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ABREVIATIONS 

ABC8 : ATP-binding cassette 8  

ABCG2 : ATP-binding cassette super-family G member 2   

Ac : Anticorps 

ACVRL1 : Activin receptor-like kinase 1 

ADNc : Acide désoxyribonucléique complémentaire 

AEC2 : Alveolar Epithelial Cell type 2 

ALK : Activin receptor like 

AML1-like : Acute myeloid leukemia 1-like 

AMPc : Adénosine monophosphate cyclique 

AR : Amphiregulin 

ARNm : Acide ribonucléique messager 

αSMA : alpha smooth muscle actin 

ATP : Adenosine triphosphate 

Bcl-xL : B-cell lynmphoma-extra large 

β-gal : β-galactosidase  

BMP : Bone morphogenetic protein 

BMPR2 : Bone morphogenetic protein receptor type 2 

BTC : Beta-cellulin 

CaSR : Calcium sensor receptor 

CAV1 : Caveolin 1 

CCL2/5 : Chemokine ligand 2/5 

CCR2/5 : Chemokine receptor 2/5 

CD31/34/44/45/73/90/133 : Cluster of differenciation 31/34/44/45/73/90/133 

CE(s) : Cellule(s) endothéliale(s) 

CFU-F : Colony-forming-unit fibroblast  

c-kit : Tyrosine-protein kinase Kit 

CML(s) : Cellule(s) musculaire(s) lisse(s) 

CNN1 : Calponine 

CPE : Cellule progénitrice endothéliale 
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CS : Cellule souche 

CSM : Cellule souche mésenchymateuse 

CX3CL1 (fractalkine) : chemokine [C-X3-C motif] ligand 1  

CXCR7 : C-X-C chemokine receptor 7 

CYP3A4 : Cytochrome P450 3A4 

DDAO-G : 9H-(1,3-Dichloro-9,9-Dimethylacridin-2-One-7-yl) β-D-Galactopyranoside 

DEP-1 : Density-enhanced phosphatase 1 

DMEM : Dulbecco/Vogt modified Eagle's minimal essential medium 

Dock180 : Dedicator of cytokinesis 

EBM2 : Endothelial Cell Growth Basal Medium-2 

ECE : Enzyme de conversion de l’endothéline 

EC-SOD : Extracellular superoxyde dismutase 

EdU : Ethynyl-déoxyuridine 

EGF : Epidermal growth factor 

EndoMT : Transition endothélio-mésenchymateuse 

eNOS : Endothelial NO synthase 

ER : Estrogen receptor 

ET-1 : Endothéline 1 

ETA, ETB1, ETB2 : Endothelin receptor de type A, B1, B2 

ETT : Echocardiographie par voie transthoracique 

Etv6 : ETS variant transcription factor 6 

FACS : Fluorescence activated cell sorting 

FGF2 : Fibroblast growth factor 2 

FGFR2 : Fibroblast growth factor receptor 2 

FIP1L1 : Factor Interacting With PAPOLA And CPSF1 

Gal3 : Galectine 3 

GIST : Tumeur stromale gastro intestinale  

GMPc : guanosine monophosphate cyclique 

H : Hypoxie 

HB-EGF : Heparin-binding EGF-like growth factor 

HBSS : Hanks' Balanced Salt Solution 
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HC : Hypoxie chronique 

HER : Human epidermal growth factor receptor 

HIF-1α/β : Hypoxia inducible factor 1α/β 

HP : Hypertension pulmonaire 

HTAP : Hypertension artérielle pulmonaire 

HTAPh : Hypertension artérielle pulmonaire héréditaire 

HTAPi : Hypertension artérielle pulmonaire idiopathique 

HUVEC : Human Umbilical Vein Endothelial Cells 

ICAM-1 : InterCellular Ahesion Molecule 1 

ICM : Institut du Cerveau et de la Moelle 

Ig : Immunoglobuline 

IL1-β /6 : Interleukin 1 beta / 6 

IP : Prostaglandine receptor 

i.p : Intra péritonéale 

IRESnLacZ : Internal Ribosome Entry Site nuclear β-galactosidase 

KCNK3 : Potassium channel subfamily K member 3 

KDR : Kinase insert domain receptor 

KLF4 : Kruppel like factor 4 

K2P : Canal potassique à 2 domaines P 

LRP1 : Low density lipoprotein Receptor-related Protein 1 

MAPK : Mitogen-activated protein kinases 

MCP-1 : Monocyte chemoattractant protein 1 

MCT : Monocrotaline 

MEC : Matrice extracellulaire 

MMP : Métalloprotéase matricielle 

MO : Moelle osseuse 

MRP4 : Multidrug resistance-associated protein 4 

Mutation Ph : Mutation Patch 

MYORG : Myogenesis regulating glycosidase 

N : Normoxie 

NFAT : Nuclear factor of activated T cells 
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NG2 : Neural glial antigen 2 

NMDAR : Acide N-méthyl-D-aspartique receptor 

NO : Monoxyde d’azote 

NT5E : 5'-Nucleotidase Ecto 

NYHA : New York Heart Association 

OMS : Organisation mondiale de la santé 

PAGA : Partition graph abstraction 

PAI-1 : Plasminogen activator inhibitor-1 

PAK1 : P21 (RAC1) Activated Kinase 1 

PAPm : Pression artérielle moyenne 

PAPO : Pression artérielle pulmonaire d’occlusion 

PCA : Principal components analysis 

PCP : Pression capillaire pulmonaire 

PDE5 : Phosphodiestérase de type 5 

PDGF : Platelet derived growth factor 

PDGFR-α/β : Platelet derived growth factor receptor α/β 

PECAM1 (CD31) : Platelet endothelial cell adhesion molecule 1 

PGI2 : Prostaglandine 2 

PI3K : Phosphoinositide 3-kinase 

PKA /C /G : Protein kinase A /C /G 

PLCγ : Phospholipase C γ 

PS : Pénicilline/streptomycine   

PTP1B : Protein-tyrosin phosphatase 1B 

PVD : Pression ventriculaire droite 

PW1 : Protein widely 1 

Rac1 : Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 

ROS : Reactive oxygen species  

rpm : Rotation par minute 

RTK : Récepteur tyrosine kinase  

RVP : Résistances vasculaires périphériques 

Sca1 : Stem cells antigen 1 
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Scara5 : Scavenger Receptor Class A member 5 

SDF1 : Stromal cell-derived factor 1 

SERT : Serotonin transporter 

SFK : Src family kinase 

sGC : Soluble guanylyl cyclase 

SH2 : Src homology 2 

SHP-2 : SH2 domain-containing proteintyrosine phosphatase 2 

siARN : Small interfering ARN 

SLC20A2 : Solute carrier family 20 member 2 

SM22α : Smooth muscle 22 alpha 

SM-MHC : Smooth muscle myosin heavy chain 

SNC : Système nerveux central 

SP : Side population 

STAT : Signal transducers and activators of transcription 

SU546 : Sugen 546 

SVF dec : Sérum de veau fœtal décomplémenté 

TC-PTP : T-cell protein tyrosine phosphatase 

TEM1 : Tumor endothelial marker 1 

TGF-α/β : Transforming growth factor α/β 

Tie2 : Tyrosine kinase with immunoglobulin and EGF homology domains 

TNFα : Tumor necrosis factor alpha 

TPH1 : Tryptophane hydroxylase 1 

Twist 1 : Twist protein related protein1 

Tyr : Tyrosine 

UMI : Unique Molecular Identifier 

UMAP : Uniform Maniforld Approximation and Projection 

VCAM-1 : Vascular cell adhesion molecule-1 

VD : Ventricule droit 

VEGF : Vascular endothelial growth factor 

VEGFR-2 : Vascular endothelial growth factor receptor 2 

VIH : Virus d’immunodéficience humain 
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VIP : Vasoactive intestinal peptide 

VPAC-1 et 2 : Vasoactive intestinal polypeptide receptor 1 / 2 

VRT : Vitesse de regurgitation tricuspide 

VWF : Von willebrand factor 

WT : Wild type 

XPR1 : Xenotropic And Polytropic Retrovirus Receptor 1 

3G5 : 3G5-defined ganglioside 

5-HT : 5 hydroxytryptamine 5 ; sérotonine 

5-HTR : 5 hydroxytryptamine receptor 

5-HTT : 5 hydroxytryptamine transporter 
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I. Système respiratoire 
 

1. Présentation 

 

Chez les Mammifères, le système respiratoire permet les échanges gazeux entre l’air inhalé et la 

circulation sanguine afin de fournir les apports en dioxygène (O2) nécessaires à l’organisme. Au centre 

de ce système se trouve un organe : le poumon. L’Homme possède 2 poumons : le droit, constitué de 

3 lobes (supérieur, médial et inférieur) (4 lobes chez la souris) et le gauche, divisé en 2 lobes (supérieur 

et inférieur) (1 lobe chez la souris). Le poumon gauche est morphologiquement plus petit que le droit 

afin de laisser de l’espace au cœur dans la cavité thoracique. Le système respiratoire est doté de voies 

aériennes qui conduisent l’air inspiré au niveau de la bouche et du nez jusqu’à la zone d’échanges 

gazeux : les alvéoles pulmonaires. On distingue les voies aériennes supérieures : nez, fosses nasales, 

bouche, pharynx, et les voies aériennes inférieures : trachée, bronches, bronchioles, alvéoles. (Fig 1) 

Ces voies ont pour principales fonctions de réchauffer et humidifier l’air inspiré afin de le préparer 

pour les échanges gazeux. En effet, un gaz ne peut diffuser au niveau de la surface d’échange que sous 

forme dissoute. En parallèle, ces voies vont permettre d’épurer cet air de toutes particules 

potentiellement pathogènes (microorganismes, poussières, polluants chimiques…). La qualité de l’air 

inhalé ainsi optimisée, les échanges gazeux entre l’air inspiré riche en O2 et le sang riche en CO2 

pourront s’effectuer au niveau de la partie distale du poumon, constituée par les alvéoles. (Fig 1) A 

l’inverse, après échanges gazeux, ces mêmes voies permettent l’expulsion de l’air enrichi en dioxyde 

de carbone lors de l’expiration. Le sang permettant ces échanges gazeux est acheminé grâce à la 

circulation pulmonaire. 
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L’air inhalé riche en dioxygène est conditionné tout au long de sa conduction (humidification, dépollution) afin 
de diffuser dans la circulation sanguine au niveau des alvéoles. Le dioxyde de carbone diffuse en sens inverse et 
est éliminé par l’air expiré. (D’après N’Guessan A. 2015) [1] 

 

2. Circulation pulmonaire et échanges gazeux 

 

La circulation sanguine est constituée de 2 systèmes de circulation complémentaires : la circulation 

systémique et la circulation pulmonaire. (Fig 2) 

La circulation systémique a pour fonction de conduire le sang oxygéné (par convention le sang artériel) 

du cœur vers les différents organes via les artères puis de ramener le sang appauvri en O2 et enrichi en 

CO2 (par convention le sang veineux) des organes vers le cœur via les veines. 

