50 

inhibition 
Kir6.2/SUR1 

IC50 
inhibition 

Kir6.1/SUR2B 

IC50 
inhibition n 

Kir6.1/SUR2A 
Reference 

Tolbutamide Sulfonylurées  5µM 25 µM  280µM 

 (Dörschner 
et al. 1999; 
Gribble et al. 
1998) 

Glibenclamide Sulfonylurées 4.2nM 0.3 µM 10µM 

 (Dörschner 
et al. 1999; 
Gribble et al. 
1998) 

Nateglinide 
Dérivé d'acide 
benzoïque 

 0.1µM  >10µM  >10µM 
 (Chachin et 
al. 2003) 

Activateurs Classe chimique 
IC50 

activation 
Kir6.2/SUR1 

IC50 
activation 

Kir6.1/SUR2B 

IC50 
activation 

Kir6.1/SUR2A 
Reference 

Pinacidil Cyanoguanidines >1mM 2µM 10µM 
 (Satoh et al. 
1998) 

Diazoxide Benzothiadiazines 10µM 30-60µM >200µM 
 (Gribble et 
al. 1997) 

Cromakalin Benzopyrans >1mM  inconnu  10µM   

Nicorandil Nicotinamides inconnu  inconnu  100µM   

Iptakalim  Dialkylamines  inconnu  inconnu  inconnu   

VU0071063  Dérivé de Xanthine 7.44µM n'active pas inconnu 
 (Kharade et 
al. 2019, 00) 

NN414 
(Tifenazoxide) 

 Dérivé du diazoxide  0.45µM 
  Pas 
d’activation à 
100µM 

 Pas 
d’activation à 
100µM 

(Dabrowski 
et al. 2003) 

Tableau 1 Spécificité des différents inhibiteurs et activateurs des KATP 



 
 

Dans les cellules musculaires lisses d’artères pulmonaires 

Au niveau des CML-APs peu d’études se sont intéressées à ces canaux. Cependant, il a été 

montré la présence de KATP dans les CML-APs de lapin (Clapp et Gurney 1991) sans faire la 

distinction entre les différents isoformes ou sous unités. De plus, l’activation des KATP par 

l’iptakalim (non sélectif des différents isoformes) dans les CML-APs de rats hypoxiques a reduit 

la prolifération cellulaire ainsi que l’expression de la PKC-α (Zuo et al. 2011). 

Au niveau systémique, les études sont également souvent réalisées avec des molécules non 

sélectives des différents canaux, c’est pourquoi la plupart des études parlent de KATP au sens 

large. La présence de KATP dans les CMLs a également été mise en évidence par des mesures 

d’électrophysiologies dans des CMLs  mésentériques de rat ou de lapin (Standen et al. 1989). 

Ces KATPs systèmiques jouent un role dans la régulation du tonus vasculaire. Dans les CMLs 

d’artère coronaire de cochon, il a été mis en évidence que l’hypoxie entrainait l’activation des 

KATP (Dart et Standen 1995). Plus tard, Quale et al ont démontré que dans les CMLs d’artère 

fémorale de rats, l’anoxie induisait l’activation des KATP (Quayle et al. 2006). La plupart des 

études ont mis en évidence une présence prédominante de SUR2/Kir6.1 dans les CMLs 

(Aguilar-Bryan et al. 1998) bien que toutes les sous-unités soient exprimées dans les CMLs, en 

fonction de leur localisation. 

 

Dans les cellules endothéliales d’artères pulmonaires 

Au niveau des CE-APs peu d’études se sont intéressées à ces canaux. Cependant il a été montré 

que de Kir6.2 était exprimé dans des CE-AP de rats et de bœufs, mais pas Kir6.1. De plus 

l’expression de Kir6.2 est augmentée lorsque les CE-APs sont soumises à un stress mécanique 

(Chatterjee et al. 2003). 

Par contre au niveau systémique, les ARNs messager (ARNm) de Kir6.1, Kir6.2, SUR1 et SUR2 

sont exprimés dans les CEs de différentes espèces comme dans le cœur de cobaye, l’aorte de 

rat ainsi que les microvaisseaux cérébraux, l’aorte de lapin et les artères coronaires humaines 

(Janigro et al. 1993; Katnik et Adams 1997; Mederos y Schnitzler et al. 2000; Yoshida et al. 

2004).  

La fonction des canaux KATP dans les CEs a été associée avec la libération de NO via l’action 

de l’adénosine sur les KATP (Kuo et Chancellor 1995). Il a aussi été rapporté que les KATP 

endothéliaux peuvent également agir directement sur la production de NO. Aziz et al a montré 

que dans les CEs aortiques et mésentériques de souris, les KATPs sont principalement 



 
 

composés de SUR2B et Kir6.1 (Aziz et al. 2017). De plus des souris Kir6.1-/- dans les CEs ont 

permis de montrer que Kir6.1 contribue a la régulation de la pression systémique notamment 

en condition pathologique (régime riche en sel)(Yiwen Li et al. 2020), cela montre le potentiel 

rôle de protection des KATP endothéliaux pendant le développement de l’hypertension 

artérielle.  

 

Le rôle des canaux KATP dans la physiopathologie de l’HTAP n’est pas connu. C’est pourquoi 

durant ma thèse, je me suis intéressée au rôle des SUR1/kir6.2 et SUR2/kir6.1 dans les CML-

AP et CE-APs de patients contrôles et HTAP (voir exposé des travaux). 

 

3.2.1.3. Les canaux potassiques voltage dépendants (Kv 

Les canaux Kv sont des 

canaux K+ dont leur 

activation est dépendante 

du voltage. Ils sont 

composés d’une sous 

unité α formée de 6 

domaines 

transmembranaires dont 

4 domaines (S1-S4) sont 

dits senseurs du voltage et 

deux domaines vont 

former le pore du canal (S5-S6). Ces domaines sont très conservés entre les sous-groupes de 

Kv. Une sous unité β s’ajoute à ce canal et se compose d’un domaine intracellulaire. Ces sous-

unités β peuvent conférer des fonctions différentes au canal notamment en modifiant son 

expression, son activation et sa sensibilité à capter les variations de voltage (Bähring et al. 

2001; McCormack et al. 1995). Les canaux Kv sont fonctionnels sous forme de tétramères. 12 

sous familles de canaux Kv ont été décrits (Kv1-12) 

 

 

 

 

Figure 14 Schéma d'un canal Kv 



 
 

Dans les cellules musculaires lisses d’artères pulmonaires 

Il a été démontré que les CML-APs humaines exprimaient les ARNm de Kv1.1 Kv1.2, Kv1.4, 

Kv1.5, Kv1.6, Kv2.1 et Kv9.3 ainsi que trois sous unités β : Kvβ1.1, Kvβ2 et Kvβ3 (X.-J. Yuan, 

Wang, Juhaszova, Golovina, et al. 1998). Plus récemment, 18 Kv ont été identifiés dans les 

CML-AP humaines. (Firth et al. 2011). Dans les CML-AP, il a été montré par des approches 

pharmacologiques non spécifiques (charybdotoxin et 4-Aminopyridine) que le courant IKV 

contribue au  maintien du potentiel membranaire de repos (X.-J. Yuan 1995). Il a été démontré 

que le canal Kv1.5 est inhibé en conditions hypoxiques (S. L. Archer et al. 1998). 

Plus récemment les ARNm de KCNQ1, KCNQ4 et KCNQ5 de la famille des Kv7.x ont été 

identifiés dans des CML-AP de rats. De plus, cette étude a montré que Kv7.4 joue un rôle dans 

le maintien du potentiel de membrane des CML-APs et que sa modulation pharmacologique 

pouvait  réguler le tonus artériel pulmonaire (Joshi et al. 2009).Récemment, il a été  mis en 

évidence que l’activation de la voie du NO (voie ciblée dans les traitements de l’HTAP) entraine 

une augmentation du courant porté par Kv7 (Mondéjar‐Parreño et al. 2019). Une récente 

étude a mis en évidence que Kv7.4 contribue à la relaxation endothelium dependant des APs 

de rats via l’activation du GMPc (Al-Chawishly, Loveland, et Gurney 2022). 

 

Dans les cellules endothéliales d’artères pulmonaires 

Dans l'endothélium des petites APs, Hogg et al. a montré par immunomarquage la présence 

de Kv1.5 dans les CE-APs fraîchement isolées. Ils ont également montré par patch-clamp en 

configuration cellules entières, que 90% des CE-APs avaient un courant K+ voltage-dépendant, 

correspondant à IKv et que 10% des CE-APs restantes avaient une signature 

électrophysiologique correspondant à IKir (Hogg, McMurray, et Kozlowski 2002). 

Plus récemment, Babicheva et al a montré l'expression des protéines Kv1.5 et Kv1.2 dans les 

CE-APs humaines. Contrairement à leur expression dans les CML-APs humaines isolées de 

patients atteints d'HTAPi, ils ont montré que les expressions de Kv1.5 et Kv1.2 sont inchangées 

dans les CE-APs humaines isolées de patients atteints d'HTAPi (Babicheva et al. 2020). 

 

3.2.1.4. Les canaux potassiques calcium dépendant (KCa) 

Les canaux K+ activés par le Ca2+ intracellulaire (KCa) sont composés de sept domaines 

transmembranaires pour les BKCa et six domaines trasnemembranaires pour les IKCa et SKCa. 

Deux de ces segments (S5 et S6) forment le pore du canal. Les canaux KCa possèdent un haut 



 
 

degré d’homologie avec les canaux Kv. Leur principale différence est la sensibilité au [Ca2+] des 

KCa. Ils sont activés par une augmentation de la [Ca2+] intracellulaire. Il existe trois sous-familles 

de canaux KCa : 

 Les canaux à grande conductance (BKCa), qui ont une conductance comprise 

entre 100 et 300 pS, leur activation peut être régulée par le voltage et 

l’augmentation de la [Ca2+]i. Les canaux BKCa sont activés via la structure Ca2+ 

bowl. 

 Les canaux à conductance intermédiaire (IKCa), qui ont une conductance entre 

25 et 100 pS. Ces canaux IKCa ne sont dépendants que du [Ca2+]i. IKCa 

correspond a SK4 ou KCa3.1 

 Les canaux de petite conductance (SKCa) ont une conductance entre 4 et 14 pS. 

Leur activation est indépendante du voltage (Guéguinou et al. 2014). Il existe 

trois SKCa : SK1, SK2 et SK3. 

Les canaux IKca et SKca sont activé par le calcium cytosolique via une 

calmoduline 

 

Dans les cellules musculaires lisses d’artères pulmonaires 

Les sous-unités α1 et β1-4 des BKCa ont été détectées par RT-qPCR dans les CML-AP humaines.  

Les canaux SK2, SK3 et SK4 ont aussi été retrouvés exprimés par RT-qPCR dans les CML-APs 

humaines (Firth et al. 2011). Les canaux KCa (sensibles au charybdotoxine) dans les CML-APs 

de rats peuvent être activés via une enzyme cGK (cGMP-dependent K-channel KCa (sensibles 

Figure 15 Structure d'un canal BKCA 



 
 

au charybdotoxine) qui est activée par une augmentation de GMPc, et ce processus entraine 

la vasorelaxation des CML-AP (S. L. Archer et al. 1994). 

L’expression du gène KCNMB1 qui code pour la sous unité β1 des BKCa a été retrouvée 

diminuée dans les CML-APs de patients atteints d’HTAPi (ARN messager et protéine). Il a été 

montré que le micro-ARN 29b (miR29b) et miR138 peuvent réguler négativement l’expression 

et l’activité du canal BKCaβ1 (Babicheva et al. 2020).  

 

Dans les cellules endothéliales d’artères pulmonaires 

Les sous-unités α1 et β4 des BKCa ont été mis en évidence dans les CE-APs de rats au niveau 

ARNm et protéine. L’activation des BKCa dans les CE-APs entraine la dilatation des APs. Cette 

vasodilatation est fortement réduite dans les APs dénudées d’endothélium ce qui montre 

l’importance des canaux BKCa dans les CE-APs pour la régulation du tonus vasculaire 

pulmonaire (Vang et al. 2010). KCa2.3 (SK3) et KCa3.1 (SK4) ont été identifiés dans les CE-APs 

humaines et l’activation de KCa3.1 contribue à la relaxation des APs de façon dépendante de 

l’endothélium (Kroigaard et al. 2012). L’expression des sous unités des BKCa α1, β1, β3 et β4 a 

été mis en évidence dans les CE-APs humaines alors que la sous-unité β2 ne semble pas 

exprimée. L’activation des canaux BKCa  par un activateur pharmacologique NS1619 dans des 

CE-APs traités aux LPS entraine la diminution de la sécrétion de la cytokine CCL-2 (Zyrianova 

et al. 2021). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

3.2.1.5. Les canaux potassiques à deux domaines pores (K2P) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les canaux K+ à deux domaines pores (K2P) sont aussi appelés canaux potassiques de fuite ou 

de fond. Six sous familles de canaux K2P ont été identifiés :  

 Tandem of P domains in Weak Inward rectifier K+ channels (TWIK) => TWIK-1 (KCNK1), 

TWIK2 (KCNK6), KCNK7. 

 TWIK-Related K+ channel/TWIK Related Arachidonic Acid-Stimulated K+ channels 

(TREK/TRAAK) => TREK-1 (KCNK2), TREK-2 (KCNK10), TRAAK (KCNK4). 

 TWIK-related Acid-Sensitive K+ channels (TASK) => TASK-1 (KCNK3), TASK-2 (KCNK5), 

TASK-3 (KCNK9), TASK-5 (KCNK15). 

 TWIK-related Alkaline pH-Activated K+ channels (TALK) => TALK-1 (KCNK16), TALK-2 

(KCNK17). 

 Tandem pore domain Halothane-Inhibited K+ channels (THIK) => THIK-1 (KCNK13), 

THIK-2 (KCNK12). 

 TWIK-related spinal cord K+ channels (TRESK/KCNK18) 

Figure 16 Schéma d'un canal K2P 



 
 

En tout 15 membres de ces K2P ont été identifiés et leur appartenance aux sous-familles 

dépend de leurs propriétés mécaniques et chimiques et leurs activation ou inhibition (Decher 

et al. 2021). 

Les K2Ps sont composés de quatre domaines transmembranaires qui se dimérisent pour être 

fonctionnels et pour former le pore du canal. 

Une étude a démontré la présence d’ARNm de TASK-1, TASK-2, THIK-1, TREK-2 et TWIK-2 dans 

les APs de rats. À l’inverse il a été mis en évidence que TASK-3, TRAAK, TREK-1 et TWIK-1 ne 

sont pas exprimés dans les APs de rats. 

Des analyses ex-vivo sur APs de rats par microélectrodes ont permis de mettre en évidence 

que le changement de pH extracellulaire des APs de 7.4 à 6.4 ou 8.4 entrainait respectivement 

la dépolarisation (pH 6.4) ou repolarisation (pH 8.4) des CML-APs ce qui est lié à l’activation 

ou inhibition de TASK-1 qui est sensible au pH extracellulaire. De plus, l’ajout d’anandamide 

et bupivacaine des inhibiteurs non sélectifs de TASK-1 entrainent également une 

dépolarisation des membranes d’environ 10mV. Ces expériences ont suggeré l’implication de 

TASK-1 dans le maintien du potentiel de repos des CML-APs. 

Figure 17 Liste des canaux K2P et de leurs propriétés physico-chimiques 



 
 

Propriétés de KCNK3/TASK-1 

TASK-1 (codé par le gène KCNK3) peut être un homodimère ou un hétérodimère avec TASK-3 

(codé par le gène KCNK9), néanmoins TASK-3 n’est pas exprimé dans les poumons (Lambert 

et al. 2019). KCNK3/TASK-1 peut être inhibé par plusieurs molécules et notamment le 4-

aminopyridine. Par contre KCNK3/TASK-1 est insensible au tetraethylammonium (TEA, 

inhibiteur des Kv et KCa), au glibenclamide (inhibiteur des KATP), césium et à la [Ca2+]i. 

KCNK3/TASK-1 est spécifiquement inhibé par l’A293, un cardonamide aromatique développé 

par Sanofi. L’A1899 est aussi un inhibiteur sélectif de KCNK3/TASK-1 (Streit et al. 2011). 

KCNK3/TASK-1 peut également être inhibé par les anesthésiques locaux, le bupivacaine, 

l’anandamide, le doxaprem et PKTHPP. Ce sont des inhibiteurs non sélectifs de KCNK3/TASK-

1. KCNK3/TASK-1 est également sensible aux variations de pH extracellulaire, en effet il est 

inhibé a 100% à pH 6.4, activé a 50-60% à pH physiologique (7.4) et totalement activé à pH 

8.4. La fonction de KCNK3/TASK-1 peut également être réduite par un stress hypoxique (A. 

Olschewski et al. 2006). KCNK3/TASK-1 est inhibé par l’activation des récepteurs couplés au 

protéines Gq, tel que les récepteurs à l’endotheline1 ou la sérotonine (5-HT). L’ET-1 peut 

d’ailleurs stimuler une Rho-kinase pour inhiber la fonction de KCNK3/TASK-1 (Talley et al. 

2000). L’activation de phospholipase C (PLC) via les protéines Gq peut inhiber KCNK3/TASK-1 

via le diacylglycerol (DAG) (Tang et al. 2009). À l’inverse, KCNK3/TASK-1 peut être activée par 

la PKA et PKG, des kinases impliquées dans la vasorelaxation médiées par la prostacycline ou 

le NO (Toyoda et al. 2010). De plus, il a été démontré que KCNK3/TASK-1 peut être sensible 

au voltage, comme la majorité des autres K2P. Il a également été démontré que le domaine 

sensible au voltage dans les K2P est proche du filtre de sélectivité au K+, près du pore du canal 

(Schewe et al. 2016). 



 
 

 

Dans les cellules musculaires lisses d’artères pulmonaires 

Le potentiel de repos des CML-APs est régulé par un canal K+ qui est sensible au 4-

aminopyridine (>1 mmol/L). De plus, le potentiel de membrane a une faible sensitivité au Ba2+ 

et la quinine et insensibles au TEA, glibenclamide aux inhibiteurs de Kca. Cette description 

ressemble fortement aux propriétés pharmacologiques de KCNK3/TASK1. Gurney et al a 

montré que KCNK3/TASK1 est exprimé dans les CML-APs de lapin (ARNm et protéine) et que 

le courant K+ mesuré est sensible au pH, à l’halothane, au Zn2+ et amandamide, mais pas à la 

[Ca2+]i (correspondant au courant KCNK3/TASK1). Ces résultats démontrent que KCNK3/TASK1 

contribue au maintien du potentiel de repos des CML-APs (Gurney et al. 2003).  

Par la suite, il a été mis en évidence que KCNK3/TASK1 est bien exprimé dans les CML-APs 

humaines, et que sa perte d’expression par siRNA entrainait une dépolarisation (-26mV  siRNA 

KCNK3 contre -40mV siRNA contrôle) des CML-APs et une perte de sensibilité au pH ou à 

l’amandamide, confirmant les résultats précédents sur son rôle crucial dnas le maintien du 

potentiel de repos. Ils ont également mis en évidence qu’il est sensible à l’hypoxie et qu’il peut 

être inhibé par l’endothéline-1 (A. Olschewski et al. 2006; Tang et al. 2009). 

La création d’un double KO TASK-1/TASK-3 chez la souris a permis d’identifier que KCNK3 est 

bien exprimé dans les APs de souris, mais  est non fonctionnel au niveau des CML-APs 

(Manoury et al. 2011). 

Figure 18  Voies de régulation de KCNK3/TASK-1 (Olschewski et al, 2017) 

ET-1 : endothelin-1 ; Em : membrane potential ; PIP2 : phosphatidylinositol-4,5_biphosphate ; IP3 : Inostiol-1,4,5-

triphosphate ; DAG : diacylglycerol ;PLC : phospholipase C ; PKC :protein kinase C ; SrcTK : Src family tyrosine kinase ; 

TXA2R : thromboxane A2Nreceptor ; 5-HTR : 5-hydroxytryptamine receptor ; PDGFR :platelet-derived growth factor 

rectpor : FGFR : fibroblast growth factor receptor ; RTk : receptor tyrosine kinases 



 
 

 

Dans les cellules endothéliales d’artères pulmonaires 

C’est en 2004 que par immunomarquage sur des APs de rats, on observe la présence de KCNK3 

et KCNK5 dans les CE-APs, mais en proportion plus faible que dans les CML-APs. Il n’y a pas 

d’expression de TREK-1 et TWIK-2. Par la suite, par patch clamp il a été mis en évidence que 

KCNK3/TASK1 est bien exprimé dans les CE-APs de rats et que sa fonction est fortement 

réduite dans les CE-APs 7 jours d’exposition à la monocrotaline (MCT)(Antigny et al. 2016). 

 

Le rôle de KCNK3 dans les CML-APs et CE-APs reste peu connu, c’est pourquoi durant ma 

thèse nous avons réalisé une analyse protéomique sur des CML-APs et CE-APs transfectées 

avec un siRNA KCNK3 pour analyser, sans a priori, l’effet de la perte de KCNK3 sur les 

différentes voies de signalisation cellulaires et plus globalement l’impact sur différents 

processus biologiques (voir exposé des travaux). 

 

3.2.2. Les canaux calciques 

L’ion Ca2+ est primordial dans la plupart des processus cellulaires, c’est pourquoi sa [Ca2+]i est 

finement régulée et doit rester à des niveaux très bas de l’ordre de 100nM. L’augmentation 

du [Ca2+]i entraine des réactions différentes selon la concentration, le type cellulaire, la durée 

et cela va de la régulation de l’exocytose, de la contraction et du métabolisme cellulaire à la 

régulation de la migration cellulaire, la prolifération, la mort cellulaire et la transcription de 

gènes. Tous ces processus cellulaires sont médiés par des protéines  sensibles aux variations 

de [Ca2+]i tels que des récepteurs (récepteurs couplés aux protéines G), des canaux sensibles 

au Ca2+, des effecteurs de Ca2+ (calmoduline, calcineurine, etc…), et des enzymes (Berridge, 

Bootman, et Roderick 2003). 

La [Ca2+]i peut être modulée par des influx calciques provenant du milieu extracellulaire ou 

des réserves internes (réticulum endoplasmique (RE) ou sarcoplasmique (SR)). 

À la membrane plasmique, il existe trois grands types de canaux calciques (Figure 19) :  



 
 

 Les canaux calciques voltage 

dépendants (CCVD). Ces canaux 

comprennent notamment les canaux 

Ca2+ de type L (Cav1.1, Cav1.2, Cav1.3 

et Cav1.4), de type N (Cav2.1) et de 

type T (Cav3.1, Cav3.2 et Cav3.3). 

 Les canaux calciques dépendants des 

stocks de Ca2+ (Store-operated Ca2+ 

entry SOCE). Ces canaux comprennent 

les protéines STIM, des senseurs du 

calcium réticulaire (STIM1 et STIM2) et les canaux Orais (Orai1, Orai2 et Orai3) et TRPCs 

(TRPC1-7). 

 Les canaux calciques indépendants du voltage et des stocks calciques (non voltage-

dependent store-independent Ca2+ entry SICE ou receptor-operated Ca2+ entry (ROCE)). 

Ces types de canaux sont composés des mêmes protéines que les canaux SOCE.   

 

3.2.3. Les canaux chlore 

Les ions chlorures (Cl-) jouent un rôle essentiel dans de nombreux processus biologiques 

comme le maintien du potentiel de repos, la régulation du volume cellulaire ou du pH. Il existe 

diverses protéines de transports du Cl-. 

Au potentiel de repos des CML-APs (entre -40mV et -60mV) les ions Cl- vont participer au 

maintien du potentiel avec une entrée de Cl- selon leur gradient chimique (110mM de chlore 

extracellulaire et 5mM de chlore intracellulaire) en grande partie dû aux transporteurs 

Na+/K+/2Cl- ou Cl-/HCO3
-. Le potentiel d’équilibre du Cl- dans les CML_APs est plus positif (entre 

-20mV et -30mV) que le potentiel de repos des cellules. L’ouverture des canaux chlores 

entraine alors une sortie d’ions Cl- qui dépolarise la membrane plasmique, permet l’ouverture 

des canaux calcique voltage dépendant et donc la contraction des CML-APs (Bulley et Jaggar 

2014). 

Il existe 5 familles de canaux chlores :  

 Protéine transmembranaire 16 (TMEM16/anoctamin) 

 Bestrophines 

 Les canaux chlores voltage dépendant (CLC) 

Figure 19 Schéma des familles de canaux calciques (Lambert et al. 
2018) 



 
 

 CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) 

 Canaux chlores dépendant d’un ligand (Récepteurs GABA et glycine) 

 

Dans le système vasculaire pulmonaire et plus précisément dans l’HTAP, ce sont surtout les 

canaux TMEM16 et CFTR qui ont été étudiés pour le moment. 

Il a été mis en évidence que l’expression de TMEM16 est augmentée dans les CML-APs de 

patients atreints d’HTAPi, ce qui entraine une augmentation de courant Cl- corrélé a une 

augmentation de la prolifération des CMLs (Papp et al. 2019). De plus, une récente étude a 

mis en évidence que TMEM16A est également surexprimée dans les CE-APs de patients 

atteints d’HTAPi et que la surexpression de TMEM16A dans les CE-APs contrôles, entrainait 

une diminution de la production de NO, de la prolifération, de la migration et de l’angiogenèse 

(Skofic Maurer et al. 2020). 

 CFTR est un membre de la famille des transporteurs ABC (ABCC7). Sa structure est proche des 

autres membres décrits précédemment (SUR1, SUR2B et SUR2A) avec deux domaines 

transmembranaires TMD1 et TMD2 et deux domaines de liaison nucléotidiques (NBD1 et 

NBD2) et un domaine régulateur R. Le canal ionique CFTR se dimérise pour être fonctionnel. 

Le canal a une faible conductance (6-10pS) et est perméable à plusieurs anions (Br-, Cl-, I-, F-) 

ainsi qu’à plusieurs anions polyatomiques (HCO3- , NO3-...). Des mutations dans le gène CFTR 

sont responsables de la mucoviscidose.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En 2007, Robert et al ont démontré que CFTR est exprimé dans les APs de rats et qu’il 

contribuait à la relaxation des APs indépendamment de l’endothélium(Robert et al. 2007). Il a 

également été démontré que CFTR est fonctionnel dans les CE-APs humaines (Totani et al. 

Figure 20 Schéma de la structure du canal CFTR 



 
 

2017). La prévalence du développement d’une HTAP chez des patients atteints de 

mucoviscidose est mal connue, mais certaines cohortes de patients atteints de mucoviscidose 

montrent que 60% des patients développent une HTP (Ratjen 2016). Une étude avait mis en 

évidence une diminution d’expression de CFTR dans les CML-APs de patients atteints d’HTAP 

comparés aux contrôles (Antigny et al. 2021; Papp et al. 2019). Récemment, nous avons mis 

en évidence une diminution de l’expression de CFTR au niveau des CML-APs et CE-APs 

humaines HTAP et dans deux modèles animaux d’HTP. De plus, l’activation de CFTR au niveau 

des APs humaines, de rats et de cochons entraine une vasodilatation qui est réduite chez les 

patients atteints d’HTAP et dans les modèles d’HTP induite par la monocrotaline ou hypoxie 

chronique chez le rat. Cela démontre l’implication de CFTR dans le tonus vasculaire 

pulmonaire. L’inhibition chronique in vivo de CFTR chez le rat a entrainé une augmentation 

significative des pressions systoliques dans le VD corrélé à une néomuscularisation des 

vaisseaux pulmonaires. Nous avons pu mettre en évidence un remodelage des APs médiées 

par une hypertrophie de la media et une fibrose intimale chez les patients atteints d’une 

mucoviscidose sévère (F508del-CFTR). De même, on retrouve une néomuscularisation des 

vaisseaux pulmonaires chez les rats F508desCftr homozygotes. Enfin, l’inhibition chronique de 

CFTR dans le modèle de rat HTP induit par la MCT a démontré une augmentation des pressions 

systoliques dans le VD comparé aux rats contrôles. Toute cette étude a permis d’établir que 

la dysfonction de CFTR au niveau des APs pouvait être impliquée dans le développement de 

l’HTAP (Le Ribeuz et al. 2021). De plus, une autre étude paru en meme temps, a démontré que 

la perte de fonction de CFTR avec un inhibiteur spécifique dans les CEs entraine  une 

augmentation de l’autophagie et une dysfonction endothéliale conduisant à la mise en place 

d’un phénotype pro-inflammatoire (Declercq et al. 2021). Cette étude suggère donc que dans 

le contexte de l’HTAP, la perte de CFTR dans les CE-APs pourrait jouer un rôle dans la 

dysfonction endothéliale associée au développement de l’HTAP (Antigny et al. 2021). D’autre 

part une étude a mis en évidence que la perte de cftr chez la souris était associée a la 

diminution de la vasoconstriction pulmonaire liée a l’hypoxie et que les souris cftr-/- étaient 

protégés contre le développement de l’HTP hypoxique (Tabeling et al. 2015). 

Ces résultats obtenus durant ma thèse ne seront pas plus détaillés par la suite, car il ne s’agit 

pas de mon sujet principal de thèse. 

 

 



 
 

4. Génétique de l’HTAP 

4.1. Tableau récapitulatif des mutations 

À ce jour il existe une vingtaine de gènes considérés comme des gènes de prédisposition pour 

le développement de l’HTAP. Le tableau ci-dessous répertorie les gènes que l’on retrouve le 

plus mutés chez des patients atteints d’HTAP et qui font partie des gènes recherchés lors 

d’études de whole genome sequencing. 

Tableau 2 Liste des gènes mutés connus dans l'HTAP 

 

Gène 

Nombre de 

mutations 

différentes 

Mode de transmission References 

BMPR2 486 Autosomique dominant (International PPH Consortium et al. 2000) 

EIF2AK4 58 
Autosomique récessif/ 

Autosomique dominant 
(Eyries et al. 2014) 

ACVRL1 54 Autosomique dominant (R. E. Harrison et al. 2003) 

TBX4 44 Autosomique dominant (Kerstjens-Frederikse et al. 2013, 4) 

GDF2/BMP9 30 
Autosomique récessif/ 

Autosomique dominant 
(G. Wang et al. 2016) 

SOX17 24 Autosomique dominant (N. Zhu, Welch, et al. 2018, 17) 

ENG 16 Autosomique dominant (Rachel E. Harrison et al. 2005) 

KCNK3 18 Autosomique dominant (Ma et al. 2013)(Le Ribeuz et al. 2020) 

ABCC8 25 Autosomique dominant (Bohnen et al. 2018; Lago-Docampo et al. 2020, 8) 

ATP13A3 14 Autosomique dominant (Barozzi et al. 2019; Gräf et al. 2018; Machado et al. 2021) 

SMAD9 10 Autosomique dominant (Shintani et al. 2009) 

AQP1 5 Autosomique dominant (Gräf et al. 2018) 

G6PD 3 Autosomique dominant (Kurdyukov et al. 2018) 

CAV1 3 Autosomique dominant (Austin et al. 2012) 

BMP10 2 Autosomique dominant (Eyries et al. 2019) 

SMAD4 2 Autosomique dominant (Nasim et al. 2011) 

KDR 2 Autosomique dominant (Eyries et al. 2020) 

SMAD1 1 Autosomique dominant (Nasim et al. 2011) 



 
 

C’est en 2000 que les premières analyses génétiques ont permis d’identifier des mutations 

hétérozygotes dans des familles de 

patients HTAP pour le gène BMPR2. 

C’est avec cette première identification 

que l’on a pu relier une cause 

génétique à la pathologie de l’HTAP et 

créer ensuite un sous-groupe d’HTAP 

dit HTAP héritable (HTAPh). Les 

mutations du gène BMPR2 sont la 

cause majoritaire des HTAPh (70-80%). 

Par la suite le séquençage chez les 

patients atteints d’HTAP de gènes de la 

famille de BMPR2, la superfamille du 

TGF-β (Figure 21), ont permis 

d’identifier d’autres mutations dans les 

gènes ACVRL1 (ALK1), ENG (endoglin), CAV1, SMAD1, SMAD4, SMAD9, GDF2 (BMP9) et BMP10 

faisant partie de cette famille (Morrell et al. 2019). 

4.2. Mutations des canaux potassiques 

4.2.1. KCNA5 

Des SNPs (single nucleotide polymorphism) ont été mis en évidence dans le gène KCNA5 

codant pour Kv1.5 chez des patients atteints d’HTAP. En effet, Remillard et al. a identifié 17 

SNP chez des patients atteints d'HTAP. 12 SNPs ont été identifiés dans la région 50 non 

traduite (UTR), 2 SNPs dans la région traduite de KCNA5, 2 SNPs dans la région 30 UTR, et 1 

SNP en aval du gène KCNA5 (Remillard et al. 2007) Ces SNP sont localisés dans les régions 

promotrices et traduites de KCNA5, ce qui a fait suggérer à ces auteurs qu'ils devraient 

modifier l'expression de Kv1.5 (expression non testée) 

Quatre autres SNPs ont été identifiés dans une cohorte de patients atteints d'HTAP associée 

à une sclérose systémique. Chez ces patients, le variant KCNA5 rs10744676 était associé à une 

protection contre l'HTAP (Wipff et al. 2010). Cependant, actuellement aucune étude 

fonctionnelle ni même d’expression ou localisation n’a été réalisée afin de déterminer la 

pertinence de ces SNPs. D’ailleurs, une étude récente de méta-analyse a conclu qu'il n'y a pas 

Figure 21 Voie de signalisation de BMPR2 et de ses gènes retrouvés 
mutés chez de patients HTAP d’après Morrell 2019 



 
 

de relation entre les SNPs de KCNA5 et le développement de l'HTAP (Jiao et al. 2019). De plus 

KCNA5 n’a pas été retrouvé associé à l’HTAP dans une grande cohorte européenne de meta-

analyse de GWAS (genome wide association study) (Welch et Chung 2022). À l’heure actuelle 

ces variants de KCNKA5 ne sont pas considéré comme des mutations. 

 

4.2.2. KCNK3 

C’est en 2013 que les premières mutations dans le gène KCNK3 ont été décrites. Six mutations 

hétérozygotes de KCNK3 ont été identifiées dans des familles de patients atteints d'HTAP et 

d'HTAPi (Ma et al. 2013). Quatre ans plus tard, deux autres mutations de KCNK3 ont été 

identifiées dans une cohorte espagnole de patients atteints d’HTAP. L'une des mutations 

(p.Gly106Arg) à l'état homozygote est associée à une forme précoce et agressive d'HTAP 

(Navas Tejedor et al. 2017). Best et al. ont identifié deux autres mutations (Best et al. 2017). 

En 2018, une étude de « whole genomic sequencing », réalisée sur 1048 patients atteints 

d’HTAP, a identifié 4 nouvelles mutations de KCNK3 (R51L, A114T, E182Q, G236A). De la même 

manière le séquençage d’une cohorte de patients atteints d’HTAP pédiatrique a mis en 

évidence en 2018, 3 mutations KCNK3 dont une (E182K) déjà décrite précédemment (N. Zhu, 

Gonzaga-Jauregui, et al. 2018), et deux autres mutations ont été identifiées dans une autre 

cohorte chinoise de patients atteints d'HTAP pédiatrique (A114V et G97R)(H.-S. Zhang et al. 

2019). En 2020, une nouvelle mutation de KCNK3 a été identifiée dans une cohorte nationale 

néerlandaise d'enfants atteints d'HTAP (Haarman et al. 2020). À ce jour, 18 mutations 

différentes de KCNK3 ont été identifiées chez 26 patients (Tableau 3). Il a été mis en évidence 

3 porteurs sains de mutations KCNK3 (tableau 2). Avec les données existantes publiées, la 

pénétrance des mutations KCNK3 semble être de 90%. Parmi ces patients mutés pour KCNK3, 

il y a 11 femmes et 7 hommes, ce qui veut dire que 60% des patients HTAP mutés pour KCNK3 

sont des femmes. 



 
 

Comme l'illustre la figure 22, une mutation est située sur la première boucle cytoplasmique, 

une sur la deuxième boucle cytoplasmique, trois sur le premier domaine pore, deux dans le 

deuxième domaine transmembranaire, huit sur le deuxième domaine pore et trois dans le 

quatrième domaine transmembranaire (figure 22). 

 

Les patients atteints d'HTAP porteurs de mutations de KCNK3 sont plus jeunes au moment du 

diagnostic (âge médian de 28 ans contre 42 ans pour les patients atteints d'HTAPi), et leur 

PAPm est plus élevée (76 mmHg contre 56,4 mmHg pour les patients atteints d'HTAPi) (Evans 

et al. 2016; Le Ribeuz, et al. 2020).  

Figure 22 Schéma représentatif de la localisation des mutations sur la protéine KCNK3/TASK-1 



 
 

 

Mutation 

KCNK3 

(acides 

aminés) 

Mutation 

KCNK3 

(acides 

nucléiques) 

Nombre 

de patients 

HTAP 

porteurs 

de la 

mutation 

Nombr

e de 

porteur 

sains 

Zygosité 

Fonction ( 

patch 

clamp) 

Fonction 

retrouvé

e par le 

ONO-

RS-082 

ACMG 

Classificati

on 

References  

T8K 
 

1 
  

Hétérozygote 
perte de 

fonction 
oui   

(Ma et al. 

2013) 

R51L 152G>T 1     / /   
(Gräf et al. 

2018)  

G97R 289 G>A 2 1 Hétérozygote 
perte de 

fonction 
/   

(Ma et al. 

2013; H.-S. 

Zhang et al. 

2019) 

G106R 316 G>C 2 1 

Hétérozygote 

et 

homozygote 

perte de 

fonction 
non   

(Navas 

Tejedor et al. 

2017) 

A114T 340G>A 1     / /   
(Gräf et al. 

2018)  

A114V 341C>T 1   Hétérozygote / /   
(H.-S. Zhang 

et al. 2019) 

K145M 434 À>T 1   Hétérozygote / /   
(Best et al. 

2017) 

E182K 544G>A 2   Hétérozygote 
perte de 

fonction 
oui 

pathogéni

que 

(Ma et al. 

2013; N. Zhu, 

Gonzaga-

Jauregui, et 

al. 2018) 

E182Q 544G>C 1     / /   
(Gräf et al. 

2018)  

A189T 565 G>A 1   Hétérozygote / /   
(Best et al. 

2017) 

Y192C   1   Hétérozygote 
perte de 

fonction 
/   

(Ma et al. 

2013) 

G203D 608 G>A 6 1 Hétérozygote 
perte de 

fonction 
non   

(Higasa et al. 

2017; Ma et 

al. 2013) 

V206L 616 G>T 1   Hétérozygote / /   
(Haarman et 

al. 2020) 

L214R 641 T>G 1 

  

Hétérozygote 
perte de 

fonction 
non   

(Navas 

Tejedor et al. 

2017) 

214insQT 

641_642in

sGCAGA

C 

1 

  

Hétérozygote / / 

significati

on 

incertaine 

(N. Zhu, 

Gonzaga-

Jauregui, et 

al. 2018) 

V221L 661 G>C 1 
  

Hétérozygote 
perte de 

fonction 
/   

(Ma et al. 

2013) 

F225L 675C>A 1 

  

Hétérozygote / / 

significati

on 

incertaine 

(N. Zhu, 

Gonzaga-

Jauregui, et 

al. 2018)  

G236A 707G>C 1 
  

Hétérozygote / /   
(Gräf et al. 

2018) 

Tableau 3 Tableau des mutations du gène KCNK3 retrouvées chez des patients HTAP 



 
 

Les conséquences des mutations de KCNK3 sur la fonction du canal ont été mesurées par des 

expériences de patch-clamp en configuration cellule entière, dans des cellules sur exprimant 

chaque canal KCNK3 muté (Tableau 2). Comme l'indique le tableau 2, les huit (8/16) mutations 

analysées (T8K, G97R, G106R, E182K, Y192C, G203D, L214R et V221L) entraînent une perte de 

fonction de KCNK3/TASK-1. À ce jour, les mutations A114V, K145M, V206L et A189T n'ont pas 

été évaluées [24,50,54,57]. En outre, l'application de ONO-RS-082, qui est un inhibiteur de la 

phospholipase A2 dont il a été démontré qu'il active le canal KCNK3/TASK1 (Feinmark et 

Robinson 2012), rétablit la fonction des mutants T8K, E182K et V221L au même niveau que le 

canal non muté dans des conditions basales, tandis que les mutations G203D, G106R et L214R 

sont insensibles à l’ONO-RS-082 (Bohnen et al. 2017; Ma et al. 2013). Pour la mutation V221L, 

le courant KCNK3/TASK-1 n'est restauré par l'ONO-RS-082 qu'à un pH extracellulaire de 8,3. 

 

Cependant les conséquences de la perte de fonction de KCNK3 sur les voies de signalisation 

et sur la physiologie des cellules vasculaires pulmonaires (CML-APs et CE-APs) sont 

actuellement peu connues. C’est pour cela que je me suis intéressée à cet aspect au cours 

de ma thèse (voir exposé des travaux). 

 

4.2.3. ABCC8 

En 2018 des analyses de whole exome sequencing ont mis en évidence un variant d’ABCC8 

(R957H) chez un patient pédiatrique HTAPi. Ce gène n’avait pas encore été mis en évidence 

comme étant impliqué dans l’HTAP. Cette étude a permis de l’indiquer comme nouveau gène 

prédisposant à l’HTAP et ce variant était classé in sillico comme délétère (N. Zhu, Gonzaga-

Jauregui, et al. 2018). 

Egalement en 2018, un whole exome sequencing de patients atteints d’HTAP a permis de 

découvrir 12 mutations hétérozygotes différentes dans le gène ABCC8, qui code pour SUR1 

[79]. 11 mutations faux-sens et un variant d'épissage ont été identifiés chez ces patients 

atteints d'HTAP. 

Les patients atteints d'HTAP porteurs de la mutation ABCC8 sont plus jeunes au moment du 

diagnostic (14 ans contre 42 ans pour les patients atteints d'HTAPi), mais ont une PAPm 

similaire à celle des patients atteints d'HTAPi (47,6 mmHg pour les patients porteurs de la 

mutation ABCC8 et 56,4 mmHg pour les patients atteints d'HTAPi) (Bohnen et al. 2018). Ces 

mutations sont localisées au niveau d'acides aminés bien conservés entre les espèces et 



 
 

localisés dans des régions cruciales de la protéine (cinq dans les boucles 1 et 2 du NBD 

(nucleotide binding domain), deux dans la boucle du cytoplasme et quatre dans le TMD0 

(domaine transmembranaire 0) (Figure 23). En 2020 une nouvelle mutation hétérozygote dans 

ABCC8 a été identifiée chez un patient atteint d’HTAP pédiatrique de 19 mois (V357I) (Gelinas 

et al. 2020). 

En 2020, 11 rares variants ABCC8 ont été mis en évidence dans une cohorte espagnole de 624 

patients atteints d’HTAP (579 adultes et 45 pédiatriques). Ces 11 variants ont été retrouvés 

dans cette cohorte avec un âge moyen au diagnostic de 34±10 ans et 54% de femmes. Un des 

variants (E100K) a été retrouvé chez un patient diagnostiqué pour une MVOP. 2 variants sont 

situés dans le TMD0, 2 dans le TMD1, 3 sont situés dans le NBD1, 2 dans le TMD2 et 1 dans le 

NBD2. De plus, un des variants se situe dans un intron au niveau d’une boucle cytoplasmique 

du TMD2 (c.2694+1G>A)(Lago-Docampo et al. 2020). Les auteurs ont réalisé une étude in 

sillico pour prédire la pathogénicité de ces variants et la majorité (8/11) a été identifiée comme 

probablement pathogéniques (Tableau 4) 

 

 

 

Figure 23 Schéma représentatif de la localisation des mutations sur la protéine SUR1 

 

Les patients atteints d'HTAP présentant une mutation ABCC8 ne sont généralement pas 

porteurs d'autres mutations génétiques sauf le cas d'un patient, également porteur d'une 

mutation TBX4 et qui a développé une HTAP à un stade très précoce (<1 an). De plus, l’un des 

patients de la cohorte espagnole (H71Y) est également porteur d’une mutation SMAD1 classée 

comme étant probablement pathogénique. 



 
 

Par des expériences de patch-clamp et des mesures d'efflux de rubidium (86Rb+) dans des 

cellules surexprimant chaque mutation de SUR1 + WT-Kir6.2, Bohnen et al. ont montré que 

11 des 12 mutations, identifiées dans leurs cohortes conduisaient à une forte diminution du 

courant SUR1/Kir6.2. Grâce aux mesures d’efflux de tests 86Rb+ en conditions métaboliques 

basales et inhibées, ils ont montré une diminution significative de l'activité SUR1/Kir6.2 pour 

trois mutants SUR1 en conditions basales (A240T, D813N, et D1472N) et une diminution 

significative de l'activité SUR1/Kir6.2 en conditions métaboliques inhibées pour cinq 

mutations (L135V, A240T, D813N, R958H, et D1472N). Dans l'ensemble (patch-clamp et efflux 

Rb+), ces résultats indiquent une diminution significative de l'activité basale ou maximale du 

canal pour tous les mutants SUR1 testés. Il est important de noter que la fonction de L135V, 

E186D, A240T, E791Q, D813N, R958H, R1314H, et D1472N est restaurée en présence de 

diazoxide (100 µM) (Tableau 3)(Bohnen et al. 2018). 

Sept de ces variants ABCC8 (p.G111R, p.L135V,p.A726T ,p.D813N, p.E1326K, p.D1472N et 

c.2694+1G>A) ont également été décrits chez des patients atteints d’hyperinsulinisme 

congénital, et deux autres variants (p.T229I et p.R1314H) ont été décrits chez des patients 

atteints de diabète néonatal. Enfin le variant E100K a été décrit précédemment chez des 

patients atteints de diabète de type MODY (maturity onset diabetes of the young). Cependant, 

ces patients atteints d’HTAP porteurs de ces mutations ABCC8 rares n'ont pas développé l'une 

des pathologies décrites ci-dessus.  

Il est bien connu que le diabète induit un dysfonctionnement endothélial au niveau des 

vaisseaux systémiques et que les patients diabétiques ont un risque plus élevé de développer 

un infarctus du myocarde et un accident vasculaire cérébral. Cependant, l'effet du diabète sur 

la circulation pulmonaire n'est pas clair. Reza Movahed et al. ont démontré que les patients 

atteints de diabète sucré ont une prévalence plus élevée d'embolie pulmonaire et 

d'hypertension pulmonaire (Movahed, Hashemzadeh, et Jamal 2005). D'après le registre 

REVEAL, le diabète est une comorbidité courante chez les patients américains atteints d'HTP 

(Lang et Palazzini 2019). De plus, la survie à long terme des patients diabétiques atteints 

d'HTAP est plus mauvaise que celle des patients non diabétiques (Abernethy et al. 2015). 

 



 
 

 

Cependant l’expression et la fonction de SUR1/Kir6.2 dans la circulation pulmonaire ne sont 

actuellement pas connues. Je me suis intéressé au rôle de ce canal dans le développement 

de l’HTAP au cours de ma thèse (voir exposé des travaux). 

 

Mutation ABCC8  

(AA) 

Mutation 

ABCC8 

(nucleic acid) 

Nombre 

de patients 

HTAP 

porteurs 

de la 

mutation 

Zygosité 

Fonction 
Fonction 

restaurée 

par le 

diazoxide 

ACMG 

Classification 
References (patch 

clamp ) 

(Rubidium 

(86Rb+) 

efflux 

assays  

H71Y 211C>T 1 Hétérozygote / / / 
Probablement 

pathogène 

(Lago-Docampo et al. 

2020)  

N72D 214 À>G 1 Hétérozygote / / /    (Bohnen et al. 2018) 

E100K 298G>A 1 Hétérozygote / / / 
signification 

incertaine 

(Lago-Docampo et al. 

2020)  

G111R 331 G>A 1 Hétérozygote / / /   (Bohnen et al. 2018)  

L135V 403 C>G 1 Hétérozygote 
perte de 

fonction 
baisse  oui   (Bohnen et al. 2018)  

E186D 558 G>T 1 Hétérozygote 
perte de 

fonction 

pas de 

baisse 
oui   (Bohnen et al. 2018)  

T229I 686 C>T 1 Hétérozygote / / /   (Bohnen et al. 2018)  

A240T 718 G>A 1 Hétérozygote 
perte de 

fonction 
baisse  oui   (Bohnen et al. 2018)  

V357I 1069G>A 1 Hétérozygote / / /    (Gelinas et al. 2020) 

V477M 1429G>A 1 Hétérozygote / / / 
Probablement 

pathogène 

(Lago-Docampo et al. 

2020)  

T548M 1643C>T 1 Hétérozygote / / / 
Probablement 

pathogène 

 (Lago-Docampo et al. 

2020) 

A726T 2176G>A 1 Hétérozygote / / / 
signification 

incertaine 

 (Lago-Docampo et al. 

2020) 

E791Q 2371 G>C 1 Hétérozygote 
perte de 

fonction 

petite 

baisse 
oui   (Bohnen et al. 2018)  

Q808K 2422C>A 1 Hétérozygote / / / 
Probablement 

pathogène 

(Lago-Docampo et al. 

2020)  

D813N 2437 G>A 1 Hétérozygote 
perte de 

fonction 
baisse  oui   (Bohnen et al. 2018)  

/  2694+1G>A 1 Hétérozygote / / / 
Probablement 

pathogène 

(Lago-Docampo et al. 

2020)  

/ 2694 T>2G 1 Hétérozygote / / /    (Bohnen et al. 2018) 

R957H 2870G>A 1 Hétérozygote / / /  Pathogène 
(N. Zhu, Gonzaga-

Jauregui, et al. 2018)  

R958H 2873 G>A 1 Hétérozygote 
pas de perte 

de fonction 
baisse  oui   (Bohnen et al. 2018)  

V1080I 3238G>A 1 Hétérozygote / / / 
signification 

incertaine 

 (Lago-Docampo et al. 

2020) 

H1097ProfsTer16 3288_3289del 1 Hétérozygote / / /  Pathogène 
(Lago-Docampo et al. 

2020)  

D1132N 3394G>A 1 Hétérozygote / / /  Pathogène 
(Lago-Docampo et al. 

2020)  

R1314H 3941 G>A 1 Hétérozygote 
perte de 

fonction 

petite 

baisse 
oui   (Bohnen et al. 2018)  

E1326K 3976G>A 1 Hétérozygote / / / 
Probablement 

pathogène 

(Lago-Docampo et al. 

2020)  

D1472N 4414 G>A 1 Hétérozygote 
perte de 

fonction 
baisse  oui   (Bohnen et al. 2018)  

Tableau 4 Tableau des mutations dans le gène ABCC8 retrouvées chez des patients HTAP 



 
 

4.2.4. ABCC9 

Des mutations du gène ABCC9 

codant pour les protéines 

SUR2A ou SUR2B sont la 

principale cause du Syndrome 

de Cantu. Des mutations dans le 

gène KCNJ8 codant pour Kir6.1 

ont également été décrites 

comme associées à cette 

pathologie (Cooper et al. 2014; 

Harakalova et al. 2012). Ce sont 

des mutations gain de fonction. 

Le syndrome de Cantu se 

caractérise par une hypertrichose congénitale, une ostéochondroplasie et des anomalies 

cardiaques telles qu'une cardiomégalie, un système vasculaire dilaté et tortueux et un 

épanchement péricardique. Secondairement à toutes ces anomalies certains patients peuvent 

développer une HTP (Harakalova et al. 2012). Ces patients développant une HTP peuvent être 

catégorisés dans le groupe 2 des HTP correspondant aux dysfonctions du cœur gauche. Des 

souris ont été génétiquement modifiées par CRISPR/Cas9 en introduisant dans les gènes 

ABCC9 et KCNJ8 murins la mutation gain de fonction. La caractérisation de ces souris a mis en 

évidence un phénotype proche du syndrome de Cantu humain, avec une circulation 

systémique à faible débit liée à une dilatation vasculaire et une hypertrophie cardiaque. 

L’hypothèse des mécanismes à l’origine de la mise en place d’une HTP chez les patients 

atteints du syndrome de Cantu serait que ce gain de fonction du KATP SUR2/Kir6.1 dans le 

système vasculaire systémique entraine une relaxation des artères systémiques, ce qui 

entraine une hypotension. Cette hypotension systémique entraine une hypertrophie 

cardiaque et une augmentation du débit cardiaque et cela peut alors entrainer 

secondairement une hypertension pulmonaire. 

Cependant l’expression, la fonction de SUR2/Kir6.1 dans la circulation pulmonaire n’est 

actuellement pas connue et le rôle que ce canal peut jouer dans la physiopathologie de 

l’HTAP n’a pas été étudié. C’est pourquoi je me suis intéressée au rôle de ce canal dans le 

développement de l’HTAP au cours de ma thèse (Voir exposé des travaux) 

Figure 24 Schéma représentant l'hypothèse des mécanismes à l'origine de l'HTP 
survenu dans le syndrome de Cantu (McClenaghan et al. 2019) 



 
 

4.3. Nouvelles mutations 

Plus récemment, d’autres gènes prédisposant à l’HTAP ont pu être identifiés comme étant 

mutés chez certains patients atteints d’HTAP. Néanmoins, leur réelle implication dans la 

pathologie reste à être élucidée. Ils ont pour le moment un statut de gène candidat. C’est le 

cas des gènes EDNRA et AGTR1, des récepteurs à l’endothéline et l’angiotensine, des facteurs 

vasoconstricteurs, NOTCH3 un gène impliqué dans le développement, et notamment le 

développement des poumons comme TBX4 et SOX17. TRPC6 et EFCAB4B, impliqués dans la 

signalisation calcique ou encore NOS2 impliqué dans la synthèse du NO (Barozzi et al. 2019; 

Garcia-Rivas et al. 2017).  



 
 

5. Physiopathologie de l’HTAP 

5.1. Histopathologie des lésions vasculaires 

Plusieurs lésions tissulaires sont régulièrement retrouvées chez les patients atteints d’HTAP 

et sont caractéristiques de la maladie. 

5.1.1. Lésions de l’intima 

La fibrose intimale est une lésion fréquente dans l’HTAP. Elle se caractérise par le recrutement 

de fibroblastes, myofibroblastes qui vont entrainer le dépôt de collagène au niveau de 

l’intima. Cet épaississement de l’intima peut-être uniforme et concentrique ou bien 

excentrique ce qui entraine l’apparition de lésions thrombotiques. Les lésions concentriques 

que l’on peut qualifier de « couches d’oignons » participent à l’occlusion de la lumière des 

petites artères (100-200µm) (Montani et al. 2013). Une autre caractéristique des lésions 

intimales est l’hypothèse d’une apoptose des CEs dans les premières étapes de 

développement de l’HTAP. Les CEs restantes vont acquérir un phénotype pro-prolifératif et de 

résistance à l’apoptose (Sakao, Tatsumi, et Voelkel 2009). Enfin un processus décrit dans 

l’HTAP est le switch phénotypique des CEs d’un état endothélial à un phénotype mésenchymal 

ou myofibroblastique (Ranchoux et al. 2015). Ces phénomènes s’accompagnent souvent 

d’une infiltration de cellules inflammatoires. L’ensemble de ces processus participe à ce qu’on 

appelle la formation d’une lésion néo-intimale et de la fibrose intimale (Figure 25).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 Coloration HES d’une lésion intimale d'une 
artériole pulmonaire 



 
 

5.1.2. Hypertrophie de la media 

Ce qui est observé dans toutes les formes d’HTAP 

et constitue caractéristique importante de la 

maladie est la muscularisation des petites 

artérioles (50-100µm) qui ne sont pas ou peu 

muscularisées chez un sujet sain (Figure 26). On 

retrouve également une hypertrophie de la 

media des artérioles musculaires (100-500µm) 

due à une prolifération anormale et une 

résistance à l’apoptose des CML-APs. Cela a pour 

conséquence de réduire la lumière APs et donc 

d’augmenter les RVP et la PAPm. 

 

5.1.3. Lésions pléxiformes 

Ces lésions complexes se forment 

préférentiellement au niveau d’embranchement 

d’artérioles et se forment majoritairement par 

des CEs avec un phénotype prolifératif exacerbé. 

Cela entraine la formation de petits capillaires 

pulmonaires en parallèle de l’artériole obstruée. 

Ces lésions peuvent être formées également par 

des CML-APs et une matrice extracellulaire très 

riche en collagène (Figure 27). La formation de 

ces lésions est souvent corrélée avec la sévérité 

de l’HTAP (Pietra et al. 2004). 

 

 

 

Figure 27 Coloration HES d’une lésion plexiforme 

Figure 26 Coloration HES montrant l'hypertrophie de la 
média 



 
 

5.2. Dérégulations cellulaires 

5.2.1. Dysfonction endothéliale 

Les CEs jouent un rôle essentiel dans l’homéostasie des vaisseaux sanguins. Elles sont une 

barrière entre le sang et le vaisseau et jouent le rôle de filtre moléculaire. Elles permettent 

également le maintien de la coagulation sanguine. L’endothélium peut également contrôler la 

vasomotricité des vaisseaux en sécrétant des facteurs vasodilatateurs ou vasoconstricteurs en 

réponse à des stimuli chimiques (neurotransmetteurs, cytokines, dérivés oxygénés) ou 

mécaniques (force de cisaillement du flux sanguin : Shear stress).  