La circulation pulmonaire a pour fonction d’amener le sang veineux au contact de la zone alvéolaire 

afin de le réoxygéner et de le renvoyer vers le cœur pour l’irrigation des organes. Pour cela, le sang 

veineux arrive au cœur dans l’oreillette droite puis dans le ventricule droit qui, en se contractant, 

l’éjecte en direction des poumons via les artères pulmonaires. Ces artères vont ensuite se ramifier en 

artérioles pulmonaires qui à leur tour se ramifient en capillaires pulmonaires. C’est au niveau de ces 

derniers que s’effectue l’hématose, c’est à dire l’ensemble des échanges alvéolo-capillaires permettant 

l’apport d’oxygène au sang et l’élimination du dioxyde de carbone. Ces échanges s’effectuent par 

diffusion grâce à la différence de pression partielle en CO2 et O2 entre l’alvéole et le capillaire sanguin. 

Enfin, le sang réoxygéné retourne à l’oreillette gauche par les veines pulmonaires. 

Figure 1 : Schéma des voies aériennes inférieures.  
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La circulation pulmonaire est à distinguer de la circulation bronchique qui appartient à la circulation 

systémique. En effet, les artères bronchiques apportent un sang riche en O2 et pauvre en CO2 afin 

d’oxygéner le tissu pulmonaire et un sang appauvri en O2 retourne au cœur via les veines bronchiques. 

 

3. Pression pulmonaire 

 

La circulation pulmonaire est un système à basse pression. Celle-ci varie selon la localisation dans le 

système. En effet, elle sera plus élevée au niveau des artères pulmonaires avec une pression artérielle 

pulmonaire moyenne (PAPm) de 14±3,3 mmHg, puis diminuera au fur et à mesure des ramifications 

atteignant une pression artérielle pulmonaire d’occlusion (PAPO) de 2-4 mmHg. La PAPm (moyenne 

entre la PAP systolique et diastolique) reflète la fonction du ventricule droit et dépend du débit sanguin 

pulmonaire, de la pression capillaire pulmonaire (PCP), ainsi que des résistances vasculaires 

périphériques (RVP). La PAPO reflète la PCP ainsi que la pression auriculaire gauche. Dans ce système, 

les pressions varient globalement ainsi : PAPm>PCP>PAPO. 

Figure 2 : Schéma de la circulation sanguine.  

On distingue la circulation systémique dont la fonction est d’apporter le sang riche en dioxygène du cœur aux 
organes, de la circulation pulmonaire qui apporte un sang appauvri en dioxygène du cœur aux poumons, afin 
d’éliminer le dioxyde de carbone en échange d’oxygène. (D’après dreamstime.com) 
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Tout comme le système systémique, la circulation pulmonaire peut être exposée à une augmentation 

pathologique de la pression sanguine, on parle alors d’hypertension pulmonaire (HP). 

 

II. L’hypertension pulmonaire  
 

De 1973 à nos jours, la classification de l’HP a beaucoup évolué. Suite au 1er symposium mondial de 

l’HP organisé en 1973 à Genève par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), la première 

classification ne faisait état que de 2 groupes : l’HP primitive et l’HP secondaire. Cette distinction 

dépendait uniquement de l’identification ou non de causes et/ou facteurs à risques. Lors du 2nd 

symposium à Evian en 1998, une classification clinique en 5 groupes fut proposée et adoptée. Cette 

classification repose sur les caractéristiques hémodynamiques, les similitudes physiopathologiques et 

les approches thérapeutiques. L’architecture de cette classification a globalement été conservée et 

mise à jour suite aux avancées scientifiques et médicales. La dernière mise à jour de la classification de 

l’HP date de 2018, lors du 6e symposium à Nice. (Tableau 1) [2] 

[3] 

 

 

Tableau 1 : Classification de l’hypertension pulmonaire adoptée lors du 6e Symposium en 2018 
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Jusqu’à récemment, l’HP était arbitrairement définie par une PAPm au repos ≥25 mmHg et on 

distinguait les HP pré-capillaires (PAPO≤15 mmHg) et post-capillaires (PAPO≥15 mmHg). Lors du 6e 

symposium, il a été proposé que le seuil d’une PAPm considérée comme anormale soit abaissé à 20 

mmHg. En se basant sur de nombreuses études sur des sujets sains dont la PAPm au repos est de 

14±3,3 mmHg, 20 mmHg peut être considéré comme étant la valeur limite haute de la normale (valeur 

moyenne + 2 déviations standards). Cependant, une PAPm au repos ≥20 mmHg n’est pas suffisante 

pour définir une maladie vasculaire pulmonaire car elle pourrait simplement être due à une hausse du 

débit cardiaque, à une cardiopathie congénitale, ou à un shunt cœur gauche-droit lié. Il a donc été 

proposé d’inclure la valeur de la résistance vasculaire périphérique (RVP) dans la classification 

hémodynamique des HP, permettant ainsi de distinguer : 

- Les HP pré-capillaires : PAPm>20 mmHg, PCP≤15 mmHg, RVP≥3 unités de Woods 

(groupes 1, 3, 4 ,5)  

- Les HP post-capillaires isolées : PAPm>20 mmHg, PCP>15mmHg, RVP<3 unités de Woods   

(groupe 2, 5)  

- Les HP pré et post-capillaires combinées : PAPm>20 mmHg, PCP>15mmHg, RVP≥3 unités 

de Woods (groupe 2, 5)  

 

III. L’hypertension artérielle pulmonaire 
 

1. Définition et classification 

 

L’HTAP est une maladie rare dont la prévalence est de 15-50 cas/million d’habitants, et sévère puisque 

la survie dans les trois ans suivant le diagnostic est de 48%. [4] Elle est caractérisée par : une 

augmentation de la PAPm (>20 mmHg au repos), une PCP≤15 mmHg, une augmentation des RVP (≥3 

unités de Wood), et un remodelage progressif et occlusif des artères pulmonaires. [2] A long terme, 

ces altérations entrainent une surcharge de travail du cœur droit provoquant une hypertrophie du 

ventricule droit puis une insuffisance cardiaque droite menant au décès du patient en absence de 

transplantation cardio-pulmonaire.  
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Selon l’origine de la maladie, on distingue 7 sous-groupes d’HTAP : [2] 

o idiopathique : la maladie survient sans antécédent familial ni facteur de risque identifié 

o héritable : le patient présente une mutation d’un des gènes identifiés comme prédisposant au 

développement de l’HTAP (75% des cas sont liés à une mutation du gène bone morphogenetic 

protein receptor type 2 : BMPR2) et/ou lorsque plusieurs membres de la famille sont atteints 

o induite par des médicaments (ex : anorexigènes) ou toxines 

o associée à d’autres pathologies (connectivite, virus d’immunodéficience humain (VIH), 

hypertension portale, maladie cardiaque congénitale, schistosomiase) 

o répondeurs à long terme aux inhibiteurs calciques 

o HP avec signes évoquant une maladie veino-occlusive pulmonaire et/ou une hémangiomatose 

capillaire pulmonaire 

o HP persistante du nouveau-né 

Ces différentes formes/causes d’HTAP ont en commun une atteinte des artérioles pulmonaires de 

petits calibres : diamètre < 500 µm. [5] 

  

2. Symptômes et diagnostic 

 

L’HTAP est deux fois plus fréquente chez les femmes que chez les hommes avec un pic d’apparition 

vers 40 ans. [4] Il n’existe pas de signe fonctionnel spécifique de l’HTAP, rendant le diagnostic difficile 

et généralement tardif. En effet, les patients présentent divers symptômes non spécifiques comme un 

essoufflement, de la fatigue, un œdème des membres inférieurs, des douleurs thoraciques, des 

évanouissements. Ils surviennent généralement à l’effort, leur survenue au repos témoignant de la 

sévérité de la pathologie. [6] Ainsi selon la gravité des symptômes, l’OMS distingue 4 classes 

d’HTAP. (Tableau 2) 
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L’échocardiographie par voie transthoracique (ETT) couplée au Doppler est le principal examen non 

invasif permettant de déceler la pathologie. Il permet d’estimer la PAP systolique et de détecter son 

élévation en mesurant la vitesse du flux de régurgitation tricuspide (VRT). Si la VRT est inférieure à 2,8 

m/s, un diagnostic d’HTAP est très improbable tandis qu’une VRT supérieure à 3,4 m/s rend ce 

diagnostic fort probable. L’ETT permet aussi de détecter des anomalies anatomiques du cœur comme 

une hypertrophie cardiaque droite, caractéristique de l’HTAP. 

Cependant, pour confirmer le diagnostic d’HTAP, le patient doit être soumis à un cathétérisme 

cardiaque droit. [6] Il s’agit d’un examen invasif réalisé sous anesthésie locale. Un cathéter de Swan-

Ganz relié à un manomètre est introduit par voie jugulaire, humorale ou fémorale. Il passe 

progressivement dans l’oreillette droite, le ventricule droit, l’artère pulmonaire avant d’être bloqué en 

position capillaire à l’aide d’un ballonnet. (Fig 3) Cet examen permet de mesurer les paramètres 

suivants : la pression auriculaire droite, les pressions ventriculaires droites (systolique, 

télédiastolique), les pressions pulmonaires (systolique, diastolique et moyenne) et la PAPO. Ainsi, 

comme dit précédemment, le diagnostic repose sur :  

o une PAPm > 20 mmHg au repos 

o une PCP ≤ 15 mmHg  

o RVP ≥ 3 unités Wood 

o Un remodelage des artérioles pulmonaires progressif et occlusif 

Tableau 2 : Classification fonctionnelle de l’hypertension artérielle pulmonaire selon la New York 

Heart Association (NYHA) et adoptée par l’OMS.  

Selon l’importance des symptômes et l’impact sur la santé des patients, l’HTAP est divisée en 4 classes de gravité. 
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Le cathétérisme cardiaque droit est un examen invasif, qui permet de déterminer les valeurs de la PAPm et de la 
PCP, indispensable pour confirmer le diagnostic d’HTAP. (D’après le collège des enseignants de pneumologie) [6] 

 

3. Patient et hypertension artérielle pulmonaire 

 

Les premiers symptômes de l’HTAP étant généralement légers et communs à d’autres pathologies ou 

à un manque de condition physique (essoufflement, fatigue, oppression thoracique), le diagnostic est 

souvent établi lorsque l’HTAP a dépassé un stade bénin. En effet, dans un premier temps, ces différents 

symptômes non spécifiques vont être reliés aux différentes pathologies potentielles, qui devront être 

éliminées au fur et à mesure avant d’établir le diagnostic de l’HTAP. Ce délai dans la confirmation de 

la maladie retarde la mise en place d’un traitement et peut impacter la survie des patients. Une fois la 

pathologie dépistée par ETT et confirmée par cathétérisme cardiaque droit, un bilan étiologique est 

réalisé pour rechercher une cause éventuelle à l’HTAP. Ce bilan a pour but d’exclure les HP secondaires 

à des pathologies respiratoires, cardiaques ou thromboemboliques, pour lesquelles des traitements 

plus spécifiques pourront être prescrits.  Sa réalisation nécessite d’effectuer différents examens 

(radiographie pulmonaire, explorations fonctionnelles respiratoires, oxymétrie nocturne, scintigraphie 

pulmonaire de ventilation/perfusion…) qui peuvent également retarder la prise de traitements 

adaptés. 