Durant le développement de l’HTAP, l’endothélium va être soumis à une augmentation de la 

fréquence de ces stimuli par exemple l’augmentation des pressions sanguines et des 

contraintes de cisaillement, l’apparition d’infections et d’une réponse inflammatoire (HIV), ou 

encore l’hypoxie, ou des facteurs génétiques de prédisposition. Cet ensemble va entrainer le 

passage des CEs d’un état quiescent et stable à une état « activé » qui va se caractériser par 

la sécrétion excessive de facteurs vasoconstricteurs, pro-prolifératifs, pro-inflammatoire et 

thrombotiques (Budhiraja, Tuder, et Hassoun 2004). 

Un déséquilibre va s’initier entre la diminution de facteurs vasodilatateurs tels que le NO, la 

prostacycline et l’EDHF et d’autre part une surproduction de facteurs vasoconstricteurs tels 

que l’endothéline-1, le thromboxane A2 et l’angiotensine. Ce déséquilibre va avoir pour 

conséquence d’induire une vasoconstriction anormale des CML-APs. De plus, plusieurs 

facteurs de croissance sécrétés par les CE-APs ont été retrouvés dérégulés dans l’HTAP tels 

que le PDGF (platelet-derived growth factor), le FGF2 (fibroblast growth factor 2) et le VEGF 

(vascular endothélial growth factor). L’expression de facteurs de transcription Hif1-α (hypoxia 

induced factor 1-α) et HIMF (hypoxia indcued mitpgenic factor)(Johns et al. 2016) ainsi que la 

sécrétion anormale de molécules inflammatoires comme l’IL-6, l’IL-1β (Interleukine-6 et 

interleukine-1β), le TNF-α (tumour necrosis factor-α) et le MCP-1 (monocyte chemoattractant 

protein-1) (T. Itoh et al. 2006; Soon et al. 2010; Steiner et al. 2009). 

Une des composantes de cette dysfonction endothéliale dans l’HTAP est la transition 

endothélio-mésenchymateuse (endoMT)(Figure 28). Ce processus implique la perte 

progressive des marqueurs endothéliaux (VE-cadherine, PECAM-1 ou CD31...) ce qui 

correspond à une perte d’adhésion des CEs, ce qui entraine leur migration. En contrepartie, 

ces CEs en transition endoMT vont produire du collagène de type 1 et des élastines ainsi que 

des marqueurs myofibroblastiques comme l’α-SMA et le FSP-1 (fibroblast specific protein-1). 



 
 

L’expression de facteurs d’initiation va promouvoir cette transition, comme le TGF-β, HIF1α 

ou FGF. Des facteurs de transcriptions promésenchymateux vont alors être exprimés comme 

twist-1, snail1 et slug ce qui va permettre aux cellules endoMT de produire des marqueurs 

mésenchymateux comme la vimentine et N-cadherine, ce qui participe à l’acquisition pour les 

cellules d’un état pro migratoire et pro-prolifératif. 

 

 

 

5.2.2. Dysfonction des cellules musculaires lisses des artères pulmonaires (CML-APs) 

Les CML-APs en conditions normales sont des cellules quiescentes la plupart du temps, non 

migratoires, non proliférantes et qui exercent leur fonction contractile, ce qui est considéré 

comme leur état différencié. Cependant, cet état différencié peut évoluer comme chez toutes 

les CMLs en réponse à des changements dans leur environnement (stress, inflammation, 

sécrétion de facteurs...). Les CMLs changent alors leur phénotype de manière plus ou moins 

réversible en s’adaptant aux nouvelles contraintes (Tajsic et Morrell 2011). 

Dans le contexte de l’HTAP, le paradigme actuel atteste d’une dysfonction endothéliale en 

premier lieu, qui mène à la dérégulation de facteurs vasoactifs, de croissance, thrombotique 

ou inflammatoire. Ces facteurs accèdent facilement à la média avec la perte de l’intégrité de 

Figure 28 Mécanismes impliqués dans la transition endothelio-mesenchymateuse (D'après Stenmark et al, 2016) 



 
 

la barrière endothéliale et vont cibler les CML-APs. La sécrétion de ces facteurs va entrainer 

leur changement phénotypique vers un phénotype synthétique ou prolifératif caractérisé par 

une hypertrophie des CMLs, par l’augmentation de la production de protéines et l’inhibition 

de leur dégradation ainsi que l’augmentation de l’expression de co-transporteurs ioniques 

(Na+/K+-ATPase) ce qui joue directement sur la régulation de la quantité d’eau dans la cellule 

et donc sur son volume (Krug et Berk 1992). La dérégulation de la balance prolifération-

apoptose représente un marqueur majeur de la dérégulation des CML-APs au cours de l’HTAP. 

Enfin la migration des CML-APs est également dérégulée (Paulin et al. 2014)(Figure 29). 

Les mutations du gène BMPR2 chez les patients atteints d’HTAPh jouent aussi un rôle dans la 

dérégulation des CML-APs. En effet, la perte de fonction de la protéine BMPRII induit un 

déséquilibre de la balance de la voie BMP/TGF-β en faveur du facteur de croissance TGF-β qui 

va activer la voie des MAPkinases et favoriser la prolifération des CML-APs (Tielemans et al. 

2019). 

La perte d’expression et de fonction de plusieurs canaux potassiques comme KCNK3/TASK-1 

et Kv1.5 est également un déclencheur de la dysfonction des CML-APs au cours de l’HTAP (Le 

Ribeuz et al. 2020). Cette perte de fonction entraine la dépolarisation des membranes des 

cellules qui a pour conséquence première l’augmentation du [Ca2+]i qui va favoriser plusieurs 

processus comme la contraction des cellules, leur prolifération, leur migration. Le K+ a aussi 

été décrit pour être impliqué dans les étapes d’apoptose des CML-APs. Tout d’abord la 

première étape de diminution du volume cellulaire (apoptotic volume decrease) est favorisée 

par l’ouverture des canaux K+ qui vont favoriser la sortie d’H20 de la cellule. De plus il a été 

démontré qu’en conditions physiologiques la [K+]i ne permet pas l’activation des caspases et 

donc la formation de l’apoptosome. Cela implique qu’une diminution de [K+]i par un efflux de 

K+ favorise l’apoptose par l’activation des caspases. Ce processus est alors inhibé lorsqu’il y a 

perte de fonction des canaux K+ comme dans l’HTAP (Burg, Remillard, et Yuan 2008; Cain et 

al. 2001). 

 

 



 
 

 

5.2.3. Dysfonction des fibroblastes 

Les fibroblastes sont présents au niveau de l’adventice des APs. L’adventice est formée de 

tissus conjonctifs contenant des vaisseaux sanguins et lymphatiques, des cellules 

immunitaires et des prolongements nerveux. Le rôle des fibroblastes au sein de l’adventice 

est multiple. Le premier et principal est la régulation de la matrice extracellulaire et 

notamment la production de collagène. Les fibroblastes sont aussi en interaction avec 

plusieurs acteurs comme les autres cellules vasculaires (CML et CE), mais aussi avec les cellules 

neurales et les cellules immunitaires qui composent l’adventice. C’est pour cela que l’on 

appelle parfois les fibroblastes les cellules sentinelles (Stenmark et al. 2013). Les fibroblastes 

adventitiels sont sensibles à des changements environnementaux comme l’hypoxie, 

l’inflammation ou des forces mécaniques. Ces stimuli activent les fibroblastes qui peuvent se 

dédifférencier en myofibroblastes. Cette dédifférenciation est notamment observée dans le 

modèle d’HTP induit par l’hypoxie chronique et est régulée par plusieurs facteurs tels que des 

facteurs de croissance, des cytokines et des molécules de la matrice extracellulaire (TGF-β, 

endotheline-1, IL-6, Fizz1...) qui sont connus pour être dérégulés dans l’HTAP (Malmström et 

al. 2004; Shi-Wen et al. 2004). D’autres études ont montré que les fibroblastes en condition 

d’hypoxie acquièrent un phénotype prolifératif, migratoire et de différenciation notamment 

Figure 29 Mécanismes impliqués dans la régulation des cellules musculaires lisses d’artères pulmonaires au cours de 
l’HTAP  (D'après Tajsic et al 2011) 



 
 

par l’activation de la voie PI3K/Akt (Chai et al. 2018). Plus récemment une étude a démontré 

l’implication du canal TRPV4, un canal perméable au calcium dans l’activation des fibroblastes 

et le remodelage adventitiel dans l’HTP (Cussac et al. 2020). 

 

5.2.4. Dysfonction d’autres types cellulaires 

5.2.4.1. Les péricytes 

Les péricytes sont des cellules connues pour avoir un rôle majeur dans la régulation du 

développement vasculaire et sont situées à une position stratégique dans le vaisseau, à 

l’interface entre la lumière des vaisseaux et les espaces interstitiels, ils sont en contact proche 

avec les CEs et CMLs. Ces cellules possèdent également une capacité de différenciation en 

plusieurs lignées cellulaires. 

Il a été démontré qu’il y a une augmentation de la densité pericytaire au niveau des APs 

distales de patients atteints d’HTAP. De plus, il a été observé in vitro que les pericytes en 

présence de surnageant de culture de CE-APs de patients atteints d’HTAP ont une prolifération 

et migration plus importante que les péricytes cultivés avec du surnageant de culture de CE-

APs contrôles. Cette augmentation de péricytes dans le tissu pulmonaire HTAP joue un rôle 

dans le remodelage pulmonaire notamment par leur capacité de différenciation en CML 

(Ricard et al. 2014). 

De plus, l’augmentation du nombre de péricytes dans les modèles animaux tels que le modèle 

MCT ou d’hypoxie chronique a été mise en évidence ainsi que leur implication dans le 

remodelage vasculaire pulmonaire (Bordenave et al. 2020).  

5.2.4.2. Cellules endothéliales progénitrices (EPC) 

Ces cellules progénitrices proviennent de la moelle osseuse et migrent jusqu’aux vaisseaux 

sanguins pour se différencier en CE-APs, ces cellules portent des marqueurs endothéliaux tels 

que CD34 et VEGFR-2. Il a été  trouvé que le nombre de ces cellules est augmenté chez les 

patients atteints d’HTAP est que cette augmentation est proportionnelle à la sévérité de la 

maladie (Dierick et al. 2021; Toshner et al. 2009). De même que les taux de EPC sont 

augmentés, le taux de microparticules (<1µm) de différents types cellulaires, tels que les 

cellules endothéliales, les plaquettes et les leucocytes ont été retrouvés augmentés dans le 

plasma de patients HTAP (Nadaud et al. 2013). 

 



 
 

5.2.4.3. Cellules progénitrices des cellules musculaires lisses (SPF) 

Plusieurs populations de cellules progénitrices ont été reconnues pour pouvoir se différencier 

ou dédifférencier en cellules musculaires lisses, α-SMA positives (Dierick et al. 2021). Certaines 

de ces cellules sont situées à la transition entre des zones muscularisées et non muscularisées 

des artères et peuvent se dédifférencier notamment en condition d’hypoxie ou avec une 

augmentation de PDGF et prolifèrent le long des zones non muscularisées et participent au 

remodelage des APs (Sheikh et al. 2015).  

 

5.3. Altération des mécanismes cellulaires 

5.3.1. Altération de la balance prolifération/apoptose 

Une des premières caractéristiques des cellules vasculaires pulmonaires de patients atteints 

d’HTAP est cette évolution d’un phénotype quiescent (peu prolifératif) à un phénotype 

hyperproliferatif associé à une inhibition de l’apoptose ce qui déséquilibre d’autant plus la 

balance vers la voie de la prolifération. La dérégulation de facteurs de croissance et certains 

facteurs de transcription ont été mis en évidence pour être impliqués dans ce processus pro-

prolifératif dans l’HTAP.  

 

5.3.1.1. Facteurs de croissance 

PDGF 

La famille des platelet derived growth factor (PDGF), comprend 4 membres (PDGFA-D) et deux 

récepteurs PDGFRα et PDGFRβ. Ce sont des peptides qui se dimérisent et peuvent se fixer sur 

leur récepteur à activité tyrosine kinase. Il a été décrit que le PDGF-A et PDGF-B sont présents 

à des niveaux très faibles dans les vaisseaux pulmonaires sains et que le PDGF-C est le plus 

présent au niveau des CML-APs tandis que le PDGF-D est sécrété au niveau des fibroblastes. 

Les deux récepteurs sont présents à la membrane des CMLs. En 1998, Humbert et al ont mis 

en évidence une expression augmentée du PDGF dans les poumons de patients atteints 

d’HTAP et d’HTAP associées au VIH (M. Humbert et al. 1998). De plus, il a été montré que le 

PDGF entraine l’augmentation de la prolifération des CML-APs (Yu et al. 2003). L’ARNm des 

deux récepteurs au PDGF ainsi que le PDGF-A et PDGF-B a été retrouvé augmenté dans les APs 

de patients atteints d’HTAP. De plus, l’inhibition des PDGFR par un inhibiteur de tyrosine 

kinase, tel que l’imatinib, in vivo réduit le remodelage vasculaire pulmonaire dans deux 



 
 

modèles expérimentaux d’HTAP (Schermuly et al. 2005; Perros et al. 2008). Néanmoins, 

d’autres molécules inhibitrices des récepteurs aux tyrosines kinases ont été démontrées 

comme pouvant provoquer le développement d’HTAP comme le dasatinib (on recense une 

cinquantaine de cas (Weatherald et al. 2017)). Le dasatinib est un médicament donné dans le 

traitement des leucémies myeloïdes chroniques. Il a été démontré que le dasatinib peut 

entrainer une dysfonction des CE-APs par l’augmentation de la production de ROS et un 

remodelage vasculaire pulmonaire alors que l’imatinib n’a pas ces effets (Guignabert et al. 

2016). Néanmoins, il a été mis en évidence la nécessité d’un « second hit », car l’injection 

seule de dasatinib chez le rat ne permet pas le développement d’une HTP. De plus, le dasatinib 

peut inhiber la src tyrosine kinase (SrcTK) qui est connue notamment pour réguler le tonus 

vasculaire par l’activation de KCNK3/TASK-1. En effet, il a été montré que l’inhibition de la 

SrcTK dans les CML-APs humaines entrainait une diminution du courant KCNK3/TASK1 et donc 

une dépolarisation des CML-APs (Nagaraj et al. 2013). 

Le « second hit » requis chez l’homme pour entrainer le développement de l’HTAP reste non 

élucidé, mais pourrait s’expliquer par des prédispositions génétiques (mutations BMPR2, 

KCNK3...) ou des facteurs environnementaux (Weatherald, Chaumais, et Montani 2017). 

 

VEGF 

Le vascular endothelial growth factor (VEGF) est un facteur de croissance présentant plusieurs 

variants d’épissage et jouant un rôle dans le maintien de la structure du poumon. Il  a 

également été décrit pour son implication dans l’angiogenèse tumorale (Claesson-Welsh et 

Welsh 2013). Le VEGF reconnait son récepteur VEGFR1 ou 2. Le VEGFR2 est le récepteur le 

plus abondant dans le système vasculaire pulmonaire, c’est un récepteur de type tyrosine 

kinase. Chez les patients atteints d’HTAP plusieurs études ont confirmé une augmentation du 

VEGF au niveau des APs et notamment dans les lésions plexiformes de patients HTAP (Tuder 

et al. 1994) ainsi que dans les modèles animaux avec une augmentation du VEGF et des 

récepteurs VEGFR1 et 2 dans les poumons de rats en hypoxie chronique (Christou et al. 1998; 

Tuder, Flook, et Voelkel 1995). Néanmoins, certaines études ont montré un effet inverse avec 

une diminution de l’expression du VEGF notamment dans les poumons de rats en hypoxie 

chronique (Yamamoto et al. 2008). Paradoxalement, le sugen (SU5416), un inhibiteur du 

VEGFR2 couplé avec une hypoxie chronique entraine une forme sévère d’HTP aux rats 



 
 

(Taraseviciene-Stewart et al. 2001). L’hypothèse de cette action serait que le sugen induit une 

forte apoptose des CE-APs, les cellules résistantes développeraient un phénotype pro-

prolifératif et anti-apoptotique qui pourraient initier une forte dysfonction endothéliale et 

donc un remodelage vasculaire pulmonaire (Sakao et al. 2005).  Récemment, une étude a 

démontré que l’utilisation d’un inhibiteur plus spécifique du VEGFR2, le cabozantinib dans un 

modèle de rats en hypoxie chronique n’entraine pas d’augmentation des PAPm (Sitapara, 

Sugarragchaa, et Zisman 2021). Elle conclut que l’action du SU5416 passe également par 

l’inhibition de BMPRII. 

TGF-β 

La superfamille du TGF-β (transforming growth factor-β) compte 37 protéines. Cette famille 

est divisée en deux voies distinctes, celle passant par l’activation du récepteur TGF-βR et celle 

passant par l’activation de BMPRII. Ce sont des récepteurs transmembranaires à activité 

sérine/thréonine kinase et sont activés par des ligands spécifiques. Les ligands BMP/GDF pour 

la voie du BMPRII et des ligands tels que les TGF-β1-3 et l’activine pour la voie du TGF-βR. 

BMPRII et le TGF-βR sont des récepteurs de types 2 qui nécessitent d’être couplés avec un 

récepteur de type 1 (ALK1-7) pour être fonctionnel. 

L’activation de ses voies va entrainer des réponses différentes, dans la voie canonique 

dépendante des SMAD, l’activation de BMPRII va permettre la phosphorylation des 

SMAD1/5/8 tandis que pour le TGF-βR ce seront les SMAD2/3. Les SMAD1/5/8 vont s’associer 

avec un co-activateur, SMAD4. La translocation de ce complexe au noyau lui permet d’assurer 

son rôle de facteur de transcription. La voie du TGF-β va permettre l’activation de la voie des 

MAPkinases, du facteur NF-κB (nuclear factor-kappa B) ce qui régule positivement les 

processus de prolifération, migration et angiogenèse (Tielemans et al. 2019). 

En condition normale, c’est la balance d’activation de ces deux voies qui permet le maintien 

d’un équilibre dans la croissance et le développement cellulaire(Figure 30). 



 
 

 

Dans l’HTAP, il a été bien décrit que ces deux voies sont dérégulées et contribuent à la 

pathogenèse de l’HTAP, par la découverte de mutations dans le gène BMPR2 ainsi que 

plusieurs membres de cette voie (SMAD8, ALK1, BMP9/10). Il a été montré que des CML-APs 

de patients atteints d’HTAP montraient une réponse altérée de la voie du BMPRII et une 

réponse anormalement grande au TGF-β (Morrell et al. 2001). Une autre étude a montré une 

forte expression du TGF-β1 dans les CE-APs de patients atteints d’HTAP et notamment au 

niveau des lésions plexiformes (Jonigk et al. 2011). Dans les modèles animaux par exposition 

à la MCT et l’hypoxie chronique, il a également été démontré dans plusieurs études une 

augmentation du TGF-β et de l’activine ainsi que leur implication dans le remodelage 

vasculaire pulmonaire et l’inflammation (Ahmed et al. 2014; Yun Liu et al. 2016). La 

dysfonction de cette voie à une implication importante dans la pathologie de l’HTAP, c’est 

pourquoi de nouvelles thérapies ciblant certains de ces acteurs sont en cours d’essais cliniques 

(voir partie 6.5) 

 

5.3.1.2. La sérotonine  

La sérotonine ou 5-hydroxytryptamine (5-HT) est synthétisée via l’acide aminé L-tryptophane. 

C’est un neurotransmetteur qui agit de manière paracrine dans tout le corps humain. Il va 

principalement être métabolisé dans le foie et les poumons. 

Il existe 7 récepteurs au 5-HT, de 5-HT1 à 5-HT7. Certains de ces récepteurs sont présents au 

niveau des CE-APs et il a été montré que la production de sérotonine dans les CE-APs se fait 

par l’action de l’enzyme tryptophane hydroxylase-1 (Tph-1) qui est augmentée dans les CE-

APs de patients atteints d’HTAP de même que la production de 5-HT (Eddahibi et al. 2006). La 

Figure 30 Schéma représentant le déséquilibre de la voie du TGF-β dans l'HTAP (de Tielemans 2019) 



 
 

production de 5-HT par les CE-APs peut jouer un rôle paracrine sur les CML-APs qui entraine 

leur contraction et prolifération (M. R. MacLean et al. 1996).  

Les récepteurs à la sérotonine présents au niveau des CML-APs sont le 5-HT1B et le 5-HT2A. Il a 

d’ailleurs été mis en évidence une augmentation du 5-HT1B dans les CML-APs de patientes 

atteintes d’HTAP. Cette augmentation serait une conséquence de la diminution d’expression 

du miRNA-96 médiés par l’action des œstrogènes (Wallace et al. 2015).Il existe également un 

transporteur à la sérotonine SERT ou 5-HTT, et sa surexpression chez la souris a entrainé le 

développement d’une HTP (Margaret R. MacLean et al. 2004). Ce transporteur permet l’entrée 

de 5-HT dans les CML-APs qui peut aller activer des tyrosines kinases activatrices du cycle 

cellulaire et la translocation au noyau de MAPkinases (S. L. Lee et al. 1999; Yinglin Liu et al. 

2004). 

 

5.4. Altération du tonus vasculaire pulmonaire 

5.4.1. Facteurs vasoconstricteurs 

5.4.1.1. Endotheline-1 (ET-1) 

La famille des endothélines est composée de 3 isopeptides ET-1, ET-2 et ET-3. ET-1 est 

l’isoforme le plus exprimé dans le système cardiovasculaire. Le gène de l’ET-1 code pour une 

préproendotheline de 203 acides aminés qui sera clivée en une pro-ET-1 de 38 acides aminés 

par une furine convertase. Enfin l’ET-1 mature est produite par l’enzyme de conversion de 

l’endothéline (ECE) en un peptide actif de 21 acides aminés (Chester et Yacoub 2014). Elle est 

ensuite sécrétée par les CEs. Il existe deux types de récepteurs a l’ET-1, ET-A et ET-B. Ce sont 

des récepteurs couplés à des protéines G-αq. Le récepteur ET-A est localisé au niveau des CML-

APs alors que le récepteur ET-B est présent au niveau des CML-APs et des CE-APs (Galié, 

Manes, et Branzi 2004). Les récepteurs au niveau des CML-APs vont, en présence d’ET-1 

activer la PLC via la protéine Gqα. La PLC va ensuite transformer le phosphatidyl-inositol 

biphosphate (PIP2) en inositol triphosphate (IP3) et diacylglycérol (DAG). L’IP3 peut alors se 

fixer sur son récepteur au niveau du RE et entrainer une libération de calcium intracellulaire, 

ce qui augmente la [Ca2+]i et donc entraine une contraction des CML-APs. Le DAG peut quant 

à lui aller activer la protéine kinase C (PKC) qui peut ensuite aller activer des voies de 

prolifération cellulaire telle que la voie des MAPkinases. Chez les patients atteints d’HTAP, 

l’ET-1 est augmentée au niveau des APs muscularisées, des lésions plexiformes et des CE-APs 



 
 

comparées à des patients contrôles (Giaid et al. 1993). Ces taux ont été corrélés avec 

l’augmentation des résistances vasculaires pulmonaires. C’est pourquoi des antagonistes aux 

récepteurs à l’endothéline-1 sont développés depuis les années 2000 et ont montré leur 

efficacité chez les patients atteints d’HTAP ainsi que dans les modèles animaux (Jasmin et al. 

2001; Lewis J. Rubin et al. 2009) (voir partie 6.2). 

 

5.4.1.2. Thromboxane A2  

Le thromboxane A2 (TXA2) fait 

partie de la famille des 

prostanoides. Il provient de 

l’acide arachidonique (AA) qui 

est transformé en 

prostaglandine H2 (PGH2). La 

PGH2 va ensuite donner le 

thromboxane A2 au niveau des 

thrombocytes (plaquettes) alors 

qu’elle produit la prostacycline 

dans les CEs(Figure 31). Le TXA2 

joue un rôle dans l’agrégation plaquettaire et la régulation de la coagulation sanguine. Sa 

demi-vie étant de 30 secondes, le TXA2 a une action autocrine ou paracrine pour réguler 

positivement la production de plaquettes et la production de TXA2. Le TXA2 a son récepteur 

couplé à une protéine Gq ce qui entraine une vasoconstriction des CML-APs. Au niveau des 

CE-APs il a été montré que le TXA2 peut promouvoir la migration et l’angiogenèse (Daniel et 

al. 1999). Un déséquilibre dans la production du TXA2 et dans la prostacycline a été observé 

dans les urines de patients atteints d’HTAP avec une augmentation du 11-dehydro-

thromboxane B2, un métabolite stable du TXA2 et une diminution du 2,3-dinor-6-keto PGF1α, 

un métabolite de la prostacycline (Christman et al. 1992). Cette découverte a mis en évidence 

une dérégulation des CE-APs d’une part et la perte d’équilibre dans la sécrétion des facteurs 

vasoconstricteurs et vasodilatateurs dans l’HTAP. D’autre part, dès 1997, une étude sur des 

rats MCT a mis en évidence que l’inhibition du TXA2 (ONO-8809) entrainait une amélioration 

de l’HTP (Nagata et al. 1997). 

Figure 31 Schéma représentant la synthèse du thromboxane A2 et de la 
prostacycline 



 
 

C’est pour cela qu’un inhibiteur de la thromboxane synthase et antagoniste du récepteur au 

TXA2, le terbogrel a été testé chez des patients atteints d’HTAP. Ce traitement a permis une 

forte diminution du métabolite thromboxane B2, mais a échoué à améliorer les paramètres 

hémodynamiques ainsi que le test de marche des patients traités. De plus, les patients traités 

présentaient de fortes douleurs aux jambes ce qui a complètement exclu ce traitement 

(Langleben et al. 2002). Néanmoins, l’inhibition de la voie du TXA2 reste une cible intéressante 

dans l’HTAP. Récemment, une nouvelle étude a montré que le NTP42, un nouvel antagoniste 

du récepteur au TXA2, permet d’améliorer les paramètres hémodynamiques de rats traités à 

la MCT et que cette amélioration est similaire au traitement avec du sildenafil (inhibiteur des 

PDE5) et selexipag (analogue de la prostacycline) deux traitements utilisés pour traités les 

patients atteints d’HTAP. Ils ont obervé une diminution plus importante de l’inflammation 

dans le tissu pulmonaire des rats MCT-NTP42 que les rats MCT traités avec les autres 

molécules (Mulvaney, Reid, Bialesova, Bouchard, et al. 2020). De plus, une étude réalisée sur 

des rats Sugen-hypoxie a révélé que l’administration de NTP42 + Sildenafil améliorait 

davantage encore les paramètres hémodynamiques que l’administration de ces molécules 

données séparément (Mulvaney, Reid, Bialesova, Mendes-Ferreira, et al. 2020). Un essai 

clinique de phase I, pour tester la sécurité, la tolérance et la pharmacocinétique du NTP42 sur 

des sujets sains est en cours (ATXA Therapeutics Limited 2021). 

 

5.4.2. Facteurs vasodilatateurs 

5.4.2.1. La voie du monoxyde d’azote (NO) 

Le NO est un radical libre produit par les CE et est formé par l’oxydation de la L-arginine qui 

va former la citrulline et le NO par l’action de la NO synthase (NOS). Dans les CEs, l’enzyme a 

l’origine de la synthèse du NO est la e-NOS (endothelial NOS) (Moncada et Higgs 1993). Le NO 

peut ensuite diffuser à travers la membrane plasmique des CML-APs et venir stimuler la 

guanylate cyclase soluble (sGC) pour produire du GMP cyclique (GMPc) qui va pouvoir activer 

PKG et entrainer la relaxation des CML-APs et de l’artère (Sausbier et al. 2000). Il a également 

était montré que le GMPc peut inhiber la prolifération des CE-APs et CML-APs (Tanner et al. 

2000). Le GMPc est métabolisé par la phosphodiesterase 5 (PDE-5). Il existe 11 types de 

phosphodiesterases (PDE). Les PDE les plus abondantes dans les CML-APs sont les PDE-1, PDE-

3, PDE-4 et PDE-5. Les PDE-3 et PDE-4 ont une meilleure affinité pour métaboliser l’AMP 

cyclique (AMPc). Ce sont majoritairement les PDE-5 qui métabolisent le GMPc dans les CML-



 
 

APs. L’expression de PDE-5 a été retrouvée augmentée dans plusieurs modèles animaux d’HTP 

ainsi que dans les poumons de patients atteints d’HTAP (Murray, MacLean, et Pyne 2002; 

Wharton et al. 2005). 

Une réduction d’expression de la eNOS dans les poumons de patients atteints d’HTAP a 

également été observée et cette diminution est inversement proportionnelle à 

l’augmentation des résistances vasculaires pulmonaires (Giaid et Saleh 1995). De plus, le NO 

exhalé est également diminué chez les patients atteints d’HTAP (Kaneko et al. 1998). D’autres 

études plus récentes semblent cependant ne pas montrer de différence voir montrer une 

augmentation de l’expression de la eNOS chez les patients atteints d’HTAP (Berger et al. 2001; 

Zhao et al. 2009). Dans les modèles animaux d’HTAP, il a été retrouvé que la eNOS est 

augmentée dans les poumons de rats en hypoxie chronique (Le Cras et al. 1996). 