 

 

Figure 3 : Schéma du cathétérisme cardiaque droit.  
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Les traitements actuels visent essentiellement à atténuer les symptômes et améliorer la qualité de vie 

des patients. En effet, le principal test pour déterminer la gravité de la maladie et l’efficacité du 

traitement consiste à évaluer la tolérance à l’effort. Pour cela, on mesure la distance parcourue par le 

patient en 6 min. Plus la classe de gravité est élevée, plus le patient sera fatigué rapidement voir sans 

effort, et donc parcourra une distance faible. Cet état de fatigue impacte grandement la vie des 

patients dans leurs déplacements et activités quotidiennes (professionnelles, tâches domestiques, 

monter un escalier, courses…) mais également lors des visites médicales, puisqu’il peut arriver qu’un 

patient se retrouve dans l’incapacité de se rendre à son rendez-vous médical (également lié à des 

complications de la maladie ou des effets secondaires des médicaments), rendant ainsi compliqué le 

suivi des patients des stades sévères. L’HTAP a également des conséquences sur l’état de santé des 

patients (autres que ceux propres à la maladie) puisque ceux-ci sont plus sensibles aux infections 

respiratoires et en cas de nécessité d’une anesthésie, l’anesthésie générale est moins bien tolérée que 

l’anesthésie locale. Concernant les femmes, il est fortement déconseillé de procréer, le risque de 

mortalité pour la mère étant augmenté et le risque de complications pour le fœtus élevé. La mise en 

place d’une contraception est recommandée, et dans le cas d’une contraception hormonale, il faut 

tenir compte des interactions médicamenteuses variables selon les molécules. [7] 

Au-delà de l’aspect purement physique, il faut également prendre en compte l’aspect psychologique 

des patients. Malgré les traitements, leur état va progressivement (plus ou moins rapidement) se 

dégrader, diminuant leurs activités physiques (sous toutes formes) et leurs interactions sociales 

(famille, amis, collègues). Cette situation peut ainsi entrainer un sentiment d’isolement. La 

dégradation de l’état physique du patient altère également son activité professionnelle, allant jusqu’à 

une incapacité de travail et perte d’emploi, ce qui impacte fortement les finances personnelles ou du 

foyer. Comme indiqué précédemment, il est fortement déconseillé aux femmes d’avoir des enfants. 

De plus, les patients peuvent présenter ou développer une intolérance à certains traitements, dont les 

effets secondaires les affaiblissent physiquement et moralement. Les épisodes d’hospitalisation plus 

ou moins longs vont être de plus en plus fréquents. Concernant les patients les plus sévèrement 

touchés (classe IV), la prise médicamenteuse est très lourde, nécessitant la mise en place définitive 

d’une pompe connectée à un cathéter tunnelisé placé au niveau de la veine sous-clavière ou d’une 

pompe en perfusion sous cutanée, pour délivrer en permanence de la prostacycline ou dérivés. Ainsi, 

au fur et à mesure de l’avancée de la maladie et de la dégradation de l’état du patient, une multitude 

d’émotions négatives peut être développée par ce dernier, tel que la colère, la frustration, le sentiment 

d’inutilité, pouvant conduire à un état dépressif. L’ensemble de ces paramètres atteints également la 

sphère familiale large et plus intime. Enfin, il ne faut surtout pas oublier qu’actuellement le pronostic 

vital à terme est fatal en absence de transplantation cardio-pulmonaire. [8]–[11] 
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IV. Physiopathologie de l’hypertension artérielle pulmonaire 
 

1. Histologie d’un vaisseau 

 

Les artérioles sont formées de 3 tuniques distinctes. La tunique la plus interne est 

l’intima, constituée d’une monocouche de cellules endothéliales (CE) reposant sur une membrane 

basale, correspondant à un assemblage de glycosaminoglycanes, de fibres de collagène de type IV et 

VII, et de glycoprotéines (fibronectine, laminine, entactine). Une limitante élastique interne (élastine, 

fibrillines 1 et 2, MAGP) la sépare de la media qui est constituée d’une ou plusieurs couches de cellules 

musculaires lisses (CML). La couche externe est l’adventice, composée de fibroblastes et matrice 

extracellulaire (MEC) et bordée par une limitante élastique externe. (Fig 4) La muscularisation des 

artérioles pulmonaires est continue pour celles de diamètre compris entre 100 et 500 µm, puis devient 

partielle et disparait progressivement pour celles de diamètre inférieur à 100 µm. La majorité des 

artérioles pulmonaires est non muscularisée (près de 60% chez la souris). [12] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Structure d’une artère.  

Une artère est constituée de 3 tuniques. La plus externe correspond à l’adventice et est constituée 
essentiellement de fibres de collagène et de fibroblastes. La seconde correspond à la media, constituée de 
cellules musculaires lisses. Enfin, l’intima correspond à la couche cellulaire qui délimite la lumière du vaisseau et 
est constituée de cellules endothéliales. (D’après le site de la Fédération Française de Cardiologie) 
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2. Remodelage vasculaire 

 

L’accès à des biopsies pulmonaires HTAP est rare, mais les examens des tissus, post-mortem ou post-

transplantation, ont permis d’avoir une bonne connaissance de l’histologie de ces poumons. Lors de 

l’HTAP, pour les vaisseaux de gros et moyen calibre, les 3 tuniques sont impactées par le remodelage 

vasculaire. Au niveau de la tunique externe, on observe un épaississement de l’adventice associé à une 

fibrose et une inflammation. La formation d’une media (néomuscularisation) est décrite au niveau des 

artérioles pré-capillaires normalement non muscularisées et une media continue (muscularisation) se 

développe au niveau des artérioles initialement partiellement muscularisées. Ce phénomène de 

(néo)muscularisation s’accompagne d’une hypertrophie de la media suite à la prolifération des CML. 

Enfin, une néo-intima, constituée de myofibroblastes et de MEC, se forme et obstrue progressivement 

les vaisseaux sanguins. (Fig 5) [13] 

 

 

 

 

A : Schéma récapitulatif des différents évènements du remodelage vasculaire. Au niveau histologique, cette 
pathologie est caractérisée par un remodelage progressif et occlusif des vaisseaux pulmonaires de petit et moyen 
calibre. Les 3 tuniques sont impactées lors du remodelage. On observe une dysfonction endothéliale altérant la 
communication cellulaire entre CE et CML. Une néointima se forme et obstrue progressivement la lumière. 
Concernant la media, on observe une hypertrophie au niveau des artérioles muscularisées, et une 
muscularisation des artérioles normalement non muscularisées. Enfin, une fibrose adventitielle se développe. 
(D’après Rabinovitch 2012) [13] B : Image représentative d’une artériole pulmonaire remodelée et obstruée. 
Adv. : adventice ; M : media ; Neoint. : néointima. (D’après Pugliese et al. 2015) [14] 

 

Figure 5 : Remodelage vasculaire au cours de l’HTAP.  
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Cette obstruction provoque la formation de nouveaux canaux microvasculaires endoluminaux pour 

compenser la diminution du flux sanguin et ainsi subvenir aux besoins en dioxygène du tissu 

pulmonaire. La prolifération désorganisée des CE et des myofibroblastes dans une MEC dense et riche 

en collagène va donner naissance à des lésions dites « plexiformes » (ou fibrose intimale 

concentrique). Une thrombose in situ y est également observée, dernier stade du remodelage 

vasculaire pulmonaire et spécifique des HTAP sévères. [13] 

L’hétérogénéité cellulaire et moléculaire du remodelage vasculaire fait ainsi de l’HTAP une pathologie 

multifactorielle et complexe. L’étude de ces différents acteurs est donc primordiale pour la 

caractérisation des mécanismes impliqués dans le développement de la maladie. 

 

3. Acteurs cellulaires 

 

Différents types cellulaires sont impliqués dans la physiopathologie de l’HTAP (Fig 7) : 

a. Cellules endothéliales (CE) 

 

Chez un individu sain, la balance entre vasoconstricteurs et vasodilatateurs, produits par les CE, est 

responsable du tonus vasculaire pulmonaire basal. Cependant, un dérèglement de cette balance peut 

survenir, altérant le dialogue cellulaire entre les CE et CML. 

La dysfonction endothéliale, caractéristique de l’HTAP, se traduit par une hausse de la production de 

vasoconstricteurs (endothéline 1 (ET-1), [15] thromboxane, [16] sérotonine (5-HT) [17]) et une 

diminution de celle des vasodilatateurs (prostacycline, [16] monoxyde d’azote (NO) [18], [19]), 

provoquant la contraction des CML et l’augmentation de la pression artérielle pulmonaire.   

Parallèlement à leurs effets sur la contractilité des CML, vasodilatateurs et vasoconstricteurs exercent 

aussi respectivement un rôle anti et pro-prolifératif sur les CML. La dysfonction endothéliale crée donc 

un environnement favorable à la prolifération des CML, contribuant au phénomène de 

(néo)muscularisation des artérioles pulmonaires. 

Selon le niveau de ramification vasculaire, les CE présentent un phénotype pro-apoptotique, 

responsable de la raréfaction des artérioles distales et des capillaires, ou à l’inverse, un phénotype 

prolifératif et résistant à l’apoptose. [20] Ce second phénotype conduit à la formation d’une néointima 

qui obstrue progressivement la lumière endoluminale et favorise la formation des lésions plexiformes. 
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Enfin, les CE anormales synthétisent moins de facteurs anti-thrombotiques (thromboduline, inhibiteur 

de l’activateur du plasminogène 1 (PAI-1)), aggravant les risques de thrombose in situ. [21] 

Indépendamment de l’origine de l’HTAP, la dysfonction endothéliale, ainsi que la transition endothélio- 

mésenchymateuse (EndoMT) abordée ultérieurement, sont donc des éléments majeurs dans le 

développement et la progression de la pathologie.  

 

b. Cellules musculaires lisses (CML) 

 

La néomuscularisation des artérioles pulmonaires normalement non muscularisées et la 

muscularisation anormale des vaisseaux partiellement muscularisés et muscularisés, associées à un 

épaississement de la media, sont caractéristiques de l’HTAP.  

Ces phénomènes sont notamment liés à la prolifération excessive des CML présentes dans la media. 

Les CML vasculaires sont des cellules hautement différenciées et spécialisées, identifiées par 

l’expression combinée de différents marqueurs sélectifs/spécifiques comme l’alpha Smooth Muscle 

Actin (αSMA), la Smooth Muscle Myosin Heavy Chain (SM-MHC), la Smooth Muscle 22 alpha (SM22α), 

l’h1-calponine, la smootheline. Elles conservent cependant une certaine plasticité en fonction des 

signaux environnementaux, contrairement aux cellules musculaires squelettiques et cardiaques. [22] 

Ainsi, suite à des atteintes vasculaires et/ou pathologies (athérosclérose, resténose, HTAP), les CML 

peuvent enclencher un processus de transition phénotypique. Elles passent alors d’un état quiescent 

contractile à un état prolifératif, migratoire et/ou sécrétoire, et présentent une diminution de 

l’expression de leurs gènes marqueurs spécifiques. [23] Dans le cadre de l’HTAP, leur changement 

phénotypique et leur accumulation sont en partie liés au microenvironnement et à la dérégulation de 

certaines voies de signalisation (Fig 6) dont certaines sont associées à la dysfonction de l’endothélium 

et favorisent la prolifération et la contraction des CML. [24]  

Les CE produisent également des facteurs de croissance (Platelet Derived Growth factor : PDGF, 

Vascular Endothelial Growth Factor : VEGF, Fibroblast Growth Factor : FGF) qui stimuleront à leur tour 

la prolifération et la migration des CML. [25], [26] De plus, les CML présentent des altérations 

intrinsèques impliquées dans ce changement phénotypique. Ainsi, l’inhibition ou la perte des canaux 

potassiques exprimés à la surface des CML causent une dépolarisation membranaire. [27] Cela 

entraine l’entrée de calcium extracellulaire qui stimule la libération du calcium du réticulum 

sarcoplasmique. L’augmentation du calcium intracellulaire stimule ainsi la prolifération et la 

contraction des CML via l’axe calcium/calmoduline.  
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Au niveau membranaire, les CML des patients HTAP surexpriment la pompe Multidrug Resistance-

associated Protein 4 (MRP4) qui permet l’efflux des nucléotides cycliques, régulant les taux 

intracellulaires d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) et de guanosine monophosphate 

cyclique (GMPc). [28]  

De plus, la faible disponibilité de NO diminue l’activité enzymatique de la guanylyl cyclase soluble (sGC) 

[24] et favorise l’activité des phosphodiestérases de type 5 (PDE5) [29], contribuant à un faible taux de 

GMPc.  

Or la faible disponibilité d’AMPc et de GMPc favorise également la prolifération et la contraction des 

CML. De plus, dans le cas des HTAP héritable (HTAPh), la mutation du gène BMP-RII pourrait 

s’accompagner d’une perte d’inhibition de la prolifération des CML. [30]  

Certains composants de la MEC participent également à la prolifération des CML. En effet, suite à 

l’altération de l’endothélium, différents médiateurs sériques entrent en contact avec les CML, 

induisant l’expression du facteur de transcription Acute Myeloid Leukemia 1-like (AML1-like). AML1-

like induit à son tour la production et la libération d’élastase neutrophile par les CML pulmonaires. 

(Wigle 1998) De plus, l’apolipoprotéine A1 sérique se fixe aux CML et lie l’élastine, induisant son 

activité sérine élastase. [31] Celle-ci active alors différents facteurs de croissance stockés dans la MEC 

tel que le Fibroblast Growth Factor 2 (FGF2) et le Transforming Growth Factor beta (TGF-β), qui à leur 

tour stimulent la prolifération des CML et la sécrétion, entre autres, de ténascine. Cette glycoprotéine 

associée aux facteurs de croissance amplifie également la prolifération des CML. [13] Le niveau élevé 

d’élastase neutrophile chez les patients HTAP est un marqueur de sévérité de la pathologie et le déficit 

en élafine (inhibiteur de l’activité élastase) pourrait s’avérer une cible thérapeutique intéressante. [32] 

La prolifération et la migration des CML pulmonaires sont également promues par une interaction 

entre macrophages et CML, via les axes CCL2/CCR2 et CCL5/CCR5. En effet, les patients HTAP 

présentent une surexpression des récepteurs CCR2 et CCR5, à la fois par les CML et les macrophages, 

et, in vitro et in vivo, l’inhibition des 2 récepteurs prévient la prolifération des CML et le développement 

de l’HP. [33] 

Ces phénomènes de néomuscularisation et muscularisation sont également accompagnés d’une 

hyperplasie des CML et d’un épaississement de la media. 
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On constate une diminution de l’activation des voies inhibitrices de la prolifération : NO (monoxyde d’azote) et 
prostacycline, et une suractivation des voies favorisant la prolifération : ET-1 (endothéline 1), facteurs de 
croissance (PDGF, VEGF), TGFβ et modulation calcique.  + : voie suractivée ; × voie inhibée (D’après Crosswhite 
et Sun 2014) [34] 

 

c. Cellules inflammatoires 

 

Chez les patients HTAP, différentes études histologiques ont montré une infiltration périvasculaire 

importante de cellules immunitaires : macrophages, cellules dendritiques, lymphocytes B et T et de 

mastocytes ainsi qu’une augmentation de la production de certaines cytokines et chimiokines 

(interleukine 1 beta (IL1-β), interleukine 6 et 8 (IL-6 IL-8), fractalkine (CX3CL1), Monocyte 

Chemoattractant Protein 1 (MCP-1 ou CCL2), Tumor Necrosis Factor alpha (TNFα)). L’inflammation est 

une composante importante de la physiopathologie notamment dans le remodelage vasculaire 

puisqu’elle contribue à la prolifération des CML, et que de nombreuses cellules immunitaires sont 

retrouvées au niveau des lésions plexiformes. En revanche, nous ne savons pas si l’inflammation initie 

ce remodelage ou s’il s’agit d’une réponse aux modifications vasculaires. [13], [35] 

 

Figure 6 : Schéma récapitulatif des principales voies de signalisation impactées au cours de l’HTAP 
et conduisant à l’hypertrophie et hyperplasie des CML.  
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d. Plaquettes  

 

Un dysfonctionnement plaquettaire est également observé au cours de l’HTAP. [36] En effet, les 

plaquettes synthétisent et libèrent excessivement des facteurs pro-coagulants, vasoactifs et 

mitogènes tel que la thromboxane A2, la 5-HT, les PDGF, le TGF-β et les VEGF. Cette sécrétion excessive 

contribue au remodelage vasculaire en induisant un phénotype prolifératif et contractile des CML, 

ainsi qu’un environnement favorable à la formation de thrombus pouvant mener à l’occlusion 

complète du vaisseau et à la formation des lésions plexiformes. [37] 

 

e. Fibroblastes 

 

Les fibroblastes sont des cellules au phénotype peu différencié présentant une grande plasticité et de 

nombreuses capacités : prolifération, migration, propriété contractile, transdifférenciation en 

myofibroblaste, sécrétion de métalloprotéases matricielles (MMP), de cytokines et de composants de 

la MEC. Ces cellules vont ainsi participer au remodelage vasculaire, notamment à la formation d’une 

néo-intima et à la fibrose adventitielle en donnant des myofibroblastes et en sécrétant des composants 

de la MEC. [38] 

 

f. Péricytes 

 

L’intégrité structurale des capillaires et petits vaisseaux est assurée par une population hétérogène de 

cellules murales : les péricytes. Ces cellules, à l’interface des CE et des CML, participent ainsi à la 

régulation : 

o de l’homéostasie des vaisseaux : prolifération, différenciation et migration des CE, stabilité 

structurelle [39] 

o du tonus vasculaire : contraction des CML 

o de la réponse immunitaire : capacité de phagocytose et de présentation d’antigène [40], [41] 

o du flux sanguin [42] 

Chez les patients HTAP, il a été remarqué une augmentation du nombre de péricytes et donc de la 

couverture péricytaire des vaisseaux pulmonaires. [43] De plus, certains péricytes ont un phénotype 

de progéniteurs, leur permettant de se différencier en CML, les désignant ainsi comme cible potentielle 

pour lutter contre la néomuscularisation. Cet aspect sera traité ultérieurement.  
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g. Les cellules progénitrices  

 

Ces acteurs cellulaires seront présentés dans une partie dédiée. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’ensemble des cellules vasculaires présente un comportement altéré au cours de l’HTAP et adopte un 
phénotype pro-prolifératif et pro-inflammatoire.  (D’après Guignabert et Dorfmüller 2017) [44] 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Phénotype des principaux acteurs cellulaires du remodelage vasculaire lors de l’HTAP. 
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4. Acteurs moléculaires  

 

Au cours de l’HTAP, différentes voies et médiateurs cellulaires sont impliqués dans le 

dysfonctionnement endothélial et le remodelage vasculaire. 

 

a. Prostacycline  

 

La prostacycline ou prostaglandine I2 (PGI2) est un métabolite de l’acide arachidonique synthétisé par 

la prostacycline synthase. Il s’agit d’un puissant vasodilatateur sécrété par l’endothélium qui contribue 

à réguler la prolifération et la contraction des CML. Pour cela, elle se fixe aux récepteurs IP de la PGI2 

des CML et agit via la voie dépendante de l’AMPc.  

L’activation des protéines kinase A et G (PKA, PKG) entraine la diminution du calcium intracellulaire, 

favorisant la relaxation des CML. En plus de l’action sur les CML, la PGI2 réduit l’agrégation 

plaquettaire. 

Cependant, chez les patients HTAP, les CE produisent moins de prostacycline synthase et par 

conséquent moins de PGI2. Ainsi, la diminution de l’effet vasodilatateur et anti-prolifératif de la PGI2 

contribue au remodelage vasculaire. [34] 

  

b. Monoxyde d’azote  

 

Le NO est synthétisé dans les CE par la NO synthase endothéliale (eNOS) qui transforme la L-arginine 

en L-citrulline et NO. Ce dernier va ensuite diffuser dans les CML et activer la sGC. L’activation de la 

sGC entraine une augmentation de GMPc qui va activer la PKG, favorisant la diminution du calcium 

intracellulaire et donc la relaxation des CML. Le NO possède également des capacités anti-coagulante 

et anti-proliférative. 

La diminution de NO synthase dans les CE et donc de NO chez les malades participe à la prolifération 

des CML, à la vasoconstriction pulmonaire et favorise les phénomènes de thrombose. [34] 
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c. Vasoactive intestinal peptide 

 

Le vasoactive intestinal peptide (VIP) est un neuropeptide vasodilatateur. Il exerce aussi une action 

inhibitrice sur la prolifération des CML et l’agrégation plaquettaire. Pour cela, le VIP se lie à ses 

récepteurs : vasoactive intestinal polypeptide receptor 1 et 2 (VPAC-1 et VPAC-2) et agit via les voies 

de l’AMPc et GMPc. Les faibles concentrations sériques de VIP chez les patients HTAP, associées à une 

faible immunoréactivité pour ses récepteurs, diminuent son action vasodilatatrice, anti proliférative et 

anti agrégative.  

 

d. Endothéline-1  

 

L’ET-1 est un neuropeptide synthétisé par l’enzyme de conversion de l’endothéline (ECE) et sécrété 

par les CE. Il s’agit d’un puissant vasoconstricteur se liant aux récepteurs ETA et ETB2 présents à la 

surface des CML et qui stimule également leur prolifération, via la voie de la protéine kinase C (PKC). 