L’explication de ces différences d’expression est que l’expression de la eNOS n’est pas liée à 

la production de NO. L’idée serait plutôt qu’il y aurait une modulation de son activité qui 

entrainerait une diminution de la production de NO. En effet la eNOS peut également produire 

des superoxydes (H2O2, OONO-) au lieu du NO qui peuvent avoir pour action de piéger le NO 

et donc diminuer sa disponibilité dans les cellules (Klinger, Abman, et Gladwin 2013).  

L’importance de cette voie pour la relaxation des artères et la découverte de dérégulations de 

la voie du NO dans l’HTAP a entrainé la recherche de cibles pour essayer de restaurer son 

activité. L’inhalation de NO par les patients a été la première thérapie ciblant cette voie. Cette 

thérapie a montré une amélioration des paramètres hémodynamiques, mais cela implique 

une inhalation continue de NO du fait de sa très courte demi-vie ce qui a rendu sa mise en 

œuvre compliquée. Les traitements actuels de l’HTAP ciblant cette voie sont un activateur de 

la sGC et un inhibiteur des PDE-5 (voir partie 6.3). 

 

5.4.2.2. La voie de la prostacycline 

La prostacycline a la même origine que le thromboxane A2, elle est un dérivé de l’acide 

arachidonique et est produite par les CE-APs (voir figure 31). Contrairement au TXA2, la 

prostacycline est un puissant vasodilatateur qui a également pour rôle l’inhibition de 

l’adhésion plaquettaire et la croissance cellulaire. Comme expliqué plus haut, il a été retrouvé 

un déséquilibre dans la production de TXA2 et de prostacycline. Il a notamment été mis en 

évidence une diminution du 2,3-dinor-6-keto PGF1α, un métabolite de la prostacycline dans 

les urines de patients atteints d’HTAP (Christman et al. 1992). Une autre étude a montré une 



 
 

diminution de la prostacycline synthase dans les poumons de patients atteints d’HTAP (Tuder 

et al. 1999). Plusieurs analogues de la prostacycline sont actuellement donnés comme 

traitements aux patients atteints d’HTAP (voir partie 6.1) 

 

5.5. Inflammation et HTAP 

Plusieurs pathologies inflammatoires ont été reliées au développement de l’HTAP comme le 

VIH, des connectivites ou même des infections parasitaires. Au-delà de ces pathologies, la 

présence d’inflammation est observée dans les poumons de la plupart des patients atteints 

d’HTAP. Certains types cellulaires comme des lymphocytes, des cellules dendritiques ou des 

neutrophiles sont retrouvés en grand nombre au niveau des vaisseaux pulmonaires de 

patients atteints d’HTAP, de même que des hauts niveaux de cytokines et chemokines sont 

retrouvés dans le sérum de patients atteints d’HTAP. Parmi ces cytokines, l’IL-1β est un 

important messager de la réponse inflammatoire. Des taux élevés d’IL-1β ont été détectés 

chez des patients atteints d’HTAP et ces taux sont proportionnels à la sévérité de la maladie 

(Soon et al. 2010). De plus, il a été démontré que l’IL-1β stimule la prolifération et la 

contraction des CML-APs en inhibant la voie de la prostacyline et en diminuant la production 

d’AMPc (A. Itoh et al. 2003). 

L’IL6 est également une cytokine qui est un marqueur de progression de l’HTAP (M. Humbert 

et al. 1995). Une étude réalisée sur des souris transgéniques surexprimant l’IL6 a mis en 

évidence que la seule surexpression de l’IL6 peut entrainer le développement d’une légère 

HTP (Steiner et al. 2009, 6). Les CML-APs de patients atteints d’HTAP présentent également 

une augmentation de l’expression de l’IL6-R, le récepteur de cette cytokine. La surexpression 

de l’IL6R entraine un phénotype anti-apoptotique des CML-APs de patients atteints d’HTAP 

(Tamura et al. 2018).De plus, les souris transgéniques Sm22a-Cre IL6R, qui ont perdu 

l’expression de l’IL6R dans les cellules exprimant SM22A (majoritairement les CMLs) sont 

protégées contre l’HTP induite par exposition à l’hypoxie chronique. Enfin, l’inhibition de l’IL6R 

avec un antagoniste de l’IL6R réduit le phénotype d’HTP de deux modèles expérimentaux 

d’HTP (Rats MCT et Su-Hx)  

Certains marqueurs inflammatoires sont également anormalement augmentés dans l’HTAP 

comme le facteur MIF (macrophage migration inhibitory factor) (Marshall et al. 2017; Le Hiress 

et al. 2015) et HIMF (hypoxia-induced mitogenic factor) (Angelini et al. 2009). Ces molécules 

peuvent notamment promouvoir la production de cytokines (Johns et al. 2016). 



 
 

L’inflammation dans l’HTAP vient également de la présence de plusieurs types cellulaires tels 

que des lymphocytes T, des macrophages ainsi que des cellules dendritiques. On les retrouve 

notamment près des vaisseaux pulmonaires remodelés, infiltrés dans les différentes couches 

des vaisseaux, par exemple les cellules dendritiques ont été retrouvées dans l’adventice et la 

média des APs de patients atteints d’HTAP (F. Perros et al. 2007). De plus, les cellules 

dendritiques de patients atteints d’HTAP peuvent induire une plus forte activation et 

prolifération des lymphocytes T CD4+, associée à une augmentation de l’expression de l’IL17 

(T helper 17 response) (Hautefort et al. 2015). 

 

 

5.6. Micro ARN et HTAP 

Les micro ARNs (miR) sont des petits ARNs non codants d’environ 22 nucléotides, qui sont à 

l’origine de la régulation de la moitié de nos ARNm. Ainsi, les miRs peuvent modifier 

l’expression de multiples protéines en se fixant de manière complémentaire sur leur ARNm 

cible en s’hybridant sur le MRE (miRNA Response Element) qui se trouve généralement dans 

la région 3’-UTR des ARNs. Cette inhibition permet la dégradation de l’ARNm soit par clivage 

endonucléotidique si le degré d’homologie entre le miR et l’ARN est important ou en inhibant 

la traduction par un clivage exonucléotidique (Condorelli, Latronico, et Cavarretta 2014). Ils 

peuvent ainsi réguler de multiples processus tels que la prolifération, l’apoptose, la 

migration... 

Figure 32 Schéma représentant les différents acteurs impliqués dans la réponse inflammatoire dans l’HTAP (Hu et al. 2020) 



 
 

Plusieurs miRs ont été retrouvés altérés chez les patients atteints d’HTAP ou dans des modèles 

animaux de la maladie (Tableau 5). Certaines de leurs cibles ont alors été étudiées afin de 

mieux comprendre leur impact sur la physiopathologie de l’HTAP. 

micro 
ARN 

Change
ment 
dans 

l'HTAP 

Types de tissus Cibles Fonction Références 

miR-
29 

↓ 

FA-APs de rats 
hypoxiques 

α-SMA, 
collagène de 

la MEC 

Fibrose (Luo et al. 2015, 29) 

CML-APs Rats MCT Collagen I (T. Wang et al. 2018) 

miR-
124 

↓ 

CML-APs HTAP 
humaine 

NFAT Proliferation 
CML-APs 

(Kang et al. 2013) 

CE-APs et FA-APs HTAP 
humaines 

PTPB1, MCP-
1 

Proliferation (Caruso et al. 2017) 

miR-
140 

↓ 

CML-APs Rats MCT TNF-α 

Proliferation 
CML-APs 

(T.-T. Zhu et al. 2019) 

SU/Hx/Nx et CML-APs 
rat MCT  

SMURF1 (Rothman et al. 2016) 

CML-APs humaine 
hypoxique 

SOD2 (Y. Zhang et Xu 2016) 

miR-
204 

↓ 

CML-APs HTAP 
humaine 

HIF-1α 

Proliferation 
CML-APs 

(J. Meloche et al. 2014) 

CML-APs HTAP 
humaine 

RUNX2 (Ruffenach et al. 2016) 

CML-APs HTAP 
humaine et Rat MCT 

SHP2, Src 
kinase, NFAT 

(Courboulin et al. 2011) 

CE-APs HTAP humaine 
et Rat hypoxie 

ATG7 Autophagie (T. Liu et al. 2019) 

miR-
210 

↑ CML-APs Rat Hypoxie 

ISCU 
Proliferation 

CML-APs 

(Lu et al. 2017) 

E2F3 (Gou et al. 2012) 

MKP-1 (Jin et al. 2015) 

miR-1 

↑ 

Plasma humain HTAP et 
poumons de rats 

Su/Hx/Nx  

SOD1, Cx43, 
CAV2, KLF4 

Dysfonction 
endothéliale 

(Mondejar-Parreño, Callejo, 
Barreira, Morales-Cano, 

Esquivel-Ruiz, Filice, et al. 
2019) 

Poumons de rats 
Su/Hx/Nx 

KCNA5 Hypertrophie 
CML-APs 

↓ 

CML-APs HTAP 
humaine et Rat hypoxie 

SphK1 Proliferation 
CML-APs 

(Sysol et al. 2018) 

VD Rat MCT TGFβ Hypertrophie du 
VD 

(Connolly et al. 2020) 

miR-
130/3

01 
↑ 

Poumon de Souris 
SU/Hx/Nx et CE-

APs/CML-APs humaine  

EDN1 Vasoconstrictio
n 

(Thomas Bertero et al. 
2015) 



 
 

CE-APs souris  MCT BMPR2 Remodelage 
vasculaire 

pulmonaire 

(Li Li et al. 2017) 

Fibrose pulmonaire, 
poumons de souris 

PPARγ-APOE-
LRP8 

Fibrose (T. Bertero et al. 2015) 

miR-
138 

↑ 

CML-APs Rat Hypoxie Mst1 

Proliferation 
CML-APs 

(S. Li et al. 2013, 1) 

CML-APs HTAP 
humaine 

MCUC (Hong et al. 2017) 

CML-APs HTAP 
humaine 

KCNK3 (J.-J. Liu et al. 2018) 

 Poumons de Rats MCT KCNK3 / 
SLC45A3 

Remodelage 
vasculaire 

pulmonaire  

(Le Ribeuz, Courboulin, et 
al. 2020) 

miR-
17∼9

2 
↑ 

CE-APs HTAP humaine BMPR2 Survie CE-APs (Brock et al. 2009) 

Poumons de souris 
hypoxie et rat MCT  

p21 Proliferation 
CML-APs 

(Pullamsetti et al. 2012) 

CML-APs HTAP 
humaine 

PDLIM5 Dédifferentiatio
n CML-APs 

(T. Chen et al. 2015, 17) 

CML-APs souris hypoxie PHD2 Proliferation 
CML-APs 

(Tianji Chen et al., s. d., 20) 

miR-
21 

↑ 

CE-APs HTAP humaine BMPR2, RhoB Diminution de 
l’angiogenèse et 

vasodilatation 

(Parikh et al. 2012) 

CML-APs HTAP 
humaine 

PTEN 

Proliferation 
CML-APs 

(B. Zhu, Gong, et al. 2018, 
21) 

Tissu pulmonaire 
humain HTAP 

DDAH1 (Iannone et al. 2014) 

Poumon souris hypoxie BMPR2 (S. Yang et al. 2012) 

miR-
214 

↑ 

CML-APs HTAP 
humaine 

PTEN, CCNL2 

Proliferation 
CML-APs 

(H. Liu et al. 2016) 

CML-APs hypoxie ARHGEF12 (Xing et al. 2019) 

CML-APs HTAP 
humaine 

MEF2C, 
MYOCD, SMC 

(Sahoo et al. 2016) 

miR-
223 

↓ 

CML-APs HTAP 
humaine 

PARP-1 

Prolifération des 
CML-APs 

(Jolyane Meloche et al. 
2015) 

Poumons de souris 
hypoxie et rats MCT/ 
CML-APs humaines et 

rat 

RhoB, 
MYPT1, 
MLC2 

(Zeng et al. 2016) 

CML-APs de rat MCT ITGB3 (A. Liu et al. 2019) 

miR-
424 

↑ Plasma humain HTAP et 
CE-APs de rat MCT 

SMURF1, 
BMPR2 

Hypertrophie du 
VD 

(Baptista et al. 2018) 

↓ Rat SU/Hx/Nx, MCT et 
CE-APs humain 

FGF2, FGFR1 Prolifération des 
CML-APs 

(Kim et al. 2013) 

Tableau 5 Tableau récapitulatif de tous les miR étant impliqués dans l'HTAP 



 
 

Suite à ce tableau récapitulatif des différents mirs impliqués dans l’HTAP, je vais détailler plus 

particulièrement les miR qui peuvent jouer un rôle dans l’expression/fonction des canaux K+ 

5.6.1. miR 204 

En 2011, Courboulin et al ont démontré que l’expression du miR-204 était diminuée dans les 

poumons et les CML-APs de patients atteints d’HTAP ainsi que dans deux modèles 

expérimentaux d’HTAP. Ils ont également montré que cette diminution était proportionnelle 

à la sévérité de la pathologie. In vitro, ils ont pu mettre en évidence que cette diminution 

d’expression de miR-204 était reliée à l’activation de la voie pro-proliférative Src-STAT3-NFAT 

dans les CML-APs HTAP (Courboulin et al. 2011). Pour finir, ils ont également administré par 

nébulisation le miR-204 à des rats MCT et ont montré une amélioration du phénotype d’HTP 

de ces rats. Ce même groupe, a également montré dans une autre étude que la réexpression 

d’un analogue de miR-204 dans les CML-APs humaines entrainait une diminution de 

l’expression de RUNX2 un facteur de transcription surexprimé dans l’HTAP et impliqué dans la 

calcification des vaisseaux pulmonaires (Ruffenach et al. 2016). 

5.6.2. miR 138 

En 2011, Courboulin et al ont identifié plusieurs miRs dérégulés dans les CML-APs de patients 

atteints d’HTAP, dont miR-138 qui etait augmenté (Courboulin et al. 2011). Plus tard 

l’augmentation de l’expression de miR-138 a également été mise en évidence dans des CML-

APs de rats exposés à l’hypoxie. Cette surexpression a été corrélée avec la suppression de 

l’apoptose dépendante de l’activité caspase (S. Li et al. 2013). De plus, il a été montré que la 

serine/thréonine kinase mst1 pourrait être une cible de mir138. En 2017, Hong et al ont 

montré que la diminution d’expression du MCUC (mitochondrial calcium uniporter complex) 

entrainait dans les CML-APs un phénotype HTAP (diminution de la [Ca2+] mitochondriale, 

prolifération, fission mitochondriale...). Dans cette étude, ils ont démontré que la diminution 

de la MCUC est expliquée par l’augmentation de l’expression de miR138 dans les CML-APs 

HTAP (Hong et al. 2017). Ils ont également montré que la transfection des CML-APs contrôles 

avec un analogue de miR-138 induisait « un phénotype HTAP » des CML-APs contrôles, 

caractérisés par une augmentation de la prolifération et hyperpolarisation des membranes 

mitochondriales. De plus, des analyses bio-informatiques ont montré que l’ARNm de KCNK3 

contient des sites d’homologie avec miR-138, ce qui veut dire que dans l’HTAP KCNK3 pourrait 

être une cible directe de miR-138, et donc une augmentation de l’expression de miR-138 dans 



 
 

les CML-APs HTAP pourrait induire une diminution de l’expression de KCNK3 (J.-J. Liu et al. 

2018). 

 

Suite à ces études, nous nous sommes intéressés au rôle de miR-138 dans la régulation de 

KCNK3 in vivo chez le rat. En effet, en 2020 nous avons montré que l’administration par 

nébulisation d’un inhibiteur de miR-138 dans le modèle de rat MCT entraine une 

amélioration des paramètres hémodynamiques, du remodelage vasculaire, de 

l’inflammation pulmonaire et de la prolifération cellulaire. Cette inhibition in vivo de miR-

138 a permis de restaurer l’expression de l’ARNm de KCNK3 dans les poumons des rats 

traités, ainsi que de SLC45A3 une autre cible potentielle de miR-138 (Le Ribeuz et al. 2020).  

Cela confirme l’implication de miR-138 dans le développement de l’HTAP, via la 

dérégulation de KCNK3. 

5.6.3. miR-1 

Plus récemment une étude a montré la surexpression de miR-1 dans les poumons du modèle 

de rat Sugen-hypoxie. Ils ont mis en évidence qu’une cible directe de miR-1 était Kv1.5, un 

canal potassique dont l’expression est fortement diminuée dans ce modèle de rat et dans 

l’HTAP (Mondejar-Parreño, Callejo, Barreira, Morales-Cano, Esquivel-Ruiz, Moreno, et al. 

2019, 1). 

 

5.7. Implication des canaux K+ dans la physiopathologie de l’HTAP 

Connaissant le rôle des canaux K+ dans le maintien du potentiel de membrane et donc sur la 

régulation du tonus vasculaire des CML-APs, leur implication dans le remodelage vasculaire 

pulmonaire observé dans l’HTAP a été décrit très tôt (Mandegar, Remillard, et Yuan 2002). La 

perte d’expression ou d’activité des canaux K+ peut également entrainer une inhibition de 

l’apoptose ainsi qu’une augmentation de la [Ca2+]i ce qui va entrainer une vasoconstriction et 

prolifération cellulaire (Mandegar et Yuan 2002).  

 

5.7.1. Canaux Kv 

La dysfonction des canaux Kv dans l’HTAP a été décrite en premier par Yuan et al en 1998 en 

mettant en évidence une augmentation de la [Ca2+]i liée à la diminution de IKV dans les CML-

APs de patients atteints d’HTAP (J. X.-J. Yuan et al. 1998). Cette diminution de IKv était corrélée 



 
 

à une diminution de l’ARNm de Kv1.5 dans les CML-APs HTAP (X.-J. Yuan, Wang, Juhaszova, 

Gaine, et al. 1998). Une diminution de l’ARNm de Kv1.5 a également été retrouvée dans les 

poumons de patients atteints d’HTAP mutés pour le gène BMPR2. L’exposition des CML-APs 

avec du BMP2 induit une augmentation de l’expression protéique de Kv1.5 (Young et al. 2006). 

Plusieurs études ont mis en évidence que la fonction de Kv1.5 peut être régulée négativement 

par les voies de signalisations dépendantes de la PLC via l’activation des récepteurs aux 

protéines Gq tels que les récepteurs à la 5-HT et au TXA2 ou l’ET-1. Cela aboutit au clivage du 

PIP2 en IP3 et DAG, le premier entraine une déplétion des stocks de Ca2+ de RE ce qui entraine 

une augmentation de la [Caet le deuxième peut activer notamment la PKC qui peut venir 

inhiber directement Kv1.5  (Boucherat et al. 2015). Un lien entre l’expression de la sérotonine 

et la diminution du courant Kv1.5 a été mis en évidence dans les CML-APs, ainsi que 

l’internalisation de Kv1.5 dans des cavéoles et donc la diminution de ce canal à la membrane 

plasmique des cellules (Cogolludo et al. 2006). De plus, l’endocytose des canaux Kv2.1 et Kv1.5 

a également été décrite comme un mécanisme régulateur important de ces canaux, ce 

mécanisme peut être régulé via la Src kinase(figure 33) (Nesti, Everill, et Morielli 2004). 

La perte d’expression de Kv1.5 a également été décrite dans plusieurs modèles expérimentaux 

d’HTAP tel que le l’hypoxie chronique chez le rat (Bonnet et al. 2006; Whitman et al. 2008) ou 

la surexpression du facteur HIF1α entraine la diminution d’expression de Kv1.5. De plus, chez 

la souris déficiente pour Kv1.5, il a été mis en évidence une réduction de la sensibilité à 

l’hypoxie ainsi qu’une altération de la vasoconstriction médiée par l’hypoxie (Stephen L. 

Archer et al. 2001). L’hypoxie aiguë sur des CML-APs de rats a suggéré que ces canaux Kv1.5 

étaient sensibles au taux d’oxygène (Firth et al. 2009). En effet, les canaux Kv1.5 sont connus 

pour être des senseurs du niveau d’oxygène.   

En 2003, il a été montré que le transfert du gène de Kv1.5 (KCNA5) in vivo chez des rats exposés 

à l’hypoxie chronique (4 semaines) réduit le développement de l’HTP (Pozeg et al. 2003). De 

plus, le traitement au Dichloroacetate un modulateur métabolique pouvant augmenter les 

courants IK, a permis d’améliorer les paramètres hémodynamiques de rats en hypoxie 

chronique et ceci était corrélé avec l’augmentation de l’expression et de l’activité des canaux 

Kv2.1 (Michelakis et al. 2002). 

Récemment, il a été mis en évidence que l’inhibition pharmacologique de Kv1.5 pouvait 

entrainer le développement d’une HTAP. Le 4-aminopyridine (4-AP) (inhibiteur des canaux Kv) 

est un médicament qui peut être donné pour favoriser la marche chez des patients souffrant 



 
 

de sclérose en plaque. Un cas d’HTAP a été rapporté après la prise de 4-AP, mais réversible 

après l’arrêt du traitement. Ce cas confirme l’implication importante de la dysfonction des 

canaux Kv dans la mise en place de l’HTAP (Ribeiro Baptista et al. 2019). De plus, une lettre 

qui fait suite à ce papier indique que le 4-AP peut également inhiber KCNK3 dont la perte 

d’expression et de fonction est un marqueur du développement de l’HTAP ce qui soutient que 

l’inhibition de ces canaux peut entrainer l’apparition d’une HTAP et qu’il faut donc monitorer 

finement (échographies cardiaques régulières) les patients traités avec le 4-AP (Antigny et al. 

2019). 

De plus, l’implication d’autres canaux Kv a été mis en évidence, notamment une diminution 

du courant Kv1.7 dans le modèle de rat monocrotaline (H. Lee, Kim, et Hong 2018). L’inhibition 

de Kv7 sur des APs de rats hypoxiques induit une vasoconstriction ce qui suggère une 

implication de ce canal dans le tonus vasculaire pulmonaire. De plus L’ARNm de KCNQ4 (Kv7.4) 

a été retrouvé diminué dans les APs de rats exposés à l’hypoxie chronique (Sedivy et al. 2015). 

L’activation ex-vivo de Kv7 sur des APs de souris entraine une forte vasorelaxation (Morecroft 

et al. 2009) et réduit in-vivo dans deux modèles murins d’HTP le remodelage vasculaire 

pulmonaire ainsi que la PAPm. 

 

5.7.2. Canaux KATP 

Peu d’études existent dans la littérature concernant le rôle des KATP dans la physiopathologie 

de l’HTAP. Une étude sur des souris Kir6.1-/-dans les CMLs lymphatiques a montré qu’il n’y 

avait pas de différence dans la réponse contractile dans les vaisseaux lymphatiques de souris 

Kir6.1-/- comparée aux souris WT (Davis et al. 2020). À l’inverse, la souris transgénique avec 

gain de fonction pour Kir6.1 présente une réduction de la contractilité au niveau des CMLs 

mésentériques, ce qui confirme l’implication des canaux KATP dans le tonus vasculaire 

systémique (A. Li et al. 2013). 

L’administration in vivo de nicorandil à des rats MCT, un activateur non sélectif des KATP, a 

montré une atténuation de la dysfonction endothéliale par l’augmentation de l’expression de 

la eNOS et la diminution de l’expression de la caspase-3 clivée. Ainsi qu’une amélioration des 

pressions sanguines de l’AP qui est en partie contrecarrée par un traitement combiné au 

glibenclamide. Le traitement des CML-APs avec un autre activateur des KATP, l’iptakalim a 

permis de mettre en évidence une forte diminution de la prolifération induite par l’ET-1 de 

même que le traitement avec le pinacidil (Y. Zhu et al. 2008). Plus récemment, l’iptakalim a 



 
 

été utilisé en traitement dans le modèle de rat MCT et a entrainé une amélioration de 

plusieurs paramètres hémodynamiques ainsi qu’une diminution de l’expression de l’ET-1, des 

BNPs et du TNF-α (Zuo et al. 2011). Enfin, dans le modèle de rat hypoxie chronique, l’injection 

in vivo d’iptakalim atténue le remodelage vasculaire pulmonaire et l’inflammation pulmonaire 

(R. Zhu et al. 2015). 

Aucune étude n’a étudié l’expression et le rôle de SUR1, SUR2A ou de SUR2B dans la 

physiopathologie de l’HTAP. Durant ma thèse je me suis intéressée à étudier le rôle des 

canaux KATP SUR1/Kir6.2 et SUR2/Kir6.1 au cours du développement de l’HTAP par des 

expériences in vitro sur des CML-APs et CE-APs humaines, ex vivo sur des APs de rats et 

humaines et in vivo dans plusieurs modèles animaux d’HTP. 

 

5.7.3. Canaux K2P 

Comme décrit en partie 4.2.2 des mutations du gène KCNK3 ont été décrites chez des patients 

atteints d’HTAP depuis 2013. Plusieurs de ces mutations (8/16) entrainent une diminution ou 

perte de fonction du canal KCNK3. De plus, l’équipe a démontré une perte d’expression 

associée à une perte de fonction de KCNK3/TASK1 chez les patients atteints d’HTAPi et HTAPh, 

porteurs de la mutation BMPR2. Il a aussi été mis en évidence une perte de KCNK3/TASK1 

dans le modèle de rat MCT. La dysfonction de KCNK3 est un marqueur d’hypertension 

pulmonaire. Il a également été mis en évidence par l’équipe que l’inhibition de KCNK3/TASK1 

par un inhibiteur sélectif (A293) dans les CML-APs contrôle entrainait une dépolarisation du 

potentiel de membrane (-40mV A -30 mV). Cela confirme le rôle de KCNK3/TASK1 dans le 

maintien du potentiel de repos des CML-APs, précédemment mis en évidence par des 

expériences de siRNA (A. Olschewski et al. 2006). La contraction d’APs de rats à l’U46619 

(analogue du TXA2) en présence d’A293 entraine une contraction plus rapide, avec un EC50 

plus faible qu’en présence du solvant. (Antigny et al. 2016). De plus, l’inhibition 

pharmacologique de KCNK3/TASK1 in vivo chez le rat induit une néomuscularisation des 

vaisseaux pulmonaires ainsi qu’une légère augmentation des pressions sanguines du VD. Ces 

résultats suggèrent que l’inhibition de KCNK3 est capable d’initier le développement de 

l’HTAP. Enfin l’activation de KCNK3/TASK1 par un activateur pharmacologique, le ONO-RS-082 

(50mg/kg/jour) à court terme (de J14 à J21) in vivo dans le modèle de rats exposés à la MCT 

n’a pas permis de réduire le développement de l’HTP, alors que le traitement pendant 3 



 
 

semaines (50mg/kg/jour) entraine une forte réduction des pressions sanguines systoliques du 

VD associée avec une diminution du remodelage vasculaire pulmonaire. Ces différences 

peuvent être expliquées par le fait que KCNK3/TASK1 n’est plus exprimé dans le modèle MCT 

à partir de J14. Une autre étude à permis de montrer que la perte de fonction de KCNK3/TASK1 

est une caractéristique de la dysfonction du VD, mis en évidence dans trois modèles de rats 

HTP, il a été mis en évidence que l’expression et la fonction de KCNK3/TASK1 étaient 

fortement réduites dans les cardiomyocytes du ventricule droit des rats MCT, hypoxie 

chronique et sugen-hypoxie (Lambert, Boet, et al. 2018).  

La création de rats mutés pour le gène Kcnk3 par CRISPR-Cas9 (délétion de 94 paires de bases 

dans l’exon 1 de KCNK3) a permis de caractériser les conséquences de la perte de KCNK3 dans 

le contexte de l’HTAP. La perte du courant KCNK3 dans les rats mutés a été validée par patch 

clamp dans les CML-APs de rats mutés. Une analyse des paramètres hémodynamiques à 4 

mois a révélé une légère, mais significative augmentation des pressions systoliques du VD, 

mais pas des autres paramètres (débit cardiaque, index fulton) chez les rats Kcnk3 mutés à 

l’état homozygote. De plus, la même étude réalisée sur des rats de 12 mois a révélé que 45% 

des rats mutés à l’état homozygote pour Kcnk3 développent spontanément une HTP 

(>40mmHg).  

L’induction de l’HTP chez les rats mutés (MCT et hypoxie chronique) pour Kcnk3 a montré une 

aggravation du développement de la maladie comparée aux rats WT. 

Des analyses ex-vivo sur les APs des rats ont mis en évidence une contraction précoce des APs 

des rats mutés par rapport aux APs WT. De plus, le traitement de CML-APs humaine contrôles 

avec un siKCNK3 a mis en évidence une prolifération plus importante de ces cellules 

comparées aux cellules traitées avec le siContrôle (Lambert et al. 2019). Enfin, plus 

récemment, la réalisation d’un cerclage de l’aorte, qui induit une insuffisance cardiaque 

gauche entraine le developpement d’une HTP plus importante chez les rats mutés pour Kcnk3 

comparé aux rats WT (Lambert et al. 2021). 