Les récepteurs ETB1 sont présents à la surface des CE et permettent une boucle d’autorégulation 

négative en entrainant la libération de NO et PGI2. 

L’augmentation du taux d’ET-1 au cours de l’HTAP contribue au remodelage vasculaire et à la 

vasoconstriction pulmonaire. [34] 

 

e. Sérotonine  

 

La sérotonine est synthétisée par les cellules entérochromaphines du tube digestif, les neurones 

sérotinergiques et les CE pulmonaires. Elle est transportée à travers la circulation sanguine grâce aux 

plaquettes dans lesquelles elle est stockée. Elle exerce son action vasoconstrictrice grâce à son 

récepteur membranaire le 5 hydroxytryptamine receptor (5-HTR), exprimé par les CML et stimule 

également leur prolifération. La 5-HT peut aussi agir via son transporteur membranaire, le serotonin 

transporter (SERT ou 5-HTT), internalisé dans la cellule cible. Le taux sérique élevé de 5-HT observé 

chez les patients serait lié à un défaut de stockage et/ou une surproduction. [45], [46] 
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f. Thromboxane 

 

Le thromboxane est un vasoconstricteur synthétisé par les CE et les plaquettes. Il induit aussi la 

prolifération des CML et l’agrégation des plaquettes. Une augmentation de la production de 

métabolites de thromboxane A2 est observée chez les patients HTAP contribuant au remodelage 

vasculaire et à la vasoconstriction pulmonaire. La diminution des facteurs vasodilatateurs conduit à un 

déséquilibre de la balance vasodilatateurs/vasoconstricteurs au profit de ces derniers.  

Ces facteurs vont également favoriser la prolifération des CML ainsi que l’agrégation des plaquettes, 

participant au remodelage vasculaire pulmonaire. 

 

g. Canaux potassiques  

 

Les CML présentent à leur surface des canaux potassiques voltage-dépendants responsables de la 

modulation de leur potentiel de membrane et de la concentration calcique intracellulaire. Dans le 

cadre de l’HTAP, il a été montré une baisse d’expression ainsi qu’un dysfonctionnement des canaux 

potassiques Kv1.5, entrainant une hausse du calcium intracellulaire par les canaux calciques voltage 

dépendant, provoquant la contraction et la prolifération des CML. [34] De plus, des mutations du gène 

KCNK3 codant pour un canal potassique membre de la famille des canaux potassiques à 2 domaines P 

(K2P) et des mutations du gène ABCC8 codant pour une sous-unité régulatrice des canaux potassiques 

ont également été identifiées chez des patients HTAP. [47] 

 

h. Facteurs de croissance 

 

Les facteurs de croissance interviennent dans différents processus physiologiques en régulant la 

prolifération et la croissance cellulaire mais également la migration, la différenciation ainsi que la 

survie en se liant à leurs récepteurs tyrosine-kinase (RTK) spécifiques. Il s’avère que ces facteurs (VEGF, 

PDGF, FGF, EGF) [43], [44], [45] sont surexprimés au niveau pulmonaire lors de l’HTAP, induisant une 

suractivation de leurs récepteurs. La suractivation de ces récepteurs conduit à des phénomènes de 

prolifération, migration, différenciation et de résistance à l’apoptose des cellules vasculaires, 

favorisant le remodelage vasculaire. Les causes de cette surexpression des facteurs de croissance ne 

sont pas entièrement élucidées mais le stress oxydant, l’hypoxie et les contraintes mécaniques 

semblent concourir à la surproduction des facteurs de croissance. 
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o Fibroblast growth factor 2 (FGF2)   

Ce facteur stimule l’angiogenèse, la prolifération et la migration des CML. Son expression est 

augmentée en réponse à l’hypoxie ou à de fortes contraintes de cisaillement. Sa surexpression est 

observée aussi bien dans les modèles expérimentaux que chez les patients HP (augmentation dans la 

circulation sanguine de 51% des patients HTAP idiopathiques (HTAPi)). Chez les patients, ce facteur de 

croissance est surexprimé par les CE et participe à l’altération de leur phénotype par action autocrine.  

L’action du FGF2 est également paracrine et induit l’hyperplasie des CML. L’altération de cette voie de 

signalisation passe également par une surexpression du récepteur FGFR2 par les cellules endothéliales. 

In vitro, l’expression d’un récepteur constitutivement actif favorise la survie des CE et entraine une 

surproduction de FGF2. Ainsi, la survie et sélection de CE surexprimant naturellement FGR2 lors des 

premiers stades de la pathologie pourrait expliquer la surproduction de FGF2. Nous avons également 

pu observer in vitro que FGF2 induisait la prolifération des progéniteurs vasculaires pulmonaires PW1+ 

qui participent au remodelage vasculaire. In vivo, l’utilisation d’inhibiteur de FGFR2 en thérapeutique 

réduit l’HP établie et induite par la monocrotaline (MCT). [51] 

 

o Epidermal growth factors (EGF)   

La famille des EGF est constituée de différents ligands : EGF, Transforming Growth Factor-α (TGF-α), 

Heparin-Binding EGF-like Growth Factor (HB-EGF), epiregulin, amphiregulin (AR), epigen, beta-cellulin 

(BTC), neuregulin 1, 2, 3, 4 et de 4 récepteurs : HER1, 2, 3, 4. In vivo, la surexpression de TGF-α dans le 

poumon induit une HP chez la souris. Ce développement est prévenu par l’expression d’un récepteur 

mutant dominant négatif. De plus, chez le rat monocrotaline (MCT), on observe une augmentation des 

ARNm EGF, TGF-α, HER1, 2, 3, et l’utilisation d’inhibiteurs d’EGFR provoque l’apoptose des CML et 

améliore la survie des rats. L’effet bénéfique de ces inhibiteurs sur la régression de l’HP n’est 

cependant pas retrouvé dans le modèle d’hypoxie chronique (HC). Cette différence peut être expliquée 

par la différence d’espèce (rat versus souris), le mode d’induction de l’HP, les mécanismes impliqués 

dans le développement de l’HP et la sévérité du modèle étudié.  

Chez les patients HTAPi, le niveau d’expression des ARNm (homogénats pulmonaires) de BTC, AR, HB-

EGF et des 4 récepteurs reste inchangé par rapport aux individus sains. Cependant, EGF co-localise 

avec la tenascine C, une protéine composante de la MEC retrouvée en abondance dans les lésions 

obstructives des patients HTAP et qui induit de manière EGF-dépendante la prolifération et migration 

des cellules vasculaires. Des études ont également montré que EGF pouvait agir en coopération et 

synergie avec d’autres facteurs tels que TGF-β1 et FGF2, mécanismes pouvant donc être également 

impliqués dans le développement de la pathologie. [51] 
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o Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)   

Bien que son expression ainsi que celle de son principal récepteur, le Vascular Endothelial Growth 

Factor Receptor 2 (VEGFR2) soient augmentées dans les lésions plexiformes des patients, le rôle du 

VEGF dans l’établissement de la pathologie n’est pas clair. En effet, un rôle contradictoire est observé 

in vivo, puisque selon le modèle expérimental, VEGF va être augmenté (souris HC) ou diminué (rat 

MCT). Il semble cependant avoir un effet protecteur sur les CE en les protégeant de l’apoptose et sa 

participation au remodelage vasculaire au cours de l’HTAP se traduirait surtout par un effet sur les 

CML, de manière VEGFR indépendante. En effet, 2 modèles in vivo montrent l’augmentation de 

production de VEGF par les CML qui régulerait via l’axe TGF-β/NADPH la production d’espèces 

réactives de l’oxygène (ROS) par les CML, impliquées dans le remodelage vasculaire. De même, une 

surproduction de VEGF par les CML peut être induite par un taux élevé d’IL-6, favorisant un phénotype 

prolifératif et anti-apoptotique. Son impact chez l’Homme reste donc à être élucidé. [34] 

 

o Platelet-derived Growth Factor (PDGF) 

Voir : VIII Voie des Platelet-derived Growth Factor 

 

i. Facteurs de transcription 

 

Au cours de l’HTAP, le Nuclear Factor of Activated T cells (NFAT) est surexprimé dans les CML et les 

cellules inflammatoires. [52] En réponse à différents stimuli, dont l’hypoxie, il induit la transcription de 

médiateurs pro-inflammatoires comme les interleukines et le TNF, et active les lymphocytes B et T. 

[53] Il provoque également la diminution de l’expression par les myocytes cardiaques des canaux 

potassiques voltage-dépendants Kv1.5 suite à un infarctus du myocarde [54], contribuant à leur 

prolifération, et contrôle l’expression de nombreux gènes de la fonction mitochondriale. [55] 

L’Hypoxia Induced Factor 1α (HIF-1α) est un facteur de transcription qui régule les réponses 

transcriptionnelles à l’hypoxie. HIF est un hétérodimère constitué de 2 sous unités : HIF-1β, exprimé 

constitutivement, et HIF-1α dont la régulation est dépendante de l’oxygène. [56] En normoxie, cette 

sous-unité est dégradée par hydroxylation de ses résidus proline [57] tandis qu’en hypoxie, cette 

dégradation est inhibée. L’accumulation d’HIF-1α va permettre sa dimérisation avec HIF-1β entrainant 

la transcription de ses gènes cibles. [56] Ces gènes sont impliqués dans différents processus tel que la 

vascularisation dépendante du VEGF, l’érythropoïèse, la prolifération, la migration et le métabolisme 

cellulaire.  
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L’hypoxie provoque ainsi la prolifération des CML. [58] Indépendamment de l’hypoxie, ET-1 augmente 

également la quantité de transcrits de HIF-1α dans les CML vasculaires, et son inhibition prévient la 

prolifération des CML induite par l’HC in vitro. [59] Ainsi, l’augmentation d’ET-1 dans l’HTAP 

permettrait l’accumulation d’HIF-1α dans les CML, entrainant leur prolifération et participant au 

remodelage vasculaire. 

La voie du Signal Transducers and Activators of Transcription (STAT) est également suractivée dans les 

CE de patients HTAPi. Cette suractivation pourrait être liée à la dérégulation de la voie des Bone 

Morphogenetic Proteins (BMPs). En effet, physiologiquement, cette voie inhibe la croissance cellulaire 

en inactivant STAT3 via les protéines Smads. Ainsi, l’absence de l’effet inhibiteur de la voie BMP permet 

une activation constante de STAT3, participant ainsi à la prolifération et à la résistance à l’apoptose 

des CE pulmonaires lors de l’HTAP. [20] 

 

j. Facteurs génétiques 

 

La principale mutation génétique identifiée comme étant associée à l’HTAP est celle du gène BMPR2 

avec perte de fonction. Ce récepteur sérine/thréonine kinase appartient à la superfamille des 

récepteurs TGF-β et est exprimé à la surface des CE pulmonaires, des macrophages et dans une 

moindre mesure des CML et fibroblastes.  

BMPR2, constitutivement actif, forme un hétérotétramère avec l’un des récepteurs de type I : BMPR1-

A (ou activin receptor like 3 (ALK3)), BMPR1-B (ALK6), ALK1, ALK2 qu’il va activer par phosphorylation 

en présence de ligands : BMP 2, 4, 6, 7, 9, 10 ; GDF 5, 6. Le BMPR1 initie alors la transduction 

intracellulaire du signal via la signalisation canonique ou non canonique.  

La voie canonique ou Smad dépendante correspond à la phosphorylation des Smads 1, 5 et 8 qui 

forment un complexe avec Smad 4.  Ce complexe est transféré dans le noyau afin de réguler, en 

coopération avec d’autres facteurs de transcription, co-activateurs et corépresseurs, la transcription 

de nombreux gènes impliqués dans la prolifération, la différenciation et l’apoptose.  

La signalisation non canonique (Smad indépendante) correspond à l’activation de différentes voies 

incluant la Phosphoinositide 3-kinase/AKT (PI3K/AKT), les Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK), 

la PKC. Au niveau du poumon, BMPR2, BMPR1-A et ALK2 sont exprimés à la fois par les CE et les CML 

tandis qu’ALK1 est exprimé uniquement par les CE.  
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Des études permettent ainsi d’établir le modèle d’interaction ligand/récepteur suivant : CE 

pulmonaires : BMP 9/10 avec BMPR2/ALK1 ; CML pulmonaires : BMP 2/4 avec BMPR2/ALK3 et BMP 

5/6/7 avec BMPR2/ALK2. (Fig 8) [60], [61] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La transduction du signal de BMPR2 s’effectue selon 2 voies : la voie canonique, dépendante des SMAD et non 
canonique, indépendante des SMAD. Cette signalisation favorise la survie des cellules endothéliales et réprime 
la prolifération des cellules musculaires lisses. (D’après Guignabert et al. 2017) [61] 

 

Découvertes en 2000 par 2 groupes indépendants (Fig 9) [62], [63], les mutations germinales de BMPR2 

sont retrouvées dans près de 80% des HTAPh et entre 10-30% des HTAPi. [64], [65] Près de 500 

mutations de BMPR2 ont été identifiées, incluant des mutations non sens, faux sens, des défauts 

d’épissages, des délétions et des duplications. [61], [65] Dans 70% des cas, la mutation monoallélique 

entraine la production d’une protéine tronquée rapidement dégradée et dans 30% des cas, la 

production d’une protéine non fonctionnelle et non adressée à la surface membranaire, à l’origine 

d’une haplo-insuffisance. [65]  

Figure 8 : Voie de signalisation de BMPR2.  
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Cependant, il s’agit d’une prédisposition génétique pour l’HTAP à pénétrance faible (environ 14% chez 

l’homme et 42% chez la femme) suggérant qu’une mutation hétérozygote de BMPR2 est nécessaire 

mais pas suffisante pour déclencher la pathologie. [61], [66], [67] Le dysfonctionnement de BMPR2 

entraine un déséquilibre entre prolifération et apoptose des CE et CML.  

En effet, in vitro, les BMP 2, 4 et 7 inhibent la prolifération de CML isolées d’artère pulmonaire saine 

et stimulent leur apoptose. En revanche, ils n’ont plus d’effet inhibitoire sur la prolifération de CML de 

patients ayant une mutation du récepteur. A l’inverse des CML, la prolifération et la migration des CE 

sont stimulées par BMP4 qui inhibe également leur apoptose. Ainsi la mutation de BMPR2 serait en 

partie responsable de l’apoptose des CE, observée au cours de l’HTAP. [65] La déficience en BMPR2 va 

également promouvoir l’expression par les CML de B-cell lymphoma-extra large (Bcl-xL),  un régulateur 

négatif de l’apoptose, et au contraire, l’inhiber dans les CE, entrainant ainsi l’effet apoptotique inverse 

observé dans ces 2 types cellulaires. De plus, l’effet pro-survie des CE est médié par l’interaction entre 

BMPR2 et ALK1, ainsi la mutation de BMPR2 diminue l’interaction entre ces 2 récepteurs, favorisant 

l’apoptose des CE. [68] Il s’avère également que les patients HTAPi sans mutation de BMPR2, ont une 

diminution d’expression du récepteur par les CML pulmonaires. Cette diminution serait due à 

l’ubiquitination et à la dégradation du récepteur par les lysosomes. Chez des rats exposés à la MCT, 

l’expression d’ARNm de BMPR2 est également réduite. Cependant, un traitement à la chloroquine des 

rats monocrotaline augmente la quantité de protéine, sans améliorer l’expression d’ARNm, en inhibant 

le mécanisme d’autophagie cellulaire. L’administration quotidienne de chloroquine chez ces rats 

prévient également l’augmentation de la pression ventriculaire droite (PVD) et l’hypertrophie du 

ventricule droit (VD). Elle diminue aussi la muscularisation des artérioles pulmonaires et prévient de 

l’hypertrophie de la media en réduisant la prolifération des CML induite par la MCT et en favorisant 

leur apoptose, probablement médié par la signalisation BMPR2. [69]  

Dans une moindre mesure, d’autres mutations génétiques dans d’autres gènes ont également été 

identifiées. (Fig 9) En effet, en 2001, des mutations ont été identifiées pour ALK1 et l’endogline, 2 

autres récepteurs de la superfamille du TGF-β, dans des cas HTAPh associées à une télangiectasie 

hémorragique héréditaire. [66], [70] ALK1 promeut la prolifération et la migration des CE via BMPR2 

et la voie canonique. La mutation du gène de l’activin receptor-like kinase 1 (ACVRL1) entraine une 

diminution d’expression d’ALK1 ainsi qu’une baisse du signal Smad 1/5/8. [71] L’endogline, 

essentiellement exprimée par les CE, est un co-récepteur qui va stabiliser l’hétérocomplexe formé par 

les récepteurs de type 1 et 2, et réguler la spécificité de la transduction du signal. La mutation du site 

d’épissage provoque une haploinsuffisance, empêchant une bonne signalisation, et cause une 

dérégulation de l’angiogenèse et une prolifération aberrante des CE. [71] La mutation de SMAD9, 

codant pour Smad 8, est également observée dans des cas HTAPh.  
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Cependant les conséquences de cette mutation ne sont pas bien établies puisque la perte de fonction 

de Smad 8 peut être compensée par Smad 1 et 5. Enfin la mutation de BMPRIB a également été 

détectée dans 2 cas d’HTAP. [72] 

L’ensemble de ces études montre l’importance de la voie BMPR-II dans la pathologie de l’HTAP. 

Plus récemment, en 2012, une mutation du gène caveolin 1 (CAV1), a également été identifiée. La 

cavéoline 1 est une protéine membranaire qui régule notamment la fonction endothéliale ainsi que la 

perméabilité des CE pulmonaires, en se liant à l’eNOS grâce à son domaine d’ancrage, inhibant ainsi 

son activité enzymatique. [73] De plus, son expression est réduite dans les vaisseaux remodelés des 

patients HTAP, suggérant que sa perte participe au phénotype prolifératif et apoptose résistant des CE 

pulmonaires. [71] En 2013, c’est une mutation dans le gène codant pour le canal potassique à 2 pores 

KCNK3 qui est découverte. Ce canal est exprimé par les CML pulmonaires et favorise la vasodilatation 

et active l’apoptose. Sa perte de fonction favorise ainsi une vasoconstriction et la prolifération des 

CML. [66] 

(D’après Girerd et al. 2017) [67] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Chronologie de la découverte des différents gènes mutés impliqués dans l’HTAPh.  
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V. Traitements  
 

Actuellement, il n’existe aucun traitement curatif de l’HTAP, cependant des thérapies permettent de 

ralentir sa progression et/ou d’améliorer la qualité de vie des patients, en améliorant les constantes 

hémodynamiques des patients. Les principales thérapies ciblent les 3 voies majeures impliquées dans 

le développement de l’HTAP : (Fig 10) [4] 

o Voie de l’endothéline 

o Voie du monoxyde d’azote 

o Voie de la prostacycline  

 

La dysfonction endothéliale et la communication altérée entre CE et CML qui en découle, impactent 3 voies 
principales : la voie de l’endothéline, la voie du monoxyde d’azote et la voie de la prostacycline. Les traitements 
actuels sont dirigés contre ces 3 voies afin : 1) d’inhiber la vasoconstriction et la prolifération des CML : 
antagonistes des récepteurs à l’endothéline, inhibiteurs de PDE5, et 2) de favoriser la vasodilatation et l’inhibition 
de la prolifération des CML : prostacycline et dérivés, et stimulateur de la guanylate cyclase soluble (sGC). 
(D’après Lau et al. 2017) [4] 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Cibles moléculaires des différentes thérapies utilisées dans l’HTAP. 
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Le traitement de l’HTAP et le choix des thérapies suivent un algorithme précis, en fonction de la 

réaction du patient à ces dernières. (Fig 11)  

Une fois le diagnostic de l’HTAP confirmé, un test de vasoréactivité va être réalisé afin d’adapter la stratégie 
thérapeutique. Selon l’évolution de la réponse du patient au traitement, cette stratégie peut évoluer. [3] 

 

1. Analogues de la prostacycline 

 

La PGI2 synthétisée par les CE est un puissant vasodilatateur permettant la relaxation des CML, 

inhibant leur prolifération et diminuant l’agrégation plaquettaire. Or, dans le cadre du 

dysfonctionnement endothélial observé au cours de l’HTAP, une diminution de sa synthèse par les CE 

est constatée. Ainsi, l’utilisation de prostacycline ou de dérivés (Epoprosténol, Tréprostinil…) a montré 

leur efficacité dans l’amélioration des paramètres hémodynamiques. Cependant, la demi-vie courte 

de l’Epoprosténol nécessite un mode d’administration conséquent. En effet, il s’agit d’une 

administration continue par voie intra veineuse, à l’aide d’une pompe connectée à un cathéter 

introduit dans la veine sous clavière. Ce traitement est préconisé essentiellement pour les patients de 

la classe fonctionnelle IV. Bien que sa demi-vie soit quelque peu plus longue (2-4h), l’administration 

du Tréprostinil se fait également en continue par perfusion sous cutanée à l’aide d’une pompe.  

Plus récemment, un agoniste non prostanoïde du récepteur IP est venu renforcer l’arsenal 

thérapeutiques (Selexipag). 

Figure 11 : Algorithme de traitement dans l’HTAP.  
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2. Antagonistes des récepteurs à l’ET-1 

 

L’ET-1 est un vasoconstricteur synthétisé par les CE qui stimule aussi la prolifération des CML et dont 

le taux est augmenté chez les patients HTAP. Les inhibiteurs de l’ET-1 (Bosentan, Ambrisentan, 

Macitentan) sont administrés par voie orale, et sont mieux tolérés que les analogues de la PGI2. Ils 

sont conseillés pour les HTAP de classe fonctionnelle II-III. 