 

5.7.4. Canaux KCa 

Récemment, Babicheva a montré que la sous unité BKCa β1 est exprimé dans les CE-APs et que 

son expression est augmentée dans les CE-APs de patients atteints d’HTAPi. Cette 

augmentation est corrélée à la surexpression de miR-222 et la diminution d’expression de miR-

138 dans les CE-APs HTAPi (Babicheva et al. 2020).  



 
 

L’activation des canaux KCa avec l’acide docosahexaenoique (DHA) entraine la relaxation des 

APs de rats de manière endothélium dépendante et le traitement in vivo au DHA de rats 

exposés à l’hypoxie chronique permet une diminution des PAPm (Nagaraj et al. 2016). Enfin 

récemment, un nouvel activateur des canaux BKCa, plus sélectif appelé composé X (Ponte et 

al. 2012) a permis de diminuer partiellement les paramètres hémodynamiques de rats exposés 

à la MCT, et de diminuer le remodelage vasculaire pulmonaire ainsi que la fibrose au niveau 

du ventricule droit (Ferraz et al. 2021). 

Cela confirme que les canaux KCa et plus particulièrement les canaux BKCa semblent jouer un 

rôle dans la régulation du tonus vasculaire pulmonaire et que les activer pourrait être une 

stratégie intéressante afin de réduire l’HTAP. 

 

 

6. Les traitements de l’HTAP 

Actuellement, 5 classes de molécules sont autorisées pour le traitement de l’HTAP qui 

permettent de cibler trois grandes voies centrales dans la régulation du tonus vasculaire 

pulmonaire : La voie de la prostacycline, la voie de l’endotheline et la voie du monoxyde 

d’azote (Figure 34). 

Figure 33 Schéma récapitulatif des voies de signalisation impliquées dans la régulation des canaux K+ dans les CML-APs dans le 
contexte de l’HTAP (Le Ribeuz et al. 2020) 



 
 

 

 

6.1. La voie de la prostacycline 

Comme décrit précédemment, les CEs (partie 5.4.2.2) produisent de la prostacycline (ou 

prostaglandine I2, PGI2) via l’acide arachidonique. Plusieurs études ont décrit que la 

production de prostacyline chez les patients atteints d’HTAP est diminuée, notamment car 

l’expression de la prostacycline synthase est réduite dans les poumons de patients atteints 

d’HTAP (Christman et al. 1992; Tuder et al. 1999). 

Les analogues de la prostacycline utilisés comme traitement de l’HTAP vont venir activer la 

production d’AMPc ce qui va entrainer une relaxation des artères pulmonaires. 

Le premier médicament utilisé a été l’epoprosténol. C’est le premier et unique médicament 

qui dans les années 1990 a permis de montrer une diminution de la mortalité dans une 

cohorte de patients atteints d’HTAPi (L. J. Rubin et al. 1990) . C’est un analogue synthétique 

de la prostacycline endogène. Son principal point faible est sa demi-vie qui est de 3 à 6 

minutes. Ainsi, cela entraine la prise de ce médicament par voie intraveineuse continue via un 

cathéter. Plusieurs effets secondaires ont été observés tel que des migraines, diarrhées, 

nausées et des complications liées au mode d’administration, thrombose, infection au site du 

cathéter et l’interruption de la perfusion qui est une urgence médicale. 

Figure 34 Schéma représentatif des principales voies ciblées par les traitements actuels de l'HTAP 



 
 

Le treprostinil est le deuxième analogue de la prostacycline utilisé, dont la demi-vie a été 

allongée de 3 à 5 heures. Plusieurs voies d’administration ont été proposées, mais à l’heure 

actuelle seule l’administration en sous-cutané est utilisée. Le treprostinil tout comme 

l’époprostenol va entrainer une augmentation de l’AMPc intracellulaire qui est associée avec 

l’ouverture des canaux KCa ce qui entraine une hyperpolarization de la membrane des CML-

APs, la fermeture des CCVD et donc une relaxation des artères. Une étude a également montré 

que le treprostinil peut activer le canal KCNK3/TASK-1 dans les CMLs-AP humaines via la 

phosphorylation de la PKA, ce qui montre que KCNK3 peut jouer un rôle dans la relaxation des 

APs par le treprostinil. Les effets secondaires retrouvés par l’administration du treprostinil 

sont des migraines, des douleurs à la mâchoire et des douleurs au site d’injection (Picken et 

al. 2019). Une récente étude a mis en évidence que le treprostinil inhibe les canaux TREK-1 et 

TREK-2, des canaux potassiques K2P impliqués dans les voies de perception de la douleur 

(Cunningham et al. 2021). TREK-1 et TREK-2 sont très exprimés au niveau des neurones 

sensoriels, cette inhibition de ces canaux par le treprostinil pourrait expliquer les migraines 

retrouvées chez les patients traités avec cette molécule. 

Le dernier analogue de la prostacycline utilisé est l’iloprost. Il s’utilise par inhalation et a 

démontré une amélioration des paramètres hémodynamiques des patients. Néanmoins sa 

durée de vie étant de 30 à 60 minutes cela implique de pratiquer des inhalations 6 à 9 fois par 

jour. Le traitement existe aussi par administration en intraveineuse et a révélé des effets 

similaires. Ce mode d’administration est plutôt réservé aux patients souffrant d’ulcères 

digitaux évolutifs comme dans la maladie de Raynaud (H. Olschewski et al. 2002). 

Le dernier médicament ciblant la voie de la prostacycline est l’agoniste sélectif du récepteur 

de la prostacycline (IP) appelé sélexipag. Le sélexipag va uniquement cibler le récepteur IP de 

la prostacycline et il a été montré qu’il peut entrainer la relaxation des APs de rats (Kuwano 

et al. 2008). Sa forte spécificité pour le récepteur de la prostacycline permet de diminuer la 

survenue d’effets secondaires comparés aux analogues de la prostacycline, moins spécifiques. 

Le sélexipag est rapidement métabolisé, et son métabolite actif est le ACT-333679 et est 37 

fois plus puissant que le sélexipag avec une demi-vie moyenne de 8 à 14 heures (Bruderer et 

al. 2014). Il est administré par voie orale, deux fois par jour. Néanmoins plusieurs effets 

indésirables ont été signalé tel que des nausées, diarrhée, toux et douleurs à la mâchoire. En 

2017, l’agence européenne du médicament a été saisie pour évaluer les risques du sélexipag 

suite à cinq décès en France après l’initiation du traitement avec cette molécule (Sitbon et al. 



 
 

2015). Après analyse, le comité européen des risques en matière de pharmacovigilance (PRAC) 

a conclu que l’utilisation du sélexipag ne suggère pas de surmortalité comparativement aux 

autres traitements utilisés par voie orale dans le traitement de l’HTAP. À l'heure actuelle, 

aucune mesure réglementaire spécifique n'a été jugée nécessaire, et la sécurité du sélexipag 

continue d'être surveillée. 

6.2. La voie de l’endotheline 

Les médicaments ciblant cette voie sont des antagonistes des récepteurs à l’endothéline1 

(ARE). C’est la première classe de médicaments oraux à avoir été mise sur le marché pour le 

traitement de l’HTAP, avec le bosentan en 2000 (Lewis J. Rubin et al. 2002). Le bosentan va se 

lier avec une forte affinité sur les deux isoformes des récepteurs à l’endotheline1, ETA et ETB. 

Le bosentan est métabolisé au niveau du foie par le cytochrome P450 et va produire 3 

métabolites dont le principal est le Ro 48-5033. Le bosentan est par ailleurs un inhibiteur de 

certains transporteurs hépatobiliaires ce qui pourrait être à l’origine de son hépatotoxicité, 

réversible après l’arrêt du traitement.  

L’ambrisentan est spécifique du récepteurs ETA et a une demi-vie plus longue que le bosentan 

et n’entraine pas de dysfonction du foie (Galiè et al. 2008). Néanmoins, l’ambrisentan n’a pas 

montré une efficacité de traitement meilleure que le bosentan. Le sitaxentan fonctionnant 

comme l’ambrisentan a quant à lui était retiré du marché depuis 2010 suite à de trop gros 

risques d’hepatotoxicité. 

Le macitentan est le dernier ARE approuvé pour le traitement de l’HTAP (Iglarz et al. 2008), il 

cible les deux récepteurs de l’ET-1 comme le bosentan. Il a été développé par modification de 

la structure du bosentan pour permettre une meilleure efficacité et moins d’effets 

secondaires. L’essai SERAPHIN a démontré que cette molécule permettait une réduction 

significative de la mortalité et de la progression de la maladie (Pulido et al. 2013). 

 

6.3. La voie du monoxyde d’azote 

6.3.1. Les inhibiteurs des PDE5 

Le mécanisme d’action de ces molécules est d’empêcher le fonctionnement de l’enzyme 

phospohdiesterase 5, ce qui va permettre au GMPc de ne pas être hydrolysé. Le GMPc est le 

second messager de la voie du NO et permet la relaxation des CML-APs notamment via 

l’activation de la PKA et PKG. La première molécule utilisée dans le traitement de l’HTAP est 



 
 

le sildénafil. En addition avec l’effet vasorelaxant, il permet également d’augmenter la 

contractilité du VD, ce qui réduit la post-charge et augmente le débit cardiaque. Le sildénafil 

permet une amélioration du test de marche et des paramètres hémodynamiques des patients 

(Galiè et al. 2005). Le tadalafil est structuralement diffèrent du sildénafil et sa demi-vie plus 

longue permet une prise une seule fois par jour comparé à trois pour le sildénafil (Galiè et al. 

2009). 

6.3.2. Les activateurs de la guanylate cyclase soluble (sGC) 

Le seul activateur de la GC mis sur le marché est le riociguat. Il permet de stabiliser la liaison 

NO-sGC et peut aussi stimuler directement la sGC, ce qui permet une augmentation 

intracellulaire du GMPc. Le riociguat est donné aux patients atteints d’HTAP ainsi qu’aux 

patients souffrant de CTEPH inopérable. Le riociguat améliore la capacité d’exercice des 

patients et retarde la dégradation de la maladie (Ghofrani et al. 2013). 

6.4. Les bloqueurs de canaux calciques 

Ce traitement est prescrit uniquement aux patients atteints d’HTAP et qui sont répondeurs au 

test de vasoréactivité (inhalation de NO) (voir partie 2.4.5). Cela concerne environ 10% des 

patients atteints d’HTAP. Ces patients vont alors avoir un bon diagnostic, leurs traitements 

sont des inhibiteurs des CCVD tels que le diltiazem, le nifedipine ou l’amlodipine. 

6.5. Molécules en cours d’essais cliniques 

Bien que différents traitements existent dans l’HTAP comme décrit précédemment, aucun 

n’est curatif. Ils permettent de retarder l’aggravation de la maladie et d’améliorer la qualité 

de vie des patients sur le court et moyen terme. Néanmoins, la plupart des patients vont avoir 

recours à la greffe pulmonaire (pour les patients éligibles). C’est pour cela que de nombreux 

essais cliniques sont toujours en cours pour pouvoir améliorer la prise en charge et le 

traitement de patients atteints d’HTAP, dans le but de trouver des thérapies pouvant éviter la 

transplantation pulmonaire. 

 

Tacrolimus : Ce médicament est connu pour être un immunosuppresseur et est donné aux 

patients transplantés par allogreffe. Le tacrolimus interagit avec la protéine FKB12 qui peut 

inhiber la calcineurine et NF-ATc. Il a été démontré que la protéine FKB12 ciblée par le 

tacrolimus peut interagir avec les 3 récepteurs BMP de type 1 (ALK1, ALK2, ALK3) qui vont 

alors se lier avec BMPR2 et activer cette voie. Les auteurs ont ensuite démontré que le 



 
 

tacrolimus diminue la dysfonction endothéliale dans l’HTAP (Spiekerkoetter et al. 2013). Suite 

à cette publication, un essai clinique de phase II a été réalisé en administrant aux patients du 

tacrolimus ou un placebo. La molécule a été bien tolérée chez les patients, n’a pas engendré 

de graves effets secondaires et une augmentation de l’ARNm de BMPR2 a été observée chez 

les patients traités, néanmoins les résultats observés tels que des améliorations du test de 

marche ou des paramètres hémodynamiques n’étaient pas significativement différents de 

patients ayant reçu le placebo  Spiekerkoetter et al. 2017). 

Sotatercept : Une dérégulation de la balance des voies dépendantes de BMPR2 et de TGF-β 

est observée dans l’HTAP. Le sotatercept est une protéine de fusion de classe 1 composée du 

domaine extracellulaire du récepteur de type IIA de l’activine humaine fusionnée avec le 

domaine Fc de l’immunoglobuline G1 humaine. Le sotatercept fonctionne comme un piège à 

ligand qui a une grande affinité avec plusieurs molécules de la voie du TGF-β comme les 

activines et les BMPs, substrat des récepteurs ALK4/5/7-ActIIA/B acteurs de la voie pro 

proliférative de cette famille. Cela va donc permettre de restaurer l’expression de la voie du 

BMPR2 en rééquilibrant la balance entre ces deux grandes voies. L’essai clinique PULSAR de 

phase II a mis en évidence une diminution des résistances vasculaires pulmonaires liée à la 

diminution des PAPm. Le principal effet secondaire est une thrombocytopenie qui a pu être 

reversée après retard, diminution ou arrêt du traitement. L’étude est très encourageante est 

un essai clinique de phase III est en cours (Marc Humbert et al. 2021). 

Tocilizumab : C’est un traitement donné notamment dans la polyarthrite rhumatoïde et qui 

est un anticorps monoclonal ciblant le récepteur de l’IL-6. De nombreuses études ont mis en 

évidence une forte augmentation de l’IL-6 durant le développement de l’HTAP (sérum et 

poumon de patients atteints d’HTAP et rats MCT). L’essai clinique de phase II étudiant cette 

molécule dans le cadre de l’HTAP a démontré une bonne amélioration de la capacité physique 

et des résistances vasculaires chez les patients ayant reçu le traitement. Le nombre insuffisant 

de patients traités ne permet pas de conclure sur l’efficacité potentielle de ce nouveau 

traitement et un nouvel essai clinique à plus grande échelle est attendu (Hernández-Sánchez 

et al. 2018; Toshner et al. 2021)  

Bardoxolone : Beaucoup de processus inflammatoires et immunitaires sont sous le contrôle 

du facteur de transcription nucléaire NF-κB. Le bardoxolone bloque le facteur NF-κB en 

régulant positivement Nrf2, un facteur anti-inflammatoire. Un essai clinique de phase II a 

démontré une amélioration significative du test de marche des patients traités au 



 
 

bardoxolone (Oudiz et al. 2015). Un essai clinique de phase III vient de se finir et les résultats 

sont en cours d’analyse. 

 

À l’heure actuelle, une trentaine d’essais cliniques sont en cours pour le traitement de l’HTAP 

et ciblent différentes voies qui sont connues pour être dérégulées pendant le développement 

de l’HTAP : 

Thérapies ciblant la voie du BMPR2 : Tacrolimus, chloroquine et hydroxychloroquine, 

Sotatercept 

Thérapies ciblant l’inflammation et l’immunité : Tocilizumab (IL-6), Anakinra (IL-1), Etanercept 

(TNF-α), Bardoxolone et dimethyl fumarate (NF-κB), Rituximab (lymphocytes B). 

Thérapies ciblant les facteurs de croissance et tyrosine kinases : Imatinib, sorafenib, nilotinib 

Thérapies ciblant la voie Rho/ROCK : Fasudil 

Thérapies ciblant la dysfonction mitochondriale : Dichloroacetate (activateur pyruvate 

déhydrogénase), Selonsertib (inhibiteur ASK1), Ranolazine et Trimetazidine (activateur de 

l’oxydation du glucose) 

Thérapies ciblant le stress oxydant : Nitrite NO2
- , CoenzymeQ10 (antioxydant) 

Thérapies ciblant le métabolisme : Metformin  

Thérapies ciblant la voie neurohormonal : Carvedilol (activation du système nerveux 

sympathique), ACE2 (Activation RAAS), Spironolactone (antagonsite de l’aldostérone) 

Thérapie avec des facteurs vasodilatateurs : VIP (peptide intestinal vasoactif)  

Thérapies ciblant la voie de la sérotonine : Escitalopram et Fluoxetine (inhibiteurs serotonine) 

Thérapies ciblant la voie de signalisation des œstrogènes : Anastrozole (agent anti 

oestrogène), Tamoxifen (inhibiteurs des récepteurs aux oestrogènes), Fluvestran 

Thérapies ciblant la déficience en Fer : Fer inject (ferric carboxymaltose), FeSO4 (sulfate de 

Fer) 

Thérapie ciblant les dommages à l’ADN : Olaparib (inhibiteur de PARP-1) 

 

6.6. Les thérapies géniques 

Les récentes innovations en termes de thérapies géniques qui permettent de pouvoir réprimer 

ou réexprimer certains gènes dysfonctionnels dans des pathologies ont ouvert la voie à de 

nouvelles possibilités thérapeutiques dans l’HTAP. Plusieurs technologies existent, des 



 
 

techniques associées à l’administration de virus, lentivirus, adenovirus ou virus adeno associé 

(AAV). 

6.6.1. Kv1.5 

La nébulisation en intratrachéal d’un adénovirus contenant KCNA5, le gène codant pour le 

canal potassique Kv1.5, a montré une amélioration du débit cardiaque et des résistances 

vasculaires pulmonaires de rats exposés à l’hypoxie chronique (Pozeg et al. 2003). 

6.6.2. HIF1-α 

Un lentivrus délivrant un shRNA de HIF1-α par nébulisation intratrachéale a permis de 

normaliser l’expression de HIF1-α dans les artères pulmonaires ainsi que l’atténuation de 

l’augmentation de la PAPm et de la muscularisation des APs dans le modèle de rats exposés à 

l’hypoxie chronique (Ying Li et al. 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Dans les modèles pré-cliniques d’HTAP, 

plusieurs études ont montré l’efficacité d’une 

thérapie génique afin de corriger les 

expressions par siRNA ou plasmide exprimé 

dans un vecteur viral (Rai et al. 2021). 

Néanmoins, cette technique reste limitée du 

fait de la forte réaction inflammatoire qu’elle 

entraine. La technologie plus récente de l’AAV 

semble pouvoir limiter cet effet néfaste et a 

également était testé dans des animaux 

modèles d’HTP (Zolty 2021). À l’heure 

actuelle, il n’y a pas d’essais cliniques en cours 

utilisant des thérapies géniques dans l’HTAP. 

 

 

6.7. Molécules ciblant les canaux potassiques 

Comme décrit précédemment (partie 5.7.2) plusieurs activateurs non spécifiques des KATP 

ont été testés dans des modèles animaux d’HTAP et ont permis d’améliorer les paramètres 

hémodynamiques. 

Durant ma thèse, je me suis intéressée à déterminer le rôle des canaux KATP SUR1/Kir6.2 et 

SUR2/Kir6.1 dans la physiopathologie de l’HTAP notamment par des expériences in vivo sur 

plusieurs modèles animaux d’HTP, afin de connaitre le potentiel thérapeutique des canaux 

KATP dans le contexte de l’HTAP. 

 

 

 

 

 

 

Figure 35 Représentation des différentes thérapies 
géniques expérimentées dans les modèles animaux 

d’HTP (Rai et al. 2021) 



 
 

7. Les modèles animaux d’HTAP 

Plusieurs modèles ont été décrits comme pouvant mimer le développement et certaines 

caractéristiques de l’HTAP, c’est pourquoi ils sont plutôt des modèles d’hypertension 

pulmonaire au sens large (HTP). La plupart sont réalisés chez le rat ou la souris. Néanmoins, il 

existe aussi des modèles chez de plus gros animaux tel que le porc ou le mouton. 

7.1. Modèle monocrotaline (MCT) 

La monocrotaline est un alcaloide pyrrolizidine qui provient d’une plante : la Crotalaria 

spectabilis. La MCT va être transformée en MCT pyrrole (MCTP) au niveau du foie par le 

cytochrome P-450 qui est la substance active (Sztuka et Jasińska-Stroschein 2017). L’injection 

de MCT chez la souris n’a pas permis le développement d’une HTP (pas de remodelage 

vasculaire ni d’hypertrophie du VD) malgré une dysfonction endothéliale et la présence d’une 

forte inflammation pulmonaire (Molteni et al. 1989). La MCT est injectée en une unique dose 

à 60mg/kg en sous cutanée chez le rat. Dès 21 jours suite à l’injection de MCT il est observé 

un fort remodelage des petites artères pulmonaires, une augmentation de la pression des APs, 

une forte inflammation, une hypertrophie du VD et une insuffisance cardiaque droite. 

Néanmoins, il a été observé que dès 7 à 14 jours après l’injection de MCT, les pressions 

systoliques dans le VD sont déjà augmentées et le remodelage vasculaire pulmonaire est déjà 

présent. De plus, la perte d’expression et de fonctions de certains canaux potassiques comme 

KCNK3/TASK1 a été identifiée dès 7 jours après l’injection de MCT (Antigny et al. 2016). 

Le mécanisme exact du développement de l’HTP par la MCT n’est pas connu, mais l’on observe 

assez tôt des dommages de l’endothélium vasculaire pulmonaire ce qui peut être l’élément 

déclencheur de la progression de l’HTP. 

Certaines études reportent les limites de ce modèle notamment par le fait que les veines 

pulmonaires peuvent être également atteintes. On retrouve également des dommages au foie 

et au rein (Roth et al. 1981).  

7.2. Modèle d’Hypoxie chronique chez le rat ou la souris 

Le lien entre hypoxie et développement d’une HTP a été mis en évidence depuis plusieurs 

décennies, avec un développement plus important d’HTP dans des populations vivant à haute 

altitude. Depuis, plusieurs pathologies pulmonaires chroniques comme la fibrose pulmonaire, 

la BPCO, l’apnée du sommeil et des pathologies comprenant une hypoxie alvéolaire ont été 



 
 

liées avec un développement favorisé d’une HTP hypoxique (Groupe 3 de la classification des 

HTP). C’est pourquoi le modèle d’hypoxie chronique chez le rongeur est un modèle très utilisé 

pour étudier l’HTP et notamment les HTPs du groupe 3 (voir partie 2.2.3). De plus, ce modèle 

a une bonne reproductibilité (Dignam et al. 2021). Les animaux sont placés pendant 3 ou 4 

semaines dans une chambre à 10% d’O2 (environnement normoobare)  et cela permet 

d’observer une augmentation de la PAPm et un important remodelage vasculaire pulmonaire 

(West et Hemnes 2011). Il a aussi été observé une augmentation de l’inflammation 

périvasculaire pulmonaire et un recrutement de cellules inflammatoires (Burke et al. 2009). 

Ce modèle est plutôt bien toléré chez le rat ou la souris avec quasiment pas de mortalité et 

correspond à un modèle moins sévère que le modèle MCT. Ce modèle peut être réversible en 

quelques semaines après un retour dans un environnement normoxique. 

7.3. Modèle d’hypoxie chronique + injection de sugen 

Ce modèle a été créé afin d’obtenir un modèle sévère d’HTAP en combinant l’hypoxie 

chronique d’une part avec l’injection d’un inhibiteur au récepteur VEGFR-2, le sugen  (SU5416) 

(Taraseviciene-Stewart et al. 2001). Le protocole le plus utilisé et l’injection unique de sugen 

a 20/mg/kg et la mise en hypoxie des rats pendant 3 à 4 semaines suivies d’une période de 

normoxie de 2 à 3 semaines. Le VEGFR-2 est impliqué dans la survie des CEs, c’est pourquoi 

ce traitement initie une mort cellulaire des CE-APs. Les CEs restantes sont dites résistantes à 

l’apoptose et acquiert un phénotype pro-prolifératif. Dans ce modèle on observe un très fort 

remodelage vasculaire pulmonaire avec l’apparition des lésions intimales proches des lésions 

plexiformes retrouvées chez l’homme (Abe et al. 2010). On observe également dans ce 

modèle une très forte augmentation de la PAPm vers 45-50 mmHg. De plus, une défaillance 

cardiaque droite est observée dès 6 semaines après exposition au sugen avec la réduction du 

débit cardiaque et un index de Fulton au-delà de 0.75 (Bogaard et al. 2009). Comme décrit 

précedemment (partie 5.3.1.1) une étude a démontré que l’utilisation d’un inhibiteur plus 

spécifique du VEGFR2 dans un modèle de rats en hypoxie chronique n’entraine pas 

d’augmentation des PAPm (Sitapara, Sugarragchaa, et Zisman 2021).  

 

7.4. Modèle de cerclage de l’artère pulmonaire 

Ce modèle a été initialement décrit comme une opération chirurgicale chez des enfants nés 

avec des défauts cardiaques tels qu’une dérivation du flux sanguin gauche-droite induisant 



 
 

une circulation dans l’AP anormalement grande. Depuis, cette technique est devenue un 

modèle qui entraine assez rapidement une augmentation des pressions dans VD sans 

remodelage vasculaire pulmonaire (LekanneDeprez et al. 1998). Ce modèle permet de mieux 

analyser l’effet cardioprotecteur de certaines molécules que dans les autres modèles où la 

dysfonction vasculaire pulmonaire peut moduler la dysfonction cardiaque et la réponse de 

certaines molécules (Borgdorff et al. 2013). 

7.5. Modèle de pneumectomie associé à la MCT ou au sugen 

Le principe de ce modèle est de réaliser une lobectomie du poumon gauche chez le rat qui 

induit premièrement une augmentation des pressions vasculaires pulmonaires dans le 

poumon restant, ainsi qu’un remodelage vasculaire pulmonaire. Il est ensuite réalisé un 

« second hit » par la MCT ou le sugen une semaine après l’opération de pneumectomie. Ce 

« second hit » va notamment permettre le développement d’une dysfonction endothéliale 

ainsi qu’une augmentation de la sévérité des paramètres hémodynamiques. Ce modèle est 

très sévère, ou 21 jours après l’injection de MCT ou de sugen les rats présentent une forte 

augmentation des PAPm (Katz et al. 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

Matériel et méthode 
 

1. Modèles animaux utilisés 

Plusieurs modèles animaux d’HTP ont été utilisés pendant ma thèse :  

HTP induite par la monocrotaline (MCT) 

La MCT est dissoute dans 1N d’HCL puis tamponnée avec 1N de NaOH. Une injection de MCT 

à 60 mg par kg de 500µL en sous-cutanée est réalisée sur des rats wistar de 100g et il est 

injecté le même volume de sérum physiologique aux rats contrôles. 

 Protocole de traitement préventif au diazoxide et au pinacidil 

Les rats ont été séparés en trois groupes au hasard, un groupe de rats contrôles traités à J0 

avec de la solution saline, un groupe traité à J0 avec de la MCT puis injecté au DMSO en 

intrapéritonéal (IP) pendant 21 jours et un groupe traité à J0 avec de la MCT puis injecté avec 

du diazoxide en IP à 20 mg/kg/jour ou du pinacidil (1mg/kg/jour) pendant 21 jours. 

 Protocole de traitement curatif au diazoxide, au pinacidil ou au NN414 

Les rats ont été séparés en trois groupes au hasard, un groupe de rats contrôles traités à J0 

avec de la solution saline, un groupe traité à J0 avec de la MCT puis injecté au DMSO en IP 

pendant 7 jours de J14 à J21 et un groupe traité à J0 avec de la MCT puis injecté avec du 

diazoxide (20 mg/kg/jour) ou du pinacidil (1mg/kg/jours) ou du NN414 (1.5mg/kg/2x/jour) en 

IP pendant 7 jours de J14 0 J21. 

HTP induite par l’hypoxie chronique 

Les rats sont placés de J0 à j21 dans des chambres à hypoxie normobare en présence de 10% 

de O2, les rats contrôles, dit normoxie sont placés dans la même pièce, hors de la chambre. 

 Protocole de traitement préventif au diazoxide  

Les rats ont été séparés en trois groupes au hasard. Un groupe de rats normoxie, un groupe 

placé en hypoxie et traités pendant 21 jours avec une injection en IP de DMSO et un groupe 

placé en hypoxie et traités pendant 21 jours avec une injection IP de diazoxide. 

 Protocole de traitement curatif au diazoxide 

Les rats sont séparés en trois groupes au hasard. Un groupe de rats normoxie, un groupe placé 

en hypoxie et traités pendant 7 jours de J14 à J21 avec une injection en IP de DMSO et un 

groupe placé en hypoxie et traités pendant 7 jours de J14 à J21 avec une injection IP de 

diazoxide. 



 
 

Traitement de rats au diazoxide ou pinacidil 

Deux groupes de rats ont été réalisés au hasard, un groupe injecté au DMSO en IP pendant 21 

jours et un groupe de rats traité au diazoxide ou au pinacidil pendant 21 jours. 