 

3. Inhibiteurs des phosphodiestérases 5 et stimulateur de la guanylate cyclase 

 

Au cours de l’HTAP, les CML présentent de faibles quantités de GMPc dues à la baisse de production 

de NO par les CE et une plus grande quantité de PDE5 qui dégrade la GMPc. Cette faible quantité de 

GMPc induit la prolifération des CML ainsi que leur contraction. L’utilisation d’inhibiteur de PDE5 

(Sildénafil, Tadalafil) permet donc d’augmenter la quantité de GMPc entrainant la relaxation des CML 

et réduisant leur prolifération. Afin d’augmenter la quantité de GMPc, la sGC sert également de cible 

thérapeutique grâce au Riociguat qui stimule directement l’enzyme et améliore sa sensibilité au NO. 

 

4. Antagonistes calciques 

 

Depuis le 6e symposium mondial de l’HP, un nouveau sous-groupe d’HTAP a été décrit : les répondeurs 

à long terme aux inhibiteurs calciques. En effet, dans certains cas, le phénomène de vasoconstriction 

est supérieur aux effets du remodelage vasculaire. L’utilisation d’antagonistes calciques (Dilitiazem, 

Nifédipine, Amlodipine) n’a aucun impact sur le remodelage vasculaire pulmonaire mais permet la 

relaxation des CML, offrant un bénéfice clinique significatif à ces patients. 

 

Malgré les avancées et les améliorations des traitements, l’efficacité de ceux-ci reste limitée à 2-3 ans, 

l’ultime solution restant la transplantation cardio-pulmonaire.  
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VI. Les modèles animaux 
 

Différentes causes peuvent être à l’origine d’une élévation de la pression dans la circulation 

pulmonaire. En effet, le développement de l’hypertension pulmonaire peut être associé à un 

environnement inflammatoire chronique (sclérodermie, lupus, VIH), à une hypoxie (maladie 

pulmonaire obstructive chronique, fibrose pulmonaire idiopathique, vie en haute altitude), à des 

embolies (drépanocytose, thrombose chronique), ou être une conséquence d’un défaut cardiaque 

congénital ou d’une insuffisance cardiaque aigüe avec fraction d’éjection préservée. Il y a aussi les 

HTAPh (cause génétique) et HTAPi dont l’étiologie exacte n’est pas totalement élucidée. Ainsi, il 

n’existe pas une forme d’HTAP mais des HTAP. Par conséquent, différents modèles animaux ont été 

développés afin de mimer au mieux la pathologie humaine, et selon l’aspect à étudier, on privilégiera 

un modèle plutôt qu’un autre. Par convention, le terme HTAP est réservé à la pathologie humaine, 

tandis que pour les modèles expérimentaux, on utilisera uniquement le terme d’hypertension 

pulmonaire (HP). 

 

1. Le modèle d’hypoxie chronique  

 

L’exposition de souris ou de rats à une HC (10-12% d’oxygène) est le modèle le plus commun utilisé 

dans l’étude de l’HP, les rats étant plus sensibles que les souris. [74] Les rongeurs sont généralement 

exposés à l’HC pendant 2 à 4 semaines, bien qu’ils puissent survivre sous cette condition. Les animaux 

présentent une perte de poids, une augmentation de l’hématocrite, une altération des propriétés 

mécaniques de l’os, une hypertrophie du ventricule droit et un remodelage des vaisseaux pulmonaires. 

Le remodelage vasculaire est similaire à celui des patients HTAP. En effet, les poumons des rongeurs 

exposés à l’HC présentent une augmentation du nombre de petits vaisseaux muscularisés dès 4 jours 

d’HC (principalement non muscularisés en normoxie) [12], un épaississement de la media dès 10 jours 

d’HC (hypertrophie et hyperplasie des CML) et de l’adventice (hyperplasie et hypertrophie des 

fibroblastes) des vaisseaux muscularisés, une inflammation périvasculaire avec une forte présence de 

cellules et médiateurs pro-inflammatoires, et développent une fibrose autour des larges vaisseaux. 

[75], [76] Cependant, contrairement à l’Homme, aucune lésion de type plexiforme ne se développe.  
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Le modèle de l’HC présente également des similarités moléculaires avec la pathologie humaine 

puisque les CE surexpriment l’ET-1 et son récepteur ETB [77], [78], et les CML expriment davantage de 

PDE5 [79] et de 5-HTT [80] mais présentent moins de canaux potassiques voltage-dépendants à leur 

surface. [81] De plus, la signalisation BMPR2 est diminuée. En revanche, l’HC s’accompagne d’une 

augmentation d’expression d’eNOS (contrairement au rat MCT) [82] et d’une augmentation de la 

synthèse de prostacycline. [83] De plus, après retour à la normoxie, l’essentiel de ces changements est 

réversible et revienne à des valeurs normales : poids, hypertrophie ventricule droit, épaississement de 

la media et de l’adventice. [84]  

Le modèle de l’HC peut être couplé avec l’utilisation d’un inhibiteur de l’angiogenèse (inhibiteur du 

VEGFR2) : Sugen5416 (SU546). Le remodelage vasculaire devient alors plus important et surtout, chez 

le rat, des lésions vasculaires complexes apparaissent, similairement aux lésions plexiformes qui se 

développent chez l’Homme. 

 

2. Le modèle monocrotaline 

 

La MCT est un alcaloïde toxique issu de la plante Crotolaria spectabilis dont l’injection chez le rat 

provoque une hypertension pulmonaire. Bien que le mécanisme d’action précis selon lequel agit la 

MCT reste inconnu, ses effets se produisent avec une unique injection en sous-cutanée ou 

intrapéritonéale de 60-80 mg/kg chez le rat. Quelques heures après l’injection, les premiers dommages 

vasculaires pulmonaires surviennent. Au bout d’1 semaine, l’endothélium est atteint à grande échelle, 

de nombreuses cellules inflammatoires sont présentes et des œdèmes se forment. Cependant, il faut 

attendre 2 semaines post-injection pour observer une augmentation significative de la résistance 

vasculaire pulmonaire et de la PAPm, (30 à 50 mmHg versus 16-18 mmHg chez les rats contrôles) et 3 

semaines post-injection pour que cette augmentation des résistances induise une hypertrophie du 

ventricule droit. C’est également à 3 semaines qu’une diminution du nombre de vaisseaux 

périphériques est observée, et que l’augmentation de la proportion de vaisseaux pulmonaires 

muscularisés et l’augmentation de l’épaisseur de la media deviennent significatives. En plus du 

remodelage vasculaire, ce modèle est particulièrement adapté pour étudier le versant inflammatoire 

de la pathologie et son impact sur les dommages et le remodelage vasculaires pulmonaires puisqu’il 

est associé à une importante accumulation de différents types de cellules et cytokines pro-

inflammatoires. Similairement à l’HC et la pathologie humaine, ce modèle présente une altération des 

voies de l’ET-1, du NO, de la sérotonine et du BMPR2, et les CML sous-expriment les canaux 

potassiques Kv1.5. 
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Contrairement à l’HC, il s’agit d’un modèle d’HP plus sévère (inflammation plus marquée, 

développement de lésions), non réversible et conduisant à la mort des animaux (5-6 semaines post-

injection, 50% des rats meurent). [85] De plus, la combinaison de la MCT à une pneumectomie induit 

la formation de lésions intimales comparables aux lésions plexiformes. [86] 

Ce modèle d’induction est très peu voire pas du tout utilisé chez la souris qui semble bien plus protégée 

contre les effets toxiques de la monocrotaline que le rat. Bien qu’elle ne développe pas les mêmes 

symptômes que ce dernier, la souris présente tout de même des lésions pulmonaires aigües 7 à 10 

jours post-induction, suivi d’une résorption de l’œdème pulmonaire entre le 14e et 21e jour post-

induction. L’une des explications serait liée à une forte métabolisation de la monocrotaline par les 

CYP3A4, impliqués dans le métabolisme des médicaments. [85] 

 

3. BMPR2 mutation et combinaison 

 

La mutation du gène BMPR2 est retrouvée dans près de 75% des cas d’HTAPh. Cependant, cette 

mutation a une pénétrance faible puisqu’environ 30% des femmes et 10% des hommes développent 

la maladie. Cette faible pénétrance est retrouvée dans les modèles de rongeurs.  

En effet, bien que les souris homozygotes KO BMPR2 soient non viables, en absence de facteurs 

complémentaires, la majorité des souris hétérozygotes ne présentent pas de symptômes. [87] Malgré 

l’absence ou le faible développement spontanée d’HP chez les souris BMPR2+/-, ces dernières 

répondent de manière plus sévère à l’HC, à la sérotonine ou à un épisode inflammatoire. Récemment, 

une lignée de rat BMPR2 muté (monoallélique) a été développée. Tout comme l’Homme et la souris, 

ces animaux développent spontanément une HP avec une faible pénétrance (16-27%). Cependant, 

similairement aux souris BMPR2 mutées, ces rats sont plus sensibles à l’HC que les rats wild type (WT). 

[88] 
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VII. Cellules souches et progéniteurs dans l’hypertension artérielle pulmonaire 
 

1. Notion de cellules souches et progéniteurs 

 

La cellule souche (CS) se caractérise selon 2 grandes capacités : son auto-renouvellement et son 

importante plasticité. [89] L’auto renouvellement permet à la cellule de maintenir presque 

indéfiniment un pool stable de cellules souches pouvant se différencier en 1 ou plusieurs types 

cellulaires afin de maintenir l’intégrité et d’assurer le renouvellement d’un tissu. Selon leur degré de 

plasticité, c’est-à-dire la capacité des CS à se différencier en différents types cellulaires, on distingue 

les cellules souches : 

o totipotentes : capables de donner tout type cellulaire et donc de former un organisme 

o pluripotentes : capables de donner tout type cellulaire, excepté les annexes embryonnaires 

o multipotentes : capables de donner tout type cellulaire issu d’un lignage spécifique 

o unipotentes : capables de donner un unique type cellulaire 

Les progéniteurs présentent un état intermédiaire entre la cellule souche unipotente et la cellule 

mature spécialisée. Ils ont une forte capacité proliférative mais une capacité d’auto-renouvellement 

limitée. [90] 

Les progéniteurs vasculaires, résidents ou circulants, sont retrouvés notamment dans les 3 tuniques 

du vaisseau (adventice, media, intima). Selon les signaux émis dans le micro-environnement, ils 

peuvent se différencier en un ou plusieurs types cellulaires vasculaires : CE, CML, myofibroblaste.  