 

2. Échocardiographie  

L’analyse échocardiographique de nos différents modèles de rats a été réalisée par le Dr 

Angèle Böet. Les rats sont anesthésiés à l’isoflurane (5% puis 2% pendant l’expérimentation). 

Plusieurs paramètres ont été mesurés et analysés avec l’échographe Vivid E9 (GE Healthcare) : 

- Fréquence cardiaque (Heart Rate HR)) 

- Le diamètre de l’Artère pulmonaire (cm) 

- Pulmonary Artery Accelaration Time (PAAT), qui est un reflet des resistances 

vasculaires pulmonaires. 

- Velocity Time Integral (VTI) qui est le reflet du flux sanguin. 

- Stroke Volume (SV) calculé ave la formule :  

 

 

Figure 36 Schéma des différents modèles animaux utilisés au cours de ma thèse 



 
 

Cela correspond au volume d’éjection systolique (ml). 

- RV et LV thickness, ce qui correspond à l’épaisseur du VD et VG. 

- RV End Diastolic Diameter (RVEDD) et LV End Diastolic Diameter (LVEDD) qui 

correspondent au diamètre du VD et VG pendant la diastole. 

- RV End Systolic Diameter (RVESD) et LV End Systolic Diameter (LVESD) qui 

correspondent au diamètre du VD et VG pendant la systole. 

- RV Fractionnal shortening (RV FS) et LV Fractionnal Shortening (LV FS) ce paramètre 

montre le pourcentage de modification du diamètre du VD et du VG entre la diastole 

et la systole. Ils sont calculés selon les formules :  

 

 

 

3. Mesures hémodynamiques 

Afin de mesurer l’impact des différents traitements réalisés, des cathétérismes cardiaque 

droit ontété effectués. Les rats sont endormis sous isoflurane (5% pour l’initiation et 3% 

pendant l’expérimentation). La zone thoracique supérieure est ouverte afin d’accéder à 

l’artère carotide gauche et la veine jugulaire droite. Une sonde thermique est insérée dans la 

carotide et un cathéter ombilical légèrement courbé est inséré dans la veine jugulaire. Ce 

cathéter est relié à un capteur de pression. Ce cathéter est ensuite poussé vers l’oreillette 

droite puis par rotation et mouvement de poussée, le cathéter est introduit dans le VD. Ceci 

est contrôlé en vérifiant et visualisant le signal de pression émis par le capteur de pression 

connecté avec le logiciel LabChart. Les pressions sanguines du VD sont alors mesurées. Le 

débit cardiaque est ensuite mesuré par thermodilution : on injecte un volume fixe (250µl) de 

sérum physiologique entre 1 et 3°C dans le VD, puis on mesure l’évolution de la température 

du sang au niveau de la carotide par la sonde thermique. Plus le débit sera faible, plus la 

température mesurée mettra de temps à revenir à une température normale et c’est l’aire 

sous la courbe de variation de température qui permet de mesurer la valeur de débit 

cardiaque. Enfin les pressions systémiques sont mesurées en plaçant le cathéter dans la 

carotide gauche à la place de la sonde thermique. 

RV FS (%) = (
𝑅𝑉𝐸𝐷𝐷−𝑅𝑉𝐸𝑆𝐷 

𝑅𝑉𝐸𝐷𝐷
)*100 LV FS (%) = (

𝐿𝑉𝐸𝐷𝐷−𝐿𝑉𝐸𝑆𝐷 

𝐿𝑉𝐸𝐷𝐷
)*100 



 
 

4. Prélèvement des organes 

Après l’analyse des paramètres hémodynamiques, les rats sont sacrifiés par exsanguination 

sous anesthésie profonde. Ceci permet de vider les animaux de leur sang et notamment les 

poumons, ce qui améliorera la qualité des coupes histologiques. Dans un premier temps, après 

l’ouverture de la cage thoracique, le cœur est prélevé et placé dans du sérum physiologique. 

Ensuite le lobe de poumon gauche est récupéré après avoir été ligaturé et va être 

immédiatement congelé dans de la carboglace ou de l’azote liquide et sera utilisé par la suite 

pour des études d’expression génique ou protéique. Une canule est ensuite placée dans la 

trachée afin de gonfler les poumons avec un mélange moitié OCT (optimal cutting 

temperature) et moitié sérum physiologique. Une fois les poumons gonflés en mimant 

l’inspiration, un lobe est prélevé et placé dans du formaldéhyde 4%. Ce lobe de poumon fixé 

sera inclus dans de la paraffine pour réaliser des analyses histologiques. Ensuite le cœur est 

récupéré et l’index de Fulton est réalisé. On prélève les oreillettes et on élimine les différents 

vaisseaux puis on sépare le VD du VG + septum. On pèse les ventricules et oreillettes et l’Index 

de Fulton est calculé avec la formule : Poids du VD / Poids du VG + septum. Un morceau de VD 

et un morceau de VG sont ensuite prélevés puis placés dans le formaldehyde 4% et le reste 

des ventricules et des oreillettes est congelé. Pour finir, les tibias des rats peuvent être 

prélevés et mesurés pour normaliser le poids du cœur avec la taille du rat. 



 
 

5. Myographe 

Cette expérience permet de mesurer la 

contractilité d’un vaisseau isolé (ex-vivo) comme 

une artère ou une veine. Toutes les études de 

myographe ont été réalisées sur un myographe de 

Emka technologies composée de deux Emka bath 

de 4 cuves chacun.  

Les rats sont anesthésiés avec 5% d’isoflurane avec 

notre appareil d’anesthésie des rongeurs 

(minerve). Les rats sont exsanguinés puis le bloc 

cœur-poumon est récupéré. Le cœur est prélevé et 

le VD et VG+Septum sont séparés afin de mesurer 

l’index de Fulton. L’artère aorte est récupérée en la 

détachant délicatement de la colonne vertébrale. 

Le lobe droit des poumons est récupéré et placé 

dans du sérum physiologique à 4°C puis dans une boite de pétri avec une solution de Krebs 

(NaCl 119mM, KCl 4.7mM, CaCl2 (H20)2 2.5mM, MgSO4 (H2O)7 1.17mM, KH2PO4 1.18mM, 

NaHCO3 25mM, Glucose 11mM). L’artère pulmonaire est disséquée en l’isolant de la veine 

pulmonaire et de la bronche et en la détachant du parenchyme pulmonaire. Une fois 

disséquée l’artère est coupée dans la longueur en petits anneaux d’environ 2mm de long. Sous 

la loupe binoculaire, deux fils de tungstène de 50µM de diamètre sont introduits dans la 

lumière du vaisseau et ces fils vont être attachés par des vis présentent sur les mâchoires où 

va se positionner le vaisseau et qui sont reliées à une vis micrométrique afin de modifier 

l’écartement de la lumière du vaisseau de 

manière très fine. Le support dans lequel se 

trouve la mâchoire et le vaisseau va alors venir 

se positionner sur le Emka bath où la cuve va 

pouvoir être remplie de KREBS à 37°C et bullée 

avec du carbogène (95% O2, 5% CO2). La 

mâchoire est également reliée à un 

transducteur sous forme de fil qui va être relié 

Figure 37 Images d'un myographe EMKA technologies 
et zoom sur les mâchoires ou les vaisseaux sont 

positionnés 

Figure 38 Schéma d'un EMKA bath en configuration organes 
isolés 



 
 

au myographe et le signal après avoir été amplifié va être retranscrit via un logiciel d’analyse 

(logiciel IOX). Les cuves contiennent 5ml de KREBS. 

Les expériences menées sur les aortes de rats et les APs humaines ont été réalisées avec les 

cuves d’organes isolés. Les anneaux artériels sont alors placés entre deux tiges en acier 

inoxydable, ce système se situe dans une cuve de plexiglass de 5ml. Les artères pulmonaires 

humaines et aorte de rats sont respectivement tendues à 0.6g et 1g. 

Après avoir été montées entre les mâchoires et après que les cuves soient positionnées sur le 

EMKA bath, les artères vont être tendues grâce à la vis micrométrique jusqu’à 0.3g 

correspondant environ à une tension de 30 mmHg. On laisse les vaisseaux s’équilibrer pendant 

30 à 45 minutes avant de réaliser une première stimulation en ajoutant 100 mM de KCL, ce 

qui va entrainer la contraction des vaisseaux et donner une indication sur leur état contractile. 

Après 45 minutes on obtient un plateau de contraction et les vaisseaux vont alors être rincés 

pour retrouver un état de contraction basal. Ensuite plusieurs expériences peuvent être 

réalisées. Des doses réponses croissantes de KCL ou U46619 (analogue du thromboxane A2) 

peuvent être réalisées afin de visualiser la contraction des vaisseaux en absence ou présence 

d’activateurs ou inhibiteurs d’intérêt (diazoxide, nateglinide, pinacidil).  

Des doses réponses relaxation peuvent également être réalisées en pré-incubant les vaisseaux 

avec 1µM d’U46619 pour contracter les vaisseaux les doses réponses réalisées, l’ont étés avec 

de l’acétylcholine, du diazoxide, du pinacidil, du VU0071063 ou du NN414.  

Les réponses de contraction et relaxation sont normalisées et exprimées en pourcentage par 

rapport à la valeur maximale ou minimale observée lors de la dose réponse. 

6. Histologie 

Toutes les analyses histologiques ont été réalisées à partir des tissus inclus dans de la paraffine 

et coupées à l’aide d’un microtome en sections de 4-5µm et mises sur lames de verre. 

6.1. Coloration Hématoxylin-Eosine-Safran (HES) 

Les coupes de poumons sont déparaffinées avec du Xylène, puis réhydratées dans des bains 

successifs d’éthanol puis d’eau. Les lames sont ensuite placées dans des bains d’hématéine, 

colorant cationique qui a une affinité pour les éléments cellulaires chargés négativement qui 

se fixent sur les acides nucléiques et colorent les noyaux en violet, puis d’éosine qui est un 

colorant anionique et va marquer le cytoplasme des cellules en rose. Enfin le safran va colorer 

les fibres de collagène en jaune-orange. Avec ces colorations, nous pouvons visualiser les 



 
 

vaisseaux pulmonaires sur les lames et cela permet de mesurer le pourcentage d’obstruction 

des vaisseaux pulmonaires et analyser pour chaque vaisseau le diamètre total du vaisseau et 

le diamètre de la lumière du vaisseau. Les observations et analyses sont réalisées au 

microscope Nikon éclipse 60i.  

6.2. Coloration rouge Sirius 

Le marquage rouge Sirius permet d’analyser la fibrose cardiaque sur nos coupes histologiques 

de ventricule droit et gauche de rat. Ce marquage est réalisé grâce à l’expertise du laboratoire 

d’anatomopathologie de l’hôpital Marie Lannelongue. Des images sont ensuite prises au 

microscope EVOS et la fibrose est quantifiée grâce au logiciel ImageJ. 

7. Immunomarquages 

7.1. Immunomarquage fluorescent 

Afin d’analyser la muscularisation des APs de rats, les lames de poumons sont déparaffinées, 

réhydratées puis démasquées à l’aide de l’appareil 2100 retriever et dans du tampon citrate 

à pH6. Les lames sont incubées avec du NH4Cl, ce qui permet de saturer les groupements 

aldéhydes libres. Les lames sont ensuite saturées avec 0.1% de BSA, Triton 0.2%, 10% de sérum 

de rat et la quantité requise de PBS 1X. On incube ensuite toute la nuit les anticorps primaires 

dans un mélange PBS 1X + BSA 0.1%. Le lendemain après plusieurs lavages au PBS 1X les 

anticorps secondaires sont incubés 1h avec du DAPI au 1/10000. Après montage les lames 

peuvent ensuite être visualisées au confocal (LSM700, Carl Zeiss, Le Pecq, France). 

7.1.1. Marquage VWF/α-SMA 

Pour ces marquages les lames sont incubées toute la nuit avec les anticorps primaires VWF 

(1/400, anti rabbit, dako) et α-SMA-FITC (1/200, anti mouse sigma) et l’anticorps secondaire 

goat-anti-rabbit 594 (1/200 life tech). Pour l’analyse, sur chaque lames 100 vaisseaux sont 

classés soit non muscularisés (absence de α-SMA), soit partiellement muscularisés (présence 

partielle de α-SMA) ou totalement muscularisés (présence sur toute l’AP de α-SMA). Cela 

permet ensuite de connaitre pour chaque condition le pourcentage de vaisseaux non 

muscularisés et muscularisés. 

 

 



 
 

7.1.2. Marquage EDU 

L’EDU (5-éthynyl-2’-désoxyuridine, E10187, invitrogen) est une molécule permettant de 

visualiser la synthèse d’ADN et donc la prolifération cellulaire. L’EDU est injecté aux rats 24h 

avant le sacrifice (50µg/g).  Pour détecter l’EDU incorporé et quantifier la prolifération, le 

protocole click-it reaction (C10340, invitrogen) est réalisé et permet de marquer les noyaux 

ou il y a eu incorporation d’EDU en rouge. Les lames sont également marquées avec l’α-SMA 

et le DAPI. Les lames sont observées et photographiées avec le microscope confocal (LSM700, 

Carl Zeiss, Le Pecq, France) et le logiciel Zen. L’analyse est réalisée avec le logiciel imageJ. 

8. Culture cellulaire 

8.1. Mise en culture de CML-AP humaine 

Les CML-AP HTAP que nous avons au laboratoire proviennent des poumons explantés lors 

d’une transplantation pulmonaire de patients atteints d’HTAP et les CML-AP contrôles de 

tissus pulmonaires provenant de lobectomies réalisées sur des patients atteints de cancer du 

poumon et que nous utilisons comme des contrôles. Le prélévement pulmonaire si situe a 

distance de la tumeur. 

Un morceau de poumon est récupéré et les APs sont disséquées. Les APs sont ensuite coupées 

en morceaux de quelques millimètres et le vaisseau est coupé dans le sens de la longueur et 

placé face lumière du vaisseau sur une plaque 6 puits avec du milieu DMEM supplémenté avec 

15% de sérum de veau fétal (SVF), 2mM de L-Glutamine, 20mM d’HEPES, 10 ng/ml d’EGF, 0.1 

mg/ml de streptomycine, 4.5g/L de D-glucose et 1X d’insuline-transferin-selenium. Les CML-

APs vont migrer hors des APs et proliférer sur la surface de la plaque en 2-3 semaines. Après 

cela les cellules continuent d’être amplifiées sur T75 puis des ampoules de congélation sont 

réalisées avec 100µL de DMSO, 100µL de SVF et 800µL de CML-APs avec de DMEM (entre 500 

000 et 1 000 000 de cellules). Les ampoules sont cryoconservées dans l’azote liquide. 

8.2. Mise en culture de CE-AP humaine 

Un prélèvement d’un lobe pulmonaire est récupéré et la plèvre est enlevée avant de réaliser 

une digestion enzymatique avec le morceau de poumon coupé en petits bouts avec de la 

Dispase (1.7U/mg). Après 2h d’agitation à 37°C, les poumons digérés sont filtrés avec un tamis 

cellulaire de 70µm puis lavés avec un mélange HBSS+SVF 10%. Après plusieurs centrifugations 

pour éliminer notamment les hématies, les cellules vont être placées dans des plaques 6 puits 

cotées avec de la gélatine à 0.1% et du milieu MCDB supplémenté avec 10% de SVF, 2mM de 



 
 

L-Glutamine, 25mM d’HEPES, 10 ng/ml de VEGF, 6 µg/ml de ECGS, 0.1 mg/ml de 

streptomycine, 4.5g/L de D-glucose et 10U d’Héparine.  Au fur et à mesure de la culture les 

hématies et cellules non adhérentes sont éliminées à l’aide de lavages au PBS 1X. Entre 7 à 10 

jours après, les CE-APs vont être sélectionnées positivement avec un anticorps anti-CD31 

couplé à des billes ferromagnétiques. Les CE vont être sélectionnées en étant isolées dans la 

suspension cellulaire avec un aimant. Les cellules étant maintenant CD31+ la culture est 

maintenue et les cellules sont amplifiées puis congelées de la même manière que les CML-

APs. 

8.3. Transfection des CML-APs et des CE-APs 

Les cellules sont incubées dans un Eppendorf contenant 1ml d’optiMEM, 6µL de lipofectamine 

RNAimax et le siRNA siKCNK3 ou siContrôle à 100nmol/L pendant 20 minutes. On ajoute 200 

µL de suspension cellulaire à ce mélange (environ 5x105). Les cellules transfectées sont ensuite 

placées en boite de 35mm ou 60mm dans du milieu DMEM complet. L’efficacité du siRNA sera 

optimale entre 48h et 72h après la transfection.  

8.4. Tests de prolifération des CML-APs et des CE-APs 

Les cellules sont trypsinées et comptées avec des lames KOVA pour pouvoir les ensemencer 

dans des plaques 96 puits avec 5000 cellules/puit. Pour les CML-APs les cellules sont placées 

dans un milieu dépourvu de sérum et de facteurs de croissance pendant 48h afin de bloquer 

leur cycle cellulaire et de les synchroniser. Ensuite les cellules sont soit maintenues en 0% de 

SVF soit remises en condition 10% de SVF et elles sont traitées avec les différents agonistes 

testés (diazoxide, pinacidil) ainsi qu’avec du BrdU (Bromodesoxyuridine) pendant 24h.  

Pour les CE-APs, la plaque 96 puits est cotée avec de la gélatine 0.1% au préalable et les cellules 

après ensemencement adhèrent pendant 24h dans du milieu MCDB complet. Ensuite les 

cellules sont traitées ou non avec de la cytosine arabinose à 1µM (inhibiteur du cycle 

cellulaire), avec les agonistes testés (diazoxide, pinacidil) et avec le BrdU pendant 24h. 

Le BrdU est un analogue de la thymidine et va s’incorporer à l’ADN lors de la réplication des 

cellules. Nous utilisons le kit de prolifération cellulaire DELFIA inducer (perkin elmer). 



 
 

 

Après fixation des cellules et 

ajout de l’anticorps anti-BrdU 

couplé à un fluorochrome, le 

taux de prolifération des 

cellules va être mesuré par 

l’intensité de fluorescence 

observée à 450 nm. 

8.5. Test de migration des CML-APs et des CE-APs 

Nous utilisons la technique de wound healing assay pour analyser la migration des cellules. 

Nous utilisons des inserts en silicone (IBIDI®) dans lesquels sont ensemencés 1x104 CML-APs 

et 2x104 CE-APs. Les cellules sont incubées 24h avec 1µM de cytosine arabinose pour bloquer 

la prolifération cellulaire et nous permettre d’observer uniquement la migration cellulaire. Les 

inserts sont ensuite retirés du milieu complet et les différents agonistes testés sont ajoutés 

(diazoxide, pinacidil). Des photos sont réalisées à différents temps pour visualiser l’évolution 

de la migration des cellules. (T15-T21 pour les CML-APs, T2-T8 pour les CE-APs). 

8.6. Mesure du potentiel de membrane des mitochondries par la sonde TMRE 

Les CML-APs sont mises en culture dans des boites à fond de verre. Elles sont traitées avec les 

différentes molécules testées ou siRNA. Les cellules sont ensuite mises en présence de la 

sonde TMRE (tetra-methylrhodamine éthyl) à 10nM pendant 1 minute. Les cellules sont 

ensuite rincées et la fluorescence est analysée au microscope confocal. La sonde TMRE va 

pénétrer dans les mitochondries. Elle est chargée positivement, elle peut donc s’accumuler 

dans les mitochondries chargées négativement, c’est-à-dire dont la membrane est 

hyperpolarisée. Ainsi, plus les membranes mitochondriales sont dépolarisées, moins le 

Figure 39 Schéma représentatif du test de prolifération cellulaire 
par incorporation de BrdU 

Figure 40 Schéma représentatif du test de migration par wound healing assay avec des inserts IBIDI© 



 
 

marquage de la sonde TMRE sera intense. La sonde TMRE est excitée à 549nm et émet à 

575nm. 

9. Biologie Moléculaire 

9.1. Expression protéique 

9.1.1. Extraction protéique 

Les protéines de poumons, de cœurs et APs de rats et humaines sont extraites ainsi que les 

CML-AP et CE-APs humaines pour étudier l’expression protéique par western blot.  

Les lysats protéiques de ces différents échantillons sont préparés dans le tampon de lyse 

cellulaire suivant : IgPal 1%, Tris-HCl 20 nM, NaCl 137nM, Glycerol 10%, EDTA 2mM, Na2VO4 

1mM, Aprotinine 10µg/ml, Leupeptine 10µg/ml et des anti phosphatases et antiprotéases). 

Ce lysat protéique est ensuite agité pendant 1h à 4°C puis centrifugé pendant 10 minutes à 

10000rpm et le surnageant est récupéré.  

Pour les tissus, ils sont broyés avec le tampon de lyse dans des tubes gentleMACS et à l’aide 

du gentlMACS dissociator puis agités 1h à 4°C, centrifugés 10 minutes à 10000rpm et le 

surnageant est récupéré. Une fois que les protéines sont extraites, on dose les échantillons 

avec la méthode BCA (BiCinchroninic acid assay). 

9.1.2. Western blot 

Les échantillons sont ensuite préparés pour le western blot, on prépare le dépôt pour 40µg 

de protéines pour les tissus et 20µg pour les cultures cellulaires auquel on ajoute du tampon 

Laemmli 2X et du β-mercaptoéthanol qui est un agent réducteur qui va permettre de 

dénaturer les protéines. Les échantillons sont chauffés 3 minutes à 94°C.  

Les échantillons sont ensuite déposés ainsi qu’un marqueur de taille sur un gel précoulé de 

polyacrylamide avec un gradient 4%/15%. Le gel est placé dans une cuve d’électrophorèse 

avec un tampon de migration (10% tris Glycine, 1% SDS 10%, eau qsp). La migration des 

protéines est réalisée à voltage constant 200V pendant 40 minutes. Ensuite les protéines sont 

transférées sur une membrane de nitrocellulose dans une cuve de transfert et avec un tampon 

10% tris glycine, 20% d’éthanol 100% et eau qsp. Le transfert dure une heure à 100V. Après 

vérification de la présence des protéines avec du rouge ponceau, la membrane va être saturée 

afin de masquer les sites non spécifiques avec du PVA (Polyvynil alcohol 1X) pendant 3 

minutes. Après 3 lavages de 5 minutes au TBS-T (10% de TBS 10X (pour 1L 60.5g de tris, 87.6g 

de NaCl, eau qsp en ajustant le pH a 7.6), 0.1% de tween 20 et eau qsp) les membranes sont 



 
 

incubées avec l’anticorps primaire reconnaissant notre protéine d’intérêt. L’anticorps 

primaire est dilué selon les recommandations du fournisseur dans de la BSA 5% + TBS-T. 

L’incubation est réalisée pendant la nuit, le lendemain, trois lavages TBS-T sont réalisés puis 

la membrane est incubée avec l’anticorps secondaire couplé HRP (peroxydase) qui reconnait 

l’espèce de l’anticorps primaire pour se fixer dessus et dilué dans le lait 5% + TBS-T pendant 

une heure à température ambiante. 

Pour la révélation des protéines, de l’ECL 

(enhanced chemiluminescent) est 

déposé sur la membrane. La 

chimiluminescence est mesurée par le 

transilluminateur ChemiDoc. La quantité 

de protéine révélée est proportionnelle à 

l’intensité de la bande révélée. La 

protéine β-actine est révélée sur tous les 

westerns blot comme témoin de charge 

et chaque protéine révélée est donc 

normalisée avec l’intensité de la β-actine correspondante. 

9.2. Expression génique 

9.2.1. Extraction des ARNs 

Les ARNs sont extraits à partir de cellules ou de tissus. Pour l’extraction à partir de cellules, les 

boites sont rincées au PBS 1X puis on dépose 1ml de trizol, les boites sont grattées avec un 

râteau puis le liquide est récupéré dans un Eppendorf de 1.5ml. Pour les tissus, un morceau 

est placé dans un tube gentleMACS avec 1ml de trizol et les tissus sont broyés avec le 

gentleMACS dissociator. Après centrifugation des tubes, le surnageant est récupéré dans un 

Eppendorf de 1.5ml. 

Ensuite, du chloroforme est ajouté, les tubes sont vortexés puis après centrifugation la phase 

aqueuse contenant les ARNs est séparée de la phase organique et est ensuite placée dans un 

nouvel Eppendorf. Les ARNs sont ensuite précipités avec de l’isopropanol et centrifugés 

pendant 15 minutes à 12000 rpm. Le surnageant est éliminé et le culot est ensuite rincé avec 

de l’éthanol 75% et centrifugé. Cette opération est réalisée trois fois. Ensuite le culot est bien 

séché puis suspendu dans de l’eau stérile et ARNase free puis ils sont stockés à -80°C. 

Figure 41 Schéma représentant la technique de western 
blot 



 
 

Les ARNs sont ensuite dosés au nanodrop et leur pureté est vérifiée par le ratio d’absorbance. 

Le ratio A260nm/A280nm témoigne de la contamination en protéines et doit être supérieur à 

1.7. Le ratio A260nm/A270nm témoigne de la contamination en phénol et doit être supérieur 

à 1.2. 

9.2.2. Transcriptase inverse des ARNs 

Le kit QuantiTect Reverse Transcription de chez Qiagen est utilisé. Cette étape consiste à 

modifier les ARNs extraits en ADN complémentaire (ADNc). Premièrement une étape 

d’élimination de l’ADN génomique est réalisée afin de s’assurer d’avoir que des ARNs, on 

utilise des DNAses. Ensuite on va synthétiser l’ADNc en ajoutant la transcriptase inverse, un 

mélange d’amorces aléatoires et des polydT à nos échantillons (1µg d’ARN). La réaction se fait 

en 15 minutes à 42°C au thermocycleur. L’activité de l’enzyme est ensuite arrêtée en chauffant 

à 95°C pendant 3 minutes. 

9.2.3. RT-qPCR 

C’est la dernière étape qui va permettre de quantifier la quantité d’ADNc présent dans les 

échantillons. La qPCR est réalisée avec la technique Taqman. La qPCR se réalise en trois étapes 

qui vont se répéter pendant 40 cycles, une première étape de dénaturation à 95°C pendant 

15 secondes ou l’ADNc double brin va se séparer en simple brin. Une étape d’hybridation où 

les amorces spécifiques du gène d’intérêt ainsi que la sonde Taqman vont venir se fixer. La 

sonde Taqman est spécifique d’une région de notre gène d’intérêt et est composée d’un 

fluorophore d’une part et d’un suppresseur ou Quencher d’autre part. Le suppresseur bloque 

la fluorescence du fluorophore. Enfin la dernière partie consiste en l’élongation à 60°C 

pendant 1 minute des amorces grâce à la Taq polymérase, qui va aussi pouvoir dégrader la 

sonde Taqman grâce à son activité exonucléase de 5’ en 3’. Cela va séparer le fluorophore du 

suppresseur et il va alors y avoir émission d’une fluorescence. 



 
 

L’intensité du signal fluorescent sera alors proportionnelle à la quantité de copies synthétisées 

et donc au nombre d’ADNc de notre gène d’intérêt. La qPCR est ensuite analysée avec les Cts 

de chaque échantillon (threshold cycle) qui correspond au cycle à partir duquel l’intensité de 

fluorescence a atteint un seuil qui est 

fixé avant l’expérience et qui est le 

même pour tous les gènes analysés. 

Ce Ct est ensuite soustrait au Ct du 

gène de référence utilisé comme la β-

actine ou 18S. Ces gènes de référence 

permettent de normaliser le résultat 

obtenu par la quantité réelle d’ADNc 

de l’échantillon. On obtient alors un 

ΔCt, ce ΔCt va alors être soustrait à un 

échantillon de référence ce qui va 

permettre de comparer la différence 

d’expression de chaque échantillon et 

on obtient le ΔΔCt. Enfin la quantité 

relative de chaque échantillon est 

calculée avec l’équation 2- ΔΔCt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 42 Schéma représentatif des étapes de la qPCR avec la 
technique Taqman 



 
 

Exposé des travaux 
 

PROJET 1: Proteomic Analysis of KCNK3 Loss of Expression Identified 
Dysregulated Pathways in pulmonary Vascular Cells 

 

Auteurs : Le Ribeuz H, Dumont F, Ruellou G, Lambert M, Balliau T, Quatredeniers M, Girerd 

B, Cohen-Kaminsky S, Mercier O, Yen-Nicolaÿ S, Humbert M, Montani D, Capuano V, Antigny 

F 

État : Accpeté International Journal of molecular science 

doi: 10.3390/ijms21197400. 

1. Rationnel 

Depuis la découverte en 2013 de mutations dans le gène KCNK3 chez des patients atteints 

d’HTAP, il a été mis en évidence par l’équipe que la perte d’expression et fonction du canal 

KCNK3 n’était pas retrouvée seulement chez les patients atteints d’HTAP muté pour KCNK3, 

mais également chez les patients HTAPi, HTAPh (mutations BMPR2) ainsi que dans différents 

modèles expérimentaux d’HTP. De plus, l’équipe a également confirmé, en utilisant un modèle 

de rats mutés pour Kcnk3 que la perte de fonction de KCNK3/TASK1 favorise le développement 

de l’HTAP chez le rat, en induisant une vasonstriction des AP, une altération de la relaxation 

des AP dépendante de l’endothélium, une néomuscularisation des vaisseaux pulmonaires 

distaux. Il avait également été mis en évidence que la perte d’expression de KCNK3 par 

l’utilisation d’un siRNA entrainait une augmentation de la prolifération des CML-APs contrôles 

humaines ce qui était associé à une augmentation de la phosphorylation de ERK1/2, une 

augmentation d’expression de HIF1α et une dépolarisation de la membrane mitochondriale. 

Cependant, les mécanismes moléculaires liés à la perte d’expression ou de fonction de 

KCNK3/TASK1 et les conséquences phénotypiques n’étaient pas ou peu connus au niveau des 

CML-APs et CE-APs. 

 

 

 



 
 

2. Objectif de l’étude 

Le but de cette étude était d’identifier les conséquences moléculaires de la perte d’expression 

de KCNK3 dans les cellules vasculaires pulmonaires (CE-APs et CML-APs) en utilisant une 

approche de siARN et en réalisant ensuite une approche protéomique. 

3. Méthodes 

Les cellules utilisées sont issues de culture primaire venant de prélèvement pulmonaire de 

patients non HTAP dit contrôles qui sont des patients atteints de cancer du poumon et ayant 

subi une lobectomie. Le prélèvement est situé à distance de la zone cancéreuse. Les cellules 

ont été transfectées 72h avec un siContrôle ou siKCNK3 et la perte d’expression de KCNK3 a 

été mesurée par RT-qPCR. L’analyse de protéomique des échantillons cellulaires a ensuite été 

réalisée par chromatographie en phase liquide avec spectromètre de masse (LC-MS-MS). Puis 

une analyse bio-informatique a été réalisée sur les valeurs brutes afin d’éliminer de 

potentielles contaminations (trypsine, kératine...). L’analyse statistique a été réalisée avec 

MassChroqR ou la normalité et l’homogénéité des données ont été analysées. Les résultats 

ont été collectés en regroupant des familles de protéines. Un sous-groupe dans la famille 

présente un peptide spécifique unique. Chaque sous-groupe correspond à une protéine 

unique et les protéines sont caractérisées par leur numéro spectral. Deux analyses ont été 

réalisées par comptage du SC (spectral counting)(SC) ou par comptage des XIC (eXtracted Ion 

Current)et les résultats ont été additionnés. 

Nous avons ensuite sélectionné une valeure seuil pour ne garder que des protéines qui sont 

différentiellement exprimées à 1.5 ou -1.5 entre les conditions. 

Une analyse en composante principale (ACP) a été réalisée afin d’identifier des clusters 

d’expression protéiques entre les échantillons. Des western blots ont été réalisés sur 

différentes protéines mises en évidence par le LC-MS-MS afin de confirmer les résultats. Un 

volcano plot et une heat map ont également été réalisés pour mettre en évidence la présence 

d’un protéome diffèrent entre les groupes sicontrôles et siKCNK3 dans les CML-APs et CE-APs 

ontroles. 

Enfin, le logiciel Ingenuity pathway analysis (IPA)) nous a permis de mettre en évidence des 

voies canoniques et des fonctions biologiques dérégulées ainsi que des réseaux fonctionnels. 

 



 
 

4. Résultats 

Cette analyse protéomique, par la technique LC-MS-MS, des CML-APs et CE-APs traitées avec 

un siContrôle ou un siKCNK3 a révélé un total de 2676 protéines différentiellement exprimées 

dans les CE-APs entre la condition siCcontrôle et siKCNK3 et 1735 protéines dans les CML-APs 

entre le siCcontrôle et le siKCNK3. 1472 protéines sont communes aux deux types cellulaires. 

De plus, l’ACP a mis en évidence la présence de deux clusters distincts entre les CML-APs ou 

CE-APs traitées au siContrôle et celles traitées avec le siKCNK3. Cela révèle bien une différence 

de protéome en absence de KCNK3. Dans les CE-APs, nous avons mis en évidence 157 

protéines dont l’expression est augmentée en absence de KCNK3 et 247 protéines dont 

l’expression est diminuée. Dans les CML-APs nous avons identifié 111 protéines avec une 

expression augmentée et 154 avec une expression diminuée.  

Parmi ces dernières nous avons sélectionné les protéines, HMOX-1, EIF2AK2 (PKR) et IFIT3, 

afin de confirmer ces différences d’expression par Western blot.  

Avec le logiciel IPA nous avons pu identifier que la perte de KCNK3 dans les CE-APs entraine la 

dérégulation de 30 voies canoniques et 15 fonctions biologiques, la différence d’expression 

de 48 facteurs de transcription. Pour les CML-APs nous avons identifié que la perte de KCNK3 

avait un impact sur 14 voies canoniques et 9 fonctions biologiques et que cela altérait 

l’expression de 16 facteurs de transcriptions. 

Pour les CE-APs IPA nous a permis de mettre en évidence que la perte de KCNK3 entrainait 

une réduction de fonction de la voie EIF2 (eukariotic initiation factor 2 et une activation de la 

voie mTOR (mammalian target of rapamycin) et de la voie de la dégradation de la méthionine. 

La voie de signalisation EIF2 intègre diverses voies activées par un stress et entraine la 

régulation de certains ARNm. La signalisation mTOR est un régulateur de la croissance 

cellulaire en intégrant différents signaux de l’environnement. De plus, certaines fonctions 

biologiques ont également été retrouvées inhibées dans les CE-APs siKCNK3 comme l’épissage 

des ARNs, la transcription des ARNs, la mort cellulaire neuronal, la survie cellulaire et le 

catabolisme des protéines alors que la mort cellulaire et le métabolisme des lipides 

membranaires sont augmentés.  

Dans les CML-APs siKCNK3 nous avons identifié que la voie EIF2, la voie de biosynthèse des 

nucléotides de type purine et la voie de l’interleukine 8 (IL-8) sont réduites tandis que la voie 

du phosphoinositide 3-kinase/serine/threonine kinase Akt (PI3K/Akt) est activée. La voie de 



 
 

biosynthèse des nucléotides de type purine est une voie très conservée entre les espèces et 

participe au métabolisme cellulaire et au maintien de la structure de l’ADN et de la production 

d’ARN. L’IL8 est une cytokines pro inflammatoire et qui peut agir sur l’expression de différents 

gènes. La voie PI3K/Akt agit en tant que régulateur du cycle cellulaire et a déjà été décrite 

pour être surexprimée dans l’HTAP. De plus, la perte de KCNK3 dans les CML-APs est associée 

avec l’activation de fonctions biologiques comme la propagation cellulaire et leur changement 

de forme, la migration des cellules et la mort des cellules. 

Enfin, nous avons trouvé 53 protéines significativement dérégulées dans les CML-APs et CE-

APs siKCNK3. Les voies canoniques mises en évidence sont la voie NRF2 (nuclear factor 

erythroid 2-related factor 2) et la voie des interférons. La voie NRF2 est activée dans les 

cellules siKCNK3 et NRF2 est un facteur de transcription qui régule beaucoup de gènes 

impliqués dans la synthèse du gluthathion et du stress oxydant. La voie de signalisation des 

interférons est diminuée dans les CML-APs siKCNK3 et cette voie joue un rôle central dans la 

réponse immunitaire pour permettre de protéger les cellules contre une infection virale. 

5. Discussion 

Dans cette étude, nous avons pu mettre en évidence l’impact de la perte d’expression de 

KCNK3 sur le protéome des CML-APs et CE-APs. Nous avons découvert que certaines voies 

déjà connues pour être altérées dans l’HTAP l’était aussi par la perte de KCNK3 comme la voie 

PI3K/Akt, mTOR ou l’augmentation d’expression de HMOX-1 et l’inhibition de PKR. 

De plus, cette étude nous a également permis de mettre en évidence d’autres voies, moins ou 

non décrites dans la physiopathologie de l’HTAP comme la voie des interférons, de synthèse 

des purines, de EIF2 ou NRF2... 

Nous avions montré dans une précédente étude que la perte de KCNK3 était associée avec 

l’activation de ERK1/2, la stabilisation de HIF1α et la phosphorylation plus importante de Akt, 

entrainant l’augmentation de prolifération des CML-APs. Dans cette étude nous avons mis en 

évidence que la dérégulation de KCNK3 est associée à l’activation de grandes voies impliquées 

dans la prolifération et survie cellulaire comme mTOR et PI3K/Akt. Ces voies sont bien connues 

pour promouvoir le développement tumoral, et plusieurs études ont déjà émis le lien étroit 

entre le développement d’un cancer de l’HTAP(Boucherat et al. 2017).  

Dans les CE-APs et CML-APs transfectées avec le siKCNK3, nous avons mis en évidence la 

dérégulation de la grande voie de signalisation EIF2. EIF2 est un acteur de la voie de la réponse 



 
 

intégrée au stress (RIS). Pour retrouver une homéostasie cellulaire cette voie va activer la voie 

adaptée pour répondre au stress grâce à des RIS kinases (GCN2, PERK, HRI et PKR). Cela 

entraine l’activation d’un facteur de transcription (ATF4) qui peut entrainer l’expression de 

plusieurs protéines, dont HMOX-1. HMOX-1 est bien décrite pour pouvoir promouvoir la 

survie cellulaire en réponse à un stress oxydatif et est augmentée dans plusieurs types de 

cancers(Dulak et al. 2008). HMOX-1 peut aussi participer la transition endoMT et est aussi 

activée par un stress du RE et peut inhiber l’apoptose. De plus, NRF2 est un facteur de 

transcription qui promeut la réponse liée au stress oxydant. La perte de KCNK3 dans les CML-

APs et CE-APs est à l’origine d’une forte réponse des voies liées au stress oxydant. 

Dans cette étude nous avons découvert que dans les CML-APs et CE-APs transfectées avec le 

siKCNK3, plusieurs protéines IFIT (Interferon Iduced proteins with Tetratricopeptide) étaient 

diminuées (notamment IFIT1, IFIT3, IFIT6, IFITX). Ces protéines sont exprimées lors d’une 

infection virale. De même, KCNK3 est connu pour avoir un rôle dans la réponse virale 

notamment du VIH. Il a été montré que la surexpression de KCNK3 entraine la réduction de la 

sortie de particules virales par la protéine accessoire du VIH (Vpu). À l’inverse le Vpu peut 

entrainer une diminution du courant KCNK3(Hsu et al. 2004). Le VIH est un facteur de risque 

connu pour le développement de l’HTAP et nos résultats suggèrent que la perte de fonction 

de KCNK3 pourrait faciliter le développement de L’HTAP chez des patients infectés au VIH ou 

d’autres infections virales. 

Nous avons également mis en évidence une diminution de la voie de la dégradation de la 

méthionine dans les CE-APs siKCNK3. Cela suggère que la perte d’expression de KCNK3 

entraine l’augmentation de Méthionine (Met) ce qui peut entrainer l’activation de la voie 

mTOR, ce qui comme décrit plus haut peut avoir un impact sur le développement de l’HTAP. 

Un haut taux de Met peut également hypermethylé l’ADN et produire des effets épigénétiques 

indésirables(Gamen, Seeger, et Pullamsetti 2016). Notamment, il a été décrit dans l’HTAP qu’il 

y a une altération dans la méthylation de SOD2, qui est liée à la prolifération vasculaire 

pulmonaire et dont nous avons trouvé que son expression est réduite dans les CE-APs et CML-

APs siKCNK3. 

Enfin nous avons également mis en évidence que la perte d’expression de KCNK3 dans les CE-

APs et CML-APs entraine une activation de la glycolyse notamment par la réduction du 

glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD) qui est un important producteur de NADPH. Des 



 
 

études avaient mis en évidence une déficience en G6PD chez les patients atteints 

d’HTAP(Kurdyukov et al. 2018).  

6. Conclusions 

Pour conclure, cette étude a permis d’apporter de nouvelles connaissances sur les 

mécanismes et fonctions cellulaires dérégulées dans les cellules vasculaires pulmonaires (CE-

APs et CML-APs) par la perte d’expression de KCNK3. Ainsi, notre étude suggère que la 

dysfonction de KCNK3/TASK1 pourrait avoir des conséquences sur survie cellulaire, l’inhibition 

de l’apoptose, la migration/invasion des cellules, plusieurs voies connues pour entrainer le 

développement de cancers, mais également une diminution de la réponse à une infection 

virale, une augmentation des voies en réponse à divers stress (oxydant, métabolique.). Cela a 

donc permis de mettre en évidence de nouvelles voies pouvant être impliquées dans la 

physiopathologie de l’HTAP médiée par la perte d’expression de KCNK3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

PROJET 2: SUR1 as a new therapeutic target for pulmonary arterial 
hypertension 

 

Auteurs: Le Ribeuz H, Masson B, Capuano V, Dutheil M, Gooroochurn H, Böet A, Ghigna MR, 

De Montpreville V, Girerd B, Lambert M, Mercier O, Chung WK, Humbert M, Montani D, 

Capuano V, Antigny F 

 

Etat : Accpeté à American Journal of Respiratory Cells and Molecular Biology (AJRCMB) 

doi : 10.1165/rcmb.2021-0180OC 

 

1. Rationnel 

C’est en 2018 que Bohnen et al découvrent par whole exome sequencing, 12 mutations dans 

le gène ABCC8 chez des patients atteints d’HTAP. Ces patients sont plus jeunes au diagnostic 

que les patients atteints d’HTAPi. ABCC8 code pour SUR1, la sous unité régulatrice du canal K+ 

sensible à l’ATP intracellulaire (KATP), SUR1/Kir6.2. Des analyses fonctionnelles de ces 

mutations par patch clamp ont révélé que 6 d’entre elles engendraient une perte de fonction 

du canal SUR1/Kir6.2. Ce canal n’avait jamais été étudié dans la circulation pulmonaire, il est 

principalement connu pour être exprimé dans le cœur, dans le cerveau et dans les cellules β 

du pancréas. En effet, le canal SUR1/Kir6.2 permet de réguler la sécrétion d’insuline et des 

mutations de ABCC8 ou de KCNJ11 qui code pour Kir6.2 sont connues pour entrainer des 

maladies telles que l’hyperinsulinisme ou le diabète. Cette découverte représente le deuxième 

cas de canalopathie dans l’HTAP après KCNK3. Depuis d’autres mutations ont été découvertes 

et à ce jour il en a été retrouvé 25. 

Cependant, aucune étude n’a décrit l’expression et le rôle de ce canal dans les cellules 

vasculaires pulmonaires (CML-APs et CE-APs).  

 

 

https://doi-org.proxy.insermbiblio.inist.fr/10.1165/rcmb.2021-0180oc


 
 

2. Objectif de l’étude 

Le premier objectif de cette étude a été d’analyser l’expression du canal SUR1/Kir6.2 dans les 

poumons humains de patients contrôles et atteints d’HTAP, et plus précisément dans les CE-

APs et CML-APs. 

Le deuxième objectif a été de comprendre le rôle de ce canal dans les cellules vasculaires 

pulmonaires, notamment en regardant l’effet de l’activation ou de l’inhibition de ce canal in 

vitro sur la prolifération des CE-APs et CML-APs et également ex-vivo en regardant l’impact de 

cette activation sur les tonus des APs de rats contrôles et MCT et également dans les APs 

humaines de patients contrôles et HTAP. 

Puis le dernier objectif a été de déterminer si l’activation de ce canal in vivo dans plusieurs 

modèles animaux d’HTP, permettait d’atténuer le développement de la maladie 

3. Méthodes 

Nous avons réalisé des marquages immunohistochimiques sur coupe de poumons humains 

afin de visualiser l’expression et la localisation de SUR1 et Kir6.2 au niveau des APs. Des 

marquages par immunofluorescence ont également été réalisés pour évaluer la colocalisation 

de SUR1 et Kir6.2.  

Des expériences de Western blot ont été réalisées sur des échantillons de poumons et APs 

humaines contrôles et HTAP, ainsi que des échantillons de CE-APs et CML-APs isolés de 

patients contrôles et atteints d’HTAP. 

Pour les expériences in vitro, nous avons analysé la conséquence de l’activation de SUR1 par 

le diazoxide (100µM) sur la prolifération des CE-APs et CML-APs par un test d’incorporation 

du BrdU. 

Pour les expériences de myographe, nous avons évalué ex-vivo la réactivité vasculaire des APs 

de rats contrôles et MCTen présence de diazoxide (activateur de SUR1) ou de nateglinide 

(inhibiteur de SUR1) ou DMSO.Nous avons également analysé la conséquence de l’activation 

de SUR1 par le diazoxide sur les APs humaines de patients contrôles et atteint d’HTAP. 

De plus, nous avons également mesuré la relaxation des aortes de rats contrôles en présence 

des différents activateurs de SUR1 ainsi que du pinacidil (activateur de SUR2) et du DMSO. 

Enfin, nous avons réalisé des expériences in vivo sur des rats males wistar de 100g exposés à 

la MCT ou exposés à l’hypoxie chronique et traités au diazoxide (20mg/kg/jour) ou au NN414 

(1.5mg/kg/2xparjour) ou avec le DMSO en IP. 



 
 

4. Résultats 

Premièrement, nous avons démontré que les protéines SUR1 et Kir6.2 sont exprimées et que 

leurs expressions sont inchangées dans les poumons et APs de patients atteints d’HTAP. 

Ensuite, par immunohistochimie nous avons mis en évidence que SUR1 et Kir6.2 sont localisés 

au niveau des CE-APs et des CML-APs dans des coupes de poumons de patients contrôles et 

HTAP. De plus, par co-marquages nous avons montré que SUR1 et Kir6.2 sont co-localisés dans 

les CE-APs et CML-APs. 

Par western blot nous avons mesuré que l’expression de SUR1 est inchangée tandis que Kir6.2 

est augmentée dans les CML-APs de patients atteints d’HTAP. De la même manière, 

l’expression de SUR1 est inchangée dans les CE-APs de patients atteints d’HTAP tandis que 

l’expression Kir6.2 est diminuée. 

Nous avons mis en évidence que l’activation de SUR1/Kir6.2 entrainait une diminution de la 

prolifération des CML-APs et CE-APs contrôles. 

Par des expériences de myographe sur des APs de rats contrôles ou traités à la MCT, nous 

avons mis en évidence que l’activation de SUR1/Kir6.2 entraine un décalage vers la droite de 

la courbe de contraction médiée par la dose réponse au KCL et à l’U46619. De plus, l’inhibition 

de SUR1/Kir6.2 par le nateglinide entraine un décalagede contraction vers la gauche pour la 

dose réponse U46619. Enfin, nous avons mis en évidence que l’activation pharmacologique 

de SUR1 induit la relaxation des APs de la même manière chez les rats contrôles et les rats 

MCT. Enfin, nous avons montré que l’activation du canal par le diazoxide induit une relaxation 

des APs humaines isolées de patients contrôles et atteints d’HTAP. 

Finalement, par des expériences in vivo nous avons démontré que l’activation 

pharmacologique de SUR1 par le diazoxide (20mg/kg/jour) avec un traitement long (21J) dans 

le modèle MCT entrainait l’amélioration des paramètres hémodynamiques tels que les 

pressions sanguines systolique du VD (PVDs), le débit cardiaque et l’index de Fulton (ratio 

VD/VG+Septum) ainsi qu’une diminution du remodelage vasculaire pulmonaire et de la néo-

muscularisation des vaisseaux distaux pulmonaires. L’activation à court terme de SUR1 par le 

diazoxide (7jours) dans le modèle de rat MCT ou en hypoxie chronique induit une diminution 

des PVDs ainsi que la néo-muscularisation des vaisseaux pulmonaires distaux. 

Afin d’évaluer la « sureté » du diazoxide chez le rat, nous avons traité au diazoxide des rats 

contrôles pendant 21 jours et nous n’avons pas mesuré de différences hémodynamiques ni 



 
 

d’altérations des vaisseaux pulmonaires chez les rats traités au diazoxide par rapport aux rats 

traités au DMSO.  

Néanmoins, le diazoxide pouvant avoir d’autres cibles que SUR1, il peut notamment activer 

SUR2 à certaines concentrations, et il peut également affecter le potentiel de membrane des 

mitochondries. C’est pourquoi, nous avons testé d’autres molécules activatrices de SUR1 

connues pour être plus spécifiques telles que le VU0071063 et le NN414. Nous avons montré 

que ces deux autres activateurs de SUR1 induisent la relaxation des APs de rats contrôles de 

la même manière que le diazoxide. Enfin, le traitement à court terme (7J) avec le NN414 dans 

le modèle de rat MCT a permis d’améliorer tous les paramètres hémodynamiques et de 

diminuer la néo-musuclarisation des APs.  

5. Discussion 

Par l’utilisation de plusieurs approches, in vitro, ex vivo et in vivo, nous avons pu démontrer 

que premièrement le canal SUR1/Kir6.2 est exprimé dans les CML-APs et CE-APs humaines. 

Deuxièmement, l’expression de ce canal n’est pas diminuée dans le contexte de l’HTAP ainsi 

que dans trois modèles expérimentaux d’HTP chez le rat. Troisièmement, nous avons montré 

que SUR1/Kir6.2 contribue au tonus des APs humaines et de rats dans des conditions contrôles 

et pathologiques. Quatrièmement, l’activation pharmacologique de SUR1 in vivo par le 

diazoxide n’altère pas les paramètres hémodynamiques des rats contrôles, validant la sureté 

de la molécule chez le rat. Cinquièmement l’activation pharmacologique de SUR1 permet la 

réduction du développement de l’HTP dans deux modèles expérimentaux d’HTP chez le rat. 

SUR1 est connu pour s’assembler majoritairement avec Kir6.2, cependant il a été montré dans 

plusieurs tissus qu’il pouvait également s’associer avec Kir6.1. Nous avons regardé 

l’expression de Kir6.1 dans les poumons humains de patients atteints d’HTAP et dans les 

modèles expérimentaux de rats et n’avons pas observé de différences d’expression. SUR1 est 

également connu pour réguler le canal TRPM4 (transient receptor potential cation channel 

subfamily M member 4). Nous avons regardé l’expression de TRPM4 dans les poumons de 

patients atteints d’HTAP et de modèles expérimentaux d’HTP chez le rat et nous n’avons pas 

observé de modification de son expression. Cependant, nous pouvons supposer que SUR1 

s’assemble avec TRPM4 dans les vaisseaux pulmonaires et que des mutations d’ABCC8 dans 

l’HTAP peuvent modifier la fonction de TRPM4 dans les cellules vasculaires pulmonaires. 



 
 

Nous avons mis en évidence que l’activation de SUR1 dans les CE-APs et CML-APs pouvait 

réduire leur prolifération uniquement pour les cellules contrôles. Cela suggère que le rôle de 

SUR1 au niveau des APs est lié à la régulation du tonus vasculaire. De plus, nous avons 

démontré par des expériences de myographe sur APs de rats avec endothélium dénudé 

qu’environ 20% de la relaxation venant de l’activation de SUR1 est dépendante des cellules 

endothéliales d’AP. 

Il est connu que SUR1 et Kir6.2 sont exprimés dans le cœur humain. Il a été montré que des 

souris surexprimant SUR1 développent des arythmies et des fibrillations atriales(Flagg et al. 

2007). Il a également été démontré que des souris déficientes pour Kir6.2 ont une réduction 

de leur récupération cardiaque après un exercice et développement également des arythmies. 

Nous avons mis en évidence que l’ARNm de ABCC8 est réduit dans le VD de patients atteints 

d’HTAP et de rats MCT. L’ARNm de Kcnj11 est quant à lui réduit uniquement dans le VD de 

rats MCT. Au niveau protéique, SUR1 et Kir6.2 sont diminués dans le VD de rats MCT. 

Dans le VG nous n’avons pas observé de changement d’expression  de l’ARNm de ABCC8 et 

Kcnj11 bien que le niveau de protéines soit réduit dans le VG de rats MCT. Nous supposons la 

mise en place de mécanismes post transcriptionnel pouvant réguler négativement SUR1 et 

Kir6.2. Cette altération de l’expression de SUR1/Kir6.2pourrait avoir un impact sur la 

dysfonction ventriculaire droite observée dans l’HTAP néanmoins aucune étude n’a montré le 

rôle fonctionnel de ce canal au niveau du ventricule droit. 

Malgré les mutations d’ABCC8 mises en évidence chez les patients atteints d’HTAP, nous avons 

démontré que l’expression de SUR1 et Kir6.2 n’est pas altérée dans les poumons de patients 

atteints d’HTAP idiopathiques et héritables ainsi que dans les modèles animaux d’HTP. Cette 

découverte est assez surprenante puisque beaucoup de canaux K+ ont été retrouvés diminués 

dans l’HTAP comme plusieurs canaux Kv (Kv1..1 , Kv1.2, Kv1.5, Kv2.1)(Lambert, Capuano, et 

al. 2018). De plus, il a été décrit depuis 2013 18 mutations de KCNK3 chez les patients atteints 

d’HTAP. Il a également été démontré au laboratoire que la perte d’expression et de fonction 

de KCNK3 est un marqueur de l’HTAP, retrouvée dans plusieurs formes d’HTAP ainsi que dans 

différents modèles animaux d’HTP(Antigny et al. 2016). Cela montre la difficulté de pouvoir 

activer les canaux K+ dans l’HTAP puisque leur expression est généralement perdue et suggère 

que SUR1 n’étant pas affecté dans l’HTAP, pourrait être une cible thérapeutique intéressante. 

Des mutations ABCC8 sont la cause d’hyperinsulinisme chez l’homme. Ces patients sont traités 

avec du diazoxide. C’est pourquoi nous avons utilisé cet activateur de SUR1 pour étudier son 



 
 

rôle dans l’HTAP(Black 1968). De plus, une ancienne étude avait montré que l’adiministration  

de diazoxide à des patients atteints d’HTAP entrainait la réduction de la PAPm(N. S. Chan, 

McLay, et Kenmure 1987). De plus, nous avons démontré que l’exposition au diazoxide 21 

jours sur des rats contrôles n’altérait pas les paramètres hémodynamiques des rats exposés 

au diazoxide. 

Néanmoins, plusieurs cas ont été rapportés de nouveau-nés hyperinsulinemiques traités au 

diazoxide qui ont développé une HTAP réversible à l’arrêt du traitement(S. C. Chen et al. 2019). 

Une récente étude a montré qu’il existait une dose seuil ou le diazoxide pouvait être toxique. 

Cette étude suggère qu’un traitement des enfants hyperinsulinémiques en dessous de 

10mg/kg pourrait réduire ou arrêter les effets néfastes du diazoxide(Ohnishi et al. 2020). De 

plus, les potentiels effets indésirables du diazoxide pourraient également venir de son 

manque de spécificité pour SUR1. C’est pour cela que nous avons utilisé dans notre étude 

deux autres activateurs de SUR1, connus pour être plus spécifiques. L’étude de ces activateurs 

ex-vivo sur des APs de rats et in-vivo dans le modèle MCT nous a permis de démontrer que ces 

activateurs de SUR1 entrainent la vasorelaxation des APs de rats contrôles de la même 

manière que le diazoxide et que le traitement au NN414 de rats MCT améliore les paramètres 

hémodynamiques et diminue la néo-muscularisation des vaisseaux pulmonaires distaux. Ces 

résultats suggèrent ainsi que l’activation pharmacologique de SUR1 peut être une voie 

thérapeutique intéressante dans l’HTAP et que le NN414 pourrait être une molécule 

intéressante pour le traitement des patients atteints d’HTAP. 

6. Conclusions 

En conclusion, nous avons démontré que le canal SUR1/Kir6.2 contribue à la régulation du 

tonus vasculaire pulmonaire chez l’homme et le rat. L’expression de SUR1/Kir6.2 est 

maintenue dans les cellules vasculaires pulmonaires de patients atteints d’HTAP ainsi que 

dans les modèles expérimentaux d’HTP. De plus, nous avons montré que l’activation 

pharmacologique in vivo de SUR1, par le diazoxide réduit le développement de l’HTP dans 

deux modèles expérimentaux. L’utilisation du NN414, un activateur plus sélectif de SUR1, a 

également montré son effet bénéfique chez les rats MCT. Toute cette étude montre que 

l’activation de SUR1 pourrait être une cible intéressante dans l’HTAP. 
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PROJET 3: Involvement of SUR2/Kir6.1 in the physiopathology of 
pulmonary arterial hypertension 

 

Auteurs : Hélène Le Ribeuz, Bastien Masson, Mary Dutheil, Antoine Beauvais, Angèle Boët, 

Véronique Capuano, Olaf Mercier, Marc Humbert, David Montani, and Fabrice Antigny 

 

État : En préparation 

 

1. Rationnel 

Suite à notre étude sur le rôle de SUR1/Kir6.2 dans la physiopathologie de l’HTAP où nous 

avons démontré que l’activation de SUR1 dans l’HTAP pourrait être une voie thérapeutique 

intéressante, nous avons voulu déterminer si le KATP SUR2/Kir6.1 pouvait lui aussi être 

impliqué dans l’HTAP. En effet il est connu que la sous-unité SUR2B est présent au niveau des 

CMLs d’artères systémiques, mais pas au niveau des APs. De plus, dans notre précédente 

étude nous avons utilisé comme activateur de SUR1, le diazoxide qui a été démontré pour 

pouvoir également activer SUR2 suivant certaines concentrations. Comme décrit 

précédemment d’autres études ont déjà démontré l’impact de l’activation non spécifique des 

KATP dans les modèles de rats MCT et hypoxie chronique (nicorandil et iptakalim). 

 

2. Objectif de l’étude 

L’objectif de cette étude était de déterminer le rôle du KATP SUR2/Kir6.1 dans la 

physiopathologie de l’HTAP est étudiant son expression dans les cellules vasculaires 

pulmonaires humaines et dans les modèles animaux d’HTP, d’analyser in vitro l’impact de 

l’activation de ce canal sur les fonctions biologiques des CML-APs et CE-APs comme la 

prolifération et la migration. D’étudier ex-vivo le rôle de SUR2 dans la régulation du tonus des 

APs humaines et de rats et enfin d’évaluer in vivo le rôle de SUR2 sur le développement de 

l’HTP.  

 

 



 
 

1. Méthodes 

Nous avons réalisé des marquages par immunofluorescence sur des coupes de poumons 

humains contrôles et de patients atteints d’HTAP afin d’évaluer l’expression et la localisation 

de SUR2B, SUR2A et Kir6.1 au niveau vasculaire pulmonaire 

Par RT-qPCR nous avons mesuré l’expression de l’ARNm de ABCC9 et KCNJ8 dans les poumons 

et VD humains de patients contrôles et de patients atteints d’HTAP ainsi que dans les poumons 

de rats contrôles ou exposés à la MCT. 

Des expériences de Western blot ont été réalisées sur des échantillons protéiques de 

poumons et d’APs humaines contrôles et HTAP, ainsi que sur des échantillons de CE-APs et 

CML-APs de de patients contrôles et de patients atteints d’HTAP. Nous avons également 

réalisé des Western blots sur des échantillons de poumons, VG et VD de rats contrôles et 

exposés à la MCT.  

In vitro nous avons quantifié la prolifération des CE-APs et CML-APs par un test d’incorporation 

du BrdU en présence ou en absence de pinacidil (activateur de SUR2) à 10µM. Nous avons 

également analysé les conséquences de l’activation de SUR2 par le pinacidil sur la capacité 

migratoire des CE-APs et CML-APs par un test de wound healing. 

Ex vivo, nous avons analysé les conséquences de l’activation de SUR2 par le pinacidil sur le 

tonus artériel pulmonaire de rats contrôles ou exposés à la MCT. 

Nous avons analysé l’expression et la localisation SUR2B, SUR2A et Kir6.1 au niveau du VD et 

du VG de rats contrôles ou exposés à la MCT. Nous avons également mesuré la conséquence 

de l’activation de SUR2 sur la durée des potentiels d’actions de cardiomyocytes fraichement 

isolés de VD de rats contrôles par patch-clamp. 

Enfin, nous avons analysé les conséquences de l’activation de SUR2 in vivo par le pinacidil 

(1mg/Kg/jour) sur des rats contrôles ou exposées à la MCT. 

 

2. Résultats 

Les immunomarquages ont révélé que SUR2B, SUR2A et Kir6.1 sont bien exprimés au niveau 

des CE-APs et CML-APs de patients contrôles et de patients atteints d’HTAP. L’ARNm de ABCC9 

et KCNJ8 n’est pas modifié dans les poumons de patients atteints d’HTAP. Par Western blot, 

nous avons également démontré que l’expression protéique de SUR2B, SUR2A et Kir6.1 était 

similaire dans les poumons de patients atteints d’HTAP. Toujours par Western blot, nous 



 
 

avons montré que les expressions de SUR2A et SUR2B étaient inchangées dans les CE-APs 

isolées de patients atteints d’HTAP alors que l’expression de Kir6.1 était augmentée. Puis in 

vitro, nous avons montré que les CE-APs contrôles ont une prolifération diminuée en présence 

de pinacidil alors qu’il n’y a pas d’incidence sur la prolifération des CE-APs HTAP. Nous 

montrons également que l’activation de SUR2 n’a pas d’impact sur la migration des CE-APs 

contrôles et HTAP.  

Au niveau des CML-APs, par Western blot, nous montrons que l’expression de Kir6.1 est 

inchangée dans les CML-APs HTAP alors que l’expression de SUR2B tend à augmenter, mais 

de manière non significative, et que l’expression de SUR2A est augmentée. L’activation de 

SUR2 induit une diminution de la prolifération des CML-APs contrôles et HTAP et également 

une diminution de la capacité migratoire des CML-APs contrôles sans impacter celle des CML-

APs HTAP. 

Nous avons démontré ensuite que l’ARNm de ABCC9 est diminué dans les poumons de rats 

MCT tandis que l’expression de KCNJ8 est inchangée. Par western blot, nous montrons une 

forte diminution de l’expression de SUR2A dans les poumons de rats exposés à la MCT, tandis 

que l’expression de SUR2B est inchangée et celle de Kir6.1 est augmentée. Par des expériences 

de myographe nous avons analysé la contractilité des APs de rats contrôle et MCT et nous 

avons mis en évidence qu’en présence de pinacidil, la contraction des APs par la dose réponse 

KCL est retardée ce qui est associé à un EC50 augmenté. En réalisant une dose réponse au 

pinacidil sur des APs précontractées à l’U46619 nous avons observé une relaxation importante 

des APs contrôles et qui est augmentée dans les APs de rats exposés à la MCT, suggérant que 

la relaxation des APs MCT, induite par le pinacidil, provient de l’activation de SUR2B, SUR2A 

étant très diminuée dans les poumons MCT. 

Au niveau cardiaque, nos immunomarquages indiquent que SUR2B est peu exprimé dans le 

VD de rat contrôles, alors que Kir6.1 et SUR2A semblent être plus fortement exprimés.  

L’activation de SUR2 par le pinacidil dans les cardiomyocytes de rats contrôles entraine un 

raccourcissement de la durée de repolarisation du potentiel d’action a -60mV (repolarisation 

tardive).  

Par western blot, nous avons mis en évidence une diminution d’expression de SUR2A dans le 

VD de rat MCT et pas de différence d’expression de Kir6.1. Comme visualisé par 

immunofluorescence, l’expression de SUR2B n’est pas quantifiable dans le VD de rat contrôle 



 
 

et MCT. Par RT-qPCR nous avons observé que l’ARNm de ABCC9 et KCNJ8 était inchangé dans 

le VD de rats MCT. 

Finalement, nous avons analysé les conséquences de l’activation pharmacologique de SUR2, 

in vivo, avec le pinacidil (1mg/kg/jour) sur des rats exposés à la MCT. Un traitement préventif 

(J1-21) au pinacidil a permis d’améliorer les paramètres hémodynamiques tels que les PVDs, 

le débit cardiaque et les résistances pulmonaires. L’index de Fulton était également réduit 

comparé aux rats MCT traités au DMSO. Nous avons pu observer une diminution du 

remodelage vasculaire et de la neomuscularisation des APs. Au niveau du VD nous avons 

également observé une amélioration de la fibrose cardiaque des rats MCT traités au pinacidil. 

Ensuite, nous avons réalisé la même expérience sur un protocole court de traitement au 

pinacidil (7jours) de j14 à j21 après l’injection de MCT. Les résultats ont démontré une 

amélioration des PVDs, mais pas du débit cardiaque, ainsi qu’une amélioration des résistances 

vasculaires pulmonaires et du fulton. Le remodelage vasculaire était également diminué tout 

comme la neomuscularisation.  

Pour finir le traitement de rats contrôles au pinacidil pendant 21 jours a permis de démontrer 

la relative « sureté » de cette molécule, car nous n’avons seulement observé une 

augmentation du rythme cardiaque chez les rats exposés au pinacidil sans altération des 

paramètres hémodynamiques du VD ni de remodelage des APs.  

3. Discussion 

Dans cette étude nous avons montré que SUR2B, SUR2A et Kir6.1 sont exprimés dans les CML-

APs et CE-APs et que l’activation de SUR2 diminue la proliferation et migration des CML-APs 

contrôle. Nous avons également démontré que SUR2/Kir6.1 contribue au tonus des APs 

isolées de rats contrôles et MCT. Au niveau cardiaque, nous avons montré que SUR2A et Kir6.1 

sont exprimés dans le VD de rat et que le canal SUR2A/Kir6.1 contribue à la repolarisation du 

potentiel d’action des cardiomyocytes du VD. Enfin, le traitement in vivo au pinacidil de rats 

contrôles a prouvé la relative « sureté » de cette molécule chez le rat et le traitement en 

préventif et curatif au pinacidil de rats MCT a permis de réduire le développement de l’HTP 

chez le rat. 

SUR2A et SUR2B présentent 99% d’homologie, cependant ils sont décrits pour être exprimés 

dans des tissus différents et ils n’ont pas les mêmes sensibilités à l’ATP, ni à certaines 

molécules activatrices ou inhibitrices. SUR2A est décrit pour être très exprimé dans le tissu 



 
 

cardiaque, le muscle squelettique et le cerveau(Zhou et al. 2012). SUR2B quant à lui est 

principalement décrit pour être exprimé au niveau vasculaire systémique, dans plusieurs types 

d’artères et de veines et dans le muscle squelettique(L. Li, Wu, et Jiang 2003). Nous avons 

montré dans cette étude que SUR2B, SUR2A et Kir6.1 sont bien présents dans les poumons 

humains et de rats ainsi que dans les CML-APs et CE-APs humaines. SUR2B et SUR2A sont 

associés le plus souvent avec Kir6.1, mais ils peuvent également s’associer avec Kir6.2. Nous 

avons précédemment montré que Kir6.2 est exprimé dans les CML-APs et CE-APs de patients 

contrôles et qu’il est augmenté dans les CML-APs HTAP. Nous pouvons supposer qu’au niveau 

des vaisseaux pulmonaires SUR2A et SUR2B peuvent également s’associer avec Kir6.2 ce qui 

pourrait entrainer des modifications de leurs propriétés électrophysiologiques, et avoir un 

rôle important dans le contexte de l’HTAP, car nous avons précédemment démontré 

l’augmentation de l’expression de Kir6.2 dans les CML-APs HTAP. 

Au niveau cardiaque, il est connu que SUR2A, SUR2B et Kir6.1 sont exprimés dans le VG, mais 

aucune d’étude n’a étudié leur localisations et expressions dans le VD. Nous avons démontré 

que SUR2B est très faiblement exprimé, ce qui suggère une association SUR2A/Kir6.1 dans le 

VD. Dans le VG, SUR2A et SUR2B sont localisés au niveau des mitochondries ce qui confirme 

leur rôle de cardioprotection. La contribution de SUR2A/Kir6.1 au potentiel d’action des 

cardiomyocytes et son role au niveau des mitochondries pourrait jouer un rôle de 

cardioprotection chez les rats MCT. Néanmoins, nous avons mis en évidence que l’expression 

de SUR2A est diminuée dans le VD des rats MCT. Il serait intéressant de regarder si l’activation 

du canal par le pinacidil peut réussir à modifier la durée du potentiel d’action de 

cardiomyocytes de VD de rats MCT.  

Récemment, des mutations gain de fonction dans le gène ABCC9 ont été identifiées pour être 

la cause du syndrome de Cantu, une maladie caractérisée par une hypertrichose, une 

osteochondroplasie et plusieurs anomalies cardiaques comme une cardiomégalie, des 

vaisseaux dilatés et tortueux et une effusion péricardique. Certains patients développent 

également une HTP(Harakalova et al. 2012; McClenaghan, Woo, et Nichols 2019). Le 

mécanisme physiologique aboutissant à cette HTP est complexe et pas totalement élucidé. La 

principale hypothèse serait que cette suractivation de SUR2/Kir6.1 entraine une forte 

relaxation des artères systémiques et une hypotension. Ce premier phénotype va amener à 

un mécanisme compensatoire du cœur qui va augmenter son débit cardiaque, ce qui entraine 

à terme une hypertrophie du cœur et pouvant aller jusqu’à augmenter les pressions dans l’AP. 



 
 

Certains patients développent également une HTP liée à leur cardiopathie du cœur gauche 

(HTP du groupe 2). Néanmoins, nous n’avons observé aucune altération hémodynamique ni 

de défaut du cœur chez des rats contrôles exposés 21 jours au pinacidil.  

4. Conclusion 

Pour conclure nous avons mis en évidence que l’activation pharmacologique de SUR2 réduit 

la prolifération des CML-APs isolées de patients atteints d’HTAP et entraine une relaxation des 

APs de rats contrôles, mais également traités à la MCT ce qui montre que le canal est toujours 

fonctionnel en condition pathologique.  

De plus, nous montrons que l’activation de SUR2 in vivo réduit le phénotype HTP des rats 

exposés à la MCT. Ces résultats font de SUR2, une cible intéressante pour le traitement de 

l’HTAP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 

 



 
 

 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

Conclusion générale 
 

L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) est une maladie cardio-pulmonaire rare et sévère 

qui s’initie par l’obstruction progressive des artères pulmonaires de petit calibre (<500µm). 

Cette obstruction est dûe à un remodelage progressif de la paroi vasculaire et une 

vasoconstriction anormale des APs. Ce remodelage résulte de la dysfonction des CE-APs et 

CML-APs dont plusieurs processus cellulaires et moléculaires vont être altérés comme la 

balance prolifération/apoptose, la migration, la contraction, l’inflammation...Tout ceci 

conduit à une augmentation des pressions vasculaires pulmonaires, une hypertrophie du 

ventricule droit puis à terme à une défaillance cardiaque. 

Une vingtaine de gènes ont été identifié comme muté chez des patients atteints d’HTAP et 

deux de ces gènes codent pour un canal potassique. Il s’agit de KCNK3 et ABCC8. 

Pour KCNK3 c’est depuis 2013 que des mutations ont été découvertes et depuis plusieurs 

études ont mis en évidence que ces mutations entrainaient une perte de fonction du canal et 

que cette perte de fonction est un marqueur de l’HTAP, retrouvé chez des patients atteints 

d’HTAPi ou HTAPh ainsi que dans plusieurs modèles animaux d’HTP. Durant ma thèse, j’ai 

voulu comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires impactés par une perte 

d’expression et de fonction de KCNK3. Par une analyse de protéomique sur des CML-APs et 

CE-APs contrôles transfectées avec un siKCNK3 ou un siContrôle j’ai pu mettre en évidence 

que la perte de KNCK3 entrainait notamment dans ces cellules une activation des voies de 

survie cellulaire et de migration/invasion cellulaire ainsi que l’activation de voies en réponse 

à divers stress comme le stress métabolique ou oxydant. D’autre part nous avons également 

observé une altération des voies de l’apoptose ainsi que des voies de réponse à une infection 

virale. Cette étude a permis de confirmer l’implication de KCNK3 dans la dérégulation de 

certaines voies déjà connues pour être impliquées dans la pathogenèse de l’HTAP ainsi que de 

découvrir l’implication de nouvelles voies qui semblent pouvoir jouer un rôle dans le 

développement de la maladie.  

 

C’est en 2018 que des mutations dans le gène ABCC8 ont été découvertes chez des patients 

atteints d’HTAP. ABCC8 code pour la protéine SUR1, sous unité régulatrice du canal potassique 

KATP, SUR1/Kir6.2. L’analyse de ces mutations démontre une perte de fonction du canal. 



 
 

Durant ma thèse, je me suis intéressée au rôle de ce canal dans la physiopathologie de l’HTAP 

et nous avons mis en évidence que SUR1/Kir6.2 était bien exprimé dans le tissu vasculaire 

pulmonaire des patients contrôles, mais aussi des patients atteints d’HTAP. J’ai également 

démontré in vitro que l’activation de SUR1 avec le diazoxide permettait de réduire la 

prolifération des CML-APs et CE-APs contrôles. Par des expériences de myographe j’ai mis en 

évidence l’implication de ce canal dans la régulation du tonus vasculaire pulmonaire chez le 

rat et l’homme. Pour finir, l’activation du canal in vivo dans deux modèles animaux (MCT et 

hypoxie chronique) permet d’atténuer le développement de la maladie ce qui suggère que 

SUR1 pourrait être une cible thérapeutique intéressante dans l’HTAP.  

 

 

La famille des KATP comprend également un autre canal, SUR2/Kir6.1. SUR2 présente une 

grande homologie avec SUR1, mais présente néanmoins des propriétés et une expression 

différente. C’est pourquoi, durant ma thèse j’ai également voulu étudier le canal SUR2/Kir6.1, 

afin de déterminer s’il contribue au développement de l’HTAP. Nous avons pu démontrer que 

ce canal est bien présent dans les cellules vasculaires pulmonaires et que son expression n’est 

pas perdue chez les patients atteints d’HTAP. J’ai montré que l’activation de SUR2 avec le 

pinacidil entraine une diminution de la prolifération des CE-APs et CML-APs contrôles ainsi 

qu’une diminution de la capacité migratoire des CML-APs contrôles. Ex vivo, l’activation de 

SUR2 induit également une forte relaxation des APs de rats contrôles et MCT. Enfin in vivo, 

l’activation de SUR2 avec le pinacidil dans le modèle de rat MCT a entrainé l’amélioration des 

Figure 43 Schéma récapitulatif du rôle de SUR1 dans la physiopathologie de l'HTAP 



 
 

pressions systoliques du ventricule droit ainsi que le remodelage vasculaire pulmonaire. Toute 

cette étude permet de conclure que le canal SUR2/Kir6.1 joue bien un rôle dans la régulation 

du tonus vasculaire pulmonaire et que son activation peut atténuer le développement de 

l’HTAP. 

Plus globalement les KATP sont des cibles intéressantes pour le traitement de l’HTAP, car nous 

avons mis en évidence que leur expression n’est pas altérée dans l’HTAP comparé à d’autres 

canaux potassiques comme KCNK3 par exemple. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Perspectives 
 

Concernant le projet sur l’analyse protéomique de la perte de KCNK3 dans les cellules 

vasculaires pulmonaires, nous avons pu mettre en évidence que plusieurs fonctions 

biologiques étaient dérégulées et notamment certaines sont déjà connues dans l’HTAP 

comme la prolifération, la résistance a l’apoptose, la migration, l’inflammation...Néanmoins 

d’autres voies ont également été mises en évidence telles que la voie NRF2 impliquée dans le 

stress oxydant, la voie des interférons impliquée dans la réponse immunitaire, la voie de 

dégradation de la méthionine...  

Nous aimerions par la suite regarder dans les CML-APs et CE-APs si ces grandes voies 

biologiques dérégulées sont bien altérées avec la perte de KCNK3. Au laboratoire il avait déjà 

été mis en évidence une augmentation de la prolifération des CML-APs transfectées avec le 

siKCNK3(Lambert et al. 2019). De plus, nous aimerions analyser d’autres processus biologiques 

comme la migration et l’apoptose dans les CML-APs et CE-APs transfectées avec le siKCNK3. 

De plus, l’analyse protéomique a révélé que la perte de KCNK3 pouvait activer la voie de la 

glycolyse par la réduction d’expression du G6PD. Nous pourrions analyser la production d’ATP 

des CML-APs et CE-APs siKCNK3 afin de déterminer s’il y a un switch de production d’ATP vers 

la glycolyse. De plus, l’analyse protéomique a également mis en évidence une diminution de 

plusieurs IFIT, exprimés lors d’une infection virale, ainsi que l’altération d’expression de 

plusieurs cytokines. Nous pourrions doser l’expression de plusieurs cytokines et chimiokines 

produites par les CML-APs et CE-APs transfectées avec le siKCNK3 afin de mettre en évidence 

comment la perte de KCNK3 peut elle induire un processus inflammatoire.  

 

Après la découverte de mutations KCNK3 chez des patients atteints d’HTAP, plusieurs études 

du laboratoire ont mis en évidence que la perte d’expression et de fonction de KCNK3 était un 

marqueur de la maladie et que cette dysfonction est retrouvée dans plusieurs groupes d’HTAP 

ainsi que dans les modèles animaux d’HTP. C’est pourquoi la réexpression de KCNK3 pourrait 

être une thérapie intéressante. La thérapie génique est un outil de plus en plus testé en 

laboratoire et le nombre d’essais cliniques avec cette technologie est en forte hausse, 

notamment pour le traitement des cancers et des maladies cardiovasculaires. Pour réexprimer 

KCNK3 nous pourrions utiliser un virus adéno associé (AAV) contenant l’ADN de KCNK3 et 



 
 

l’adiministrer à des modèles de rats HTP afin d’analyser si la réexpression de KCNK3 peut 

permettre de réduire le développement de la maladie. 

 

Nos études sur les canaux KATP SUR1/Kir6.2 et SUR2/Kir6.1 ont permis de révéler le 

rôle de ces canaux sur le tonus vasculaire pulmonaire ainsi que sur la prolifération des CML-

APs et CE-APs et qu’ils pouvaient être des cibles intéressantes dans l’HTAP. Néanmoins nous 

n’avons pas étudié les mécanismes moléculaires qui peuvent être liés à l’activation de ces 

canaux. Il serait intéressant de regarder si l’activation des canaux par le diazoxide ou le 

pinacidil a un impact sur les voies de prolifération cellulaire comme la voie des MAPkinases et 

voie PI3K/Akt. Nous pourrions par western blot analyser l’expression de ces voies dans des 

cellules traitées avec le diazoxide ou le pinacidil. De plus, nous pourrions également mesurer 

l’expression de protéines impliquées dans les voies d’apoptose, de migration ou 

d’angiogenèse afin de comprendre quelles sont les fonctions biologiques régulées par ces 

canaux. 

De plus, les canaux KATP sont connus pour être sensibles à l’ATP intracellulaire. En 

effet, une augmentation de production d’ATP par la cellule a pour impact la fermeture de ces 

canaux. Dans l’HTAP, il a déjà été démontré qu’il y a une altération de la production d’ATP 

mitochondriale ce qui entraine une augmentation de production d’ATP par la voie de la 

glycolyse. Il serait intéressant de regarder la production d’ATP de CML-APs et CE-APs HTAP et 

contrôles traitées avec du diazoxide et pinacidil.  

De plus, nous savons que SUR1 s’associe majoritairement avec Kir6.2 et que SUR2 

s’associe plutôt avec Kir6.1, néanmoins il est connu que chacun des SUR peut réguler les deux 

canaux Kir. Il serait intéressant de regarder au niveau des cellules vasculaires pulmonaires les 

associations possibles par des expériences de co-immunoprécipitation. Nous pourrions 

également voir si SUR1 s’associe avec le canal cationique TRPM4 comme il a été démontré au 

niveau cérébral(Woo et al. 2020). Pendant ma thèse, j’ai pu démontrer que TRPM4 était bien 

exprimé dans les poumons de patients contrôles et de patients atteints d’HTAP ainsi que dans 

les modèles animaux d’HTP, néanmoins nous ne savons pas si dans les CML-APs et CE-APs il 

se co-assemble avec SUR1 et si le diazoxide peut entrainer son activation. 

 

Par des expériences de myographe, j’ai mis en évidence que l’activation de SUR1 et de SUR2 

sur des APs de rats contrôles et MCT entrainait une relaxation importante. De plus, l’activation 



 
 

de ces canaux par le diazoxide ou le pinacidil in vivo, dans le modèle de rat MCT entrainait la 

réduction du développement de l’HTP. C’est pourquoi il serait intéressant d’activer in vivo à la 

fois SUR1 et SUR2 en traitant des rats MCT au diazoxide et au pinacidil afin d’analyser si leurs 

effets peuvent s’additionner et entrainer une réduction encore plus importante du phénotype 

HTP que l’administration seule de diazoxide ou pinacidil. 

 

Il existe des modèles de souris KO pour Sur1 et Sur2, mais dans ces modèles les conséquences 

de ce KO au niveau vasculaire pulmonaire n’ont pas été étudiées. Une perspective 

intéressante pour mieux comprendre le rôle des KATP dans l’HTAP serait de créer des KO de 

Abcc8 et/ou Abcc9 chez le rat et de pouvoir induire ce KO de manière spécifique dans les CML-

AP et/ou CE-APs afin de ne pas visualiser les conséquences de cette perte au niveau cardiaque 

ou bien au niveau du pancréas. Ces KO spécifiques pourraient nous permettre de visualiser le 

rôle de ces canaux sur les cellules vasculaires pulmonaires, ce qui permettrait de déterminer 

si leur perte favorise le développement d’un remodelage vasculaire pulmonaire et le 

développement de l’HTAP. 
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  Titre : Comprendre le rôle des canaux potassiques KCNK3-TASK-1 et KATP dans la pathogenèse de l’hypertension          
artérielle pulmonaire 
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Résumé : L'hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) 
est une maladie cardio-pulmonaire dévastatrice due à 
une obstruction progressive des artères pulmonaires 
distales (<500 µm de diamètre) entraînant 
l’augmentation des résistances vasculaires pulmonaires 
et puis d’une insuffisance cardiaque droite. 
À ce jour il a été décrit une vingtaine de gènes mutés 
chez des patients HTAP dont 2 sont des canaux 
potassiques : KCNK3 et ABCC8. 
Il a été mis en évidence que les mutations dans le gène 
KCNK3 entrainaient une perte de fonction du canal. De 
plus notre équipe a démontré que cette perte de KCNK3 
est un marqueur du développement de l’HTAP 
puisqu’on le retrouve dans plusieurs formes d’HTAP 
ainsi que dans les modèles animaux d’HTP. Durant ma 
thèse je me suis intéressée à mettre en évidence 
l’implication de la perte de fonction de KCNK3 en 
réalisant une analyse  

protéomique des CML-APs et CE-APs traitée avec un 
siKCNK3 comparée au siControle. Cette analyse nous a 
permis de mettre en évidence plusieurs voies de 
signalisation et fonctions biologiques dérégulées par la 
perte de KCNK3.  
D’autre part la découverte en 2018 dans des patients 
HTAP de mutations du gène ABCC8 codant pour la sous-
unité SUR1 du canal potassique KATP SUR1/Kir6.2 nous a 
conduit à étudier ce canal dans la physiopathologie de 
l’HTAP. De par des expériences in-vitro, ex-vivo et in-vivo, 
nous avons mis en évidence l’intérêt thérapeutique de 
SUR1 dans l’HTAP. Pour finir, nous avons également 
voulu déterminer le rôle du KATP SUR2/Kir6.1 qui 
présente une grande homologie avec SUR1/Kir6.2. Notre 
étude sur ce canal a permis de démontrer que l’activation 
de ce canal dans le système vasculaire pulmonaire 
pouvait atténuer le développement de l’HTAP. 
 

 

 

  

  Title : To decipher the role of potassium channels KCNK3/TASK-1 and KATP in the pathogenesis of pulmonary arterial 
hypertension 

  Keywords : Pulmonary arterial hypertension, KCNK3, KATP, potassium channel 

Abstract : Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a 
devastating cause of PH due to a progressive narrowing 
of the distal pulmonary arteries (<500 µm in diameter) 
resulting in high pulmonary vascular resistance and 
right heart failure. To date, about twenty genes have 
been described as mutated in PAH patients, among 
them there are two potassium channels: KCNK3 and 
ABCC8. It has been shown that mutations in KCNK3 gene 
lead to a loss of function of the channel. Moreover, our 
team demonstrated that this loss of KCNK3 is a hallmark 
of PAH development since it was found in several PAH 
forms as well as in animal models of PH. 
During my thesis, i was interested in highlighting the 
implication of the loss of function of KCNK3 by 
performing proteomic analysis in PASMCs and PAECs 
treated with a si KCNK3 compared to the si Control.  

This analysis allow us to highlight several signalling 
pathways and biological pathways deregulated by KCNK3 
loss of function. 
On the other hand, the discovery in 2018 in PAH patients 
of mutations on ABCC8 gene coding for the SUR1 subunit 
of the KATP SUR1/Kir6.2 potassium channel led us to 
study this channel in the pathophysiology of PAH. 
Through in-vitro, ex-vivo and in-vivo experiments, we 
have highlighted the therapeutic interest of SUR1 in PAH. 
Finally, we also wanted to determine the role of the KATP 
SUR2/Kir6.1 which share a great homology with 
SUR1/Kir6.2. Our study on this channel allowed us to 
demonstrate that the activation of this channel in the 
pulmonary vascular system could attenuate the 
development of PAH. 

 

 

 