Il est donc primordial d’étudier et de caractériser ces progéniteurs vasculaires qui sont à l’origine de 

cellules matures et actrices du remodelage vasculaire lors de l’HTAP, afin de mettre en évidence leur 

potentiel thérapeutique. 
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2. Les progéniteurs vasculaires et le remodelage vasculaire au cours de l’hypertension artérielle 

pulmonaire 

 

a. Les cellules progénitrices endothéliales 

 

Les cellules progénitrices endothéliales (CPE) ont été identifiées et isolées de la circulation sanguine 

pour la première fois en 1997 par Asahara et al., grâce à l’expression de 2 antigènes : le cluster of 

differenciation 34 (CD34) et le VEGFR-2. [91] 

Les CPE, dont la définition ne cesse d’évoluer et reste controversée, participent à l’homéostasie 

vasculaire en intervenant dans la régénération physiologique ou pathologique (lésion) de 

l’endothélium ainsi que dans la néo-angiogenèse. [92] On distingue les CPE circulantes, issues de la 

moelle osseuse (MO) et les CPE résidentes, localisées dans la zone subendothéliale de l’intima ou dans 

la zone vasculogénique entre la media et l’adventice. [93], [94] Les CPE peuvent donc être isolées à 

partir de la MO, du sang périphérique et de la paroi des vaisseaux sanguins. In vitro, elles ont la capacité 

de former des colonies, des structures angiogéniques et de se différencier en CE matures exprimant : 

platelet endothelial cell adhesion molecule 1 (PECAM1/CD31), VE-cadhérine, von willebrand factor 

(VWF). De plus, les CPE résidentes ont la capacité de se différencier en CML. [95], [96] Ces progéniteurs 

forment donc une population hétérogène rendant difficile l’établissement d’une classification des 

marqueurs. D’un point de vue expérimental, on considère généralement comme CPE les cellules : 

CD34+/VEGFR-2+ ; CD133+/VEGFR-2+ ; CD133+/CD34+/VEGFR-2+ associé ou non au marqueur tyrosine-

protein kinase Kit (c-kit). (Fig 12) [94] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ce diagramme présente la répartition et la fréquence des différentes CPE identifiées chez 439 sujets sains et 
atteints de pathologies cardiovasculaires. Les fréquences ont été calculées relativement au nombre de cellules 
CD34 (arbitrairement à 100). CD34, CD133 : cluster of differenciation 34, 133 ; KDR : kinase insert domain 
receptor (VEGFR-2) (D’après Fadini et al. 2008) [97] 

Figure 12 : Diagramme de Venn simplifié représentant les différents sous type de CPE.  
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Le rôle des CPE dans l’HTAP reste à être clairement défini et les données scientifiques peuvent paraitre 

contradictoires. En effet, certaines études indiquent une diminution du nombre de CPE circulantes 

dans le sang de patients HTAP, en association à de mauvais paramètres hémodynamiques et à une 

concentration anormalement élevée de marqueurs inflammatoires. [98]–[101] En plus d’être 

diminuées in vivo, les CPE isolées de chiens de race beagles ayant reçu une injection de MCT ne 

présentent plus d’activité de vasculogenèse in vitro. [102] La diminution du nombre de CPE pourrait 

donc être un biomarqueur de sévérité et de mauvais pronostic de la pathologie, les CPE ne pouvant 

plus contribuer à la réparation de l’endothélium. A l’inverse, d’autres études constatent une 

augmentation des CPE chez les patients [103]–[107] ainsi que leur présence dans les lésions 

plexiformes, [108] suggérant leur implication dans le remodelage vasculaire à un stade tardif. [98]  

Ces différences de résultats peuvent notamment s’expliquer par les différentes méthodes et 

combinaisons de marqueurs utilisés pour détecter les CPE ainsi que le stade de la pathologie chez les 

patients. 

 

b. Les progéniteurs de cellules musculaires lisses 

 

La néomuscularisation des artérioles pulmonaires normalement non muscularisées et la 

muscularisation anormale des vaisseaux partiellement muscularisés sont caractéristiques de l’HTAP. 

Les CML présentes dans la media des artères pulmonaires sont l’un des acteurs majeurs intervenant 

dans ce processus. [109], [110] Sheikh et al. ont identifié et caractérisé une population spécifique de 

CML localisée à la bordure de la zone muscularisée-non muscularisée des artérioles saines. Chez la 

souris exposée à une HC, ces CML αSMA+/SM-MHC+/PDGFR-β+ (platelet derived growth factor receptor 

β) vont suivre un programme séquentiel de dédifférenciation/redifférenciation afin de s’épandre le 

long de la zone initialement non muscularisée. En effet, au cours de l’HC, on observe une baisse 

d’expression de SM-MHC (marqueur terminal de différenciation) associée à l’acquisition d’un 

phénotype progéniteur grâce à l’expression du facteur pluripotentiel kruppel-like factor 4 (KLF4). Cette 

dernière est induite par l’activation de PDGFR-β suite à l’augmentation de l’expression et sécrétion du 

PDGF-B par les CE pulmonaires. Leurs expériences ont montré que PDGF-B et KLF4 sont nécessaires à 

la migration distale des progéniteurs. Dans un second temps, PDGF-B va entrainer l’augmentation de 

l’expression d’HIF1-α par les progéniteurs αSMA+/PDGFR-β+/KLF4+, permettant ainsi leur prolifération. 

Après expansion, les progéniteurs se redifférencient : expression de SM-MHC et perte d’expression de 

PDGFR-β. (Fig 13) Chez les patients HP et HTAP, on observe également une augmentation du nombre 

de CML PDGFR-β+/KLF4+ ainsi qu’une forte corrélation avec les CML prolifératives. [109], [111], [112] 
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Au cours des 3 premiers jours d’HC, l’expression d’HIF-1α et de PDGF-BB par les cellules endothéliales (EC) et les 
macrophages (MΦ) induisent l’expression de PDGFRβ et KLF4 dans les cellules musculaires lisses (SMC) distales, 
leur conférant un phénotype de progéniteur (induced primed SMC) (1) et leur permettant une migration initiale 
(dedifferenciated primed lineage SMC) (2). Entre le 5e et 7e jour d’HC, ces progéniteurs expriment à leur tour HIF-
1α, induisant leur expansion clonale (3). Enfin, ces progéniteurs se redifférencient en CML matures (SMC SMA+ 
SMMHC+) (4). De plus, certains macrophages se transdifférencient en CML ou fusionnent avec des CML existantes 
(5). (D’après Sheikh et al. 2018) [112] 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Régulation de la prolifération des CML localisées à la bordure de la zone muscularisée-non 

muscularisée, induite par l’HC.  
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Les nouvelles CML sont également issues de la différenciation de différentes CS/progéniteurs. 

 

o Les péricytes 

Les péricytes forment une population hétérogène, identifiée comme étant une sous-population de 

cellules souches mésenchymateuses (CSM). En effet, des péricytes isolés de poumons présentent in 

vitro les mêmes propriétés (établies par la société internationale de recherche sur les cellules souches) 

que les CSM, comme l’adhérence au plastique et la capacité de différenciation en chondrocytes, 

adipocytes et ostéoblastes. [113], [114] C’est à la fin des années 70, grâce à leurs travaux sur le rat 

exposé à une HC, que Meyrick et al. ont découvert que les péricytes participaient à la 

néomuscularisation des artérioles non muscularisées en se différenciant en CML. [115] En 2004, il a 

également été proposé qu’une dérégulation du recrutement des péricytes soit à l’origine du 

développement d’une HP chez 2 nourrissons atteints du syndrome d’Adams-Oliver. [116] Plus 

récemment, ce sont les travaux du groupe de C. Guignabert qui ont renforcé le rôle des péricytes 

comme source de CML au cours du remodelage vasculaire pulmonaire. Ils ont en effet montré une 

augmentation de la couverture péricytaire des vaisseaux pulmonaires dans les modèles d’HP induit par 

HC ou injection de monocrotaline. [43] De plus, ces nouveaux péricytes adoptent un phénotype 

contractile en exprimant l’αSMA. [43], [117], [118] Différents facteurs interviennent dans ce 

recrutement. Les taux élevés de FGF2 et d’IL-6 sécrétés par les CE, le taux élevé de stromal cell-derived 

factor 1 (SDF1) (tant chez les patients que dans les modèles animaux), tout comme la surexpression du 

C-X-C chemokine receptor 7 (CXCR7) par les péricytes de patients HTAPi contribuent ensemble à la 

prolifération excessive ainsi qu’à la migration des péricytes. [43], [117], [118] In vitro, en présence de 

TGF-β, les péricytes acquièrent un phénotype contractile en exprimant αSMA, SM22α et la calponine, 

se différenciant en CML-like. [117] Ce phénotype contractile a pu être observé in vivo suite à une HC 

et une HC+SU5416, avec une augmentation du pourcentage de péricytes αSMA+. [43], [117], [118] 

L’augmentation de la couverture péricytaire exprimant le marqueur 3G5-defined ganglioside (3G5+) 

est également retrouvée dans les poumons de patients HTAPi et HTAPh avec une faible proportion de 

péricytes αSMA+/SM22+, contrairement aux péricytes de poumons contrôles, négatifs pour ces 2 

marqueurs de CML. [43] De plus, les péricytes de patients HATPi présentent une surexpression du 

récepteur au TGF-β de type 2, renforçant l’implication de la voix TGF-β dans l’acquisition du phénotype 

contractile. [117]  
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Récemment, une étude a montré un chevauchement important du profil transcriptomique des CML et 

des péricytes de patients HTAP, en comparaison de donneurs sains, renforçant le rôle des péricytes 

comme source de CML. [118] L’ensemble de ces études démontrent ainsi que les péricytes participent 

à la muscularisation des vaisseaux pulmonaires au cours de l’HTAP comme progéniteurs de CML. 

 

o Les cellules souches/progénitrices mésenchymateuses 

Les CSM ont été localisées dans de nombreux organes tel que la MO, le tissu adipeux, le muscle, la 

pulpe dentaire [119] mais se situent aussi de façon périvasculaire. [120], [121] Elles forment une 

population très hétérogène (expression de nombreux marqueurs de CS non spécifiques aux CSM) 

partageant des caractéristiques communes. In vitro, elles sont capables d’adhérer au plastique, de 

former des colonies à partir d’une cellule unique (colony-forming-unit fibroblast : CFU-F) et sont 

capables de se différencier en ostéoblastes, chondrocytes et adipocytes dans les conditions de culture 

adéquates. [122]  

In vivo, selon le tissu et leur micro environnement, les CSM peuvent également se différencier en 

d’autres types cellulaires (myocytes, ténocytes, fibroblastes). (Fig 14) 

 

 

 

 

SNC : système nerveux central (D’après Dierick F. 2015) [123] 

Figure 14 : Récapitulatif du phénotype moléculaire (A) et schéma du potentiel de différenciation 
(B) des CSM.  
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Des études montrent l’existence de CSM pulmonaires résidentes ainsi que leur potentiel de 

différenciation en CML-like. En étudiant les cellules ATP-binding cassette super-family G member 2 

positives (ABCG2+) (« side population »), Chow et al. ont identifié une population de CSM périvasculaire 

positive pour les marqueurs suivants : CD90, CD73, CD44, endogline, vascular cell adhesion molecule 

1 (VCAM-1), stem cell antigen 1 (Sca1). In vitro, cette population est capable de se différencier en 

CML/myofibroblastes (αSMA+) et en péricytes positifs pour le marqueur neural/glial antigen 2 (NG2). 

De plus, in vivo, lorsqu’elles sont spécifiquement déplétées de l’enzyme antioxydante extracellular 

superoxyde dismutase (EC-SOD), elles contribuent au remodelage vasculaire pulmonaire induit par HC 

en adoptant un phénotype contractile (αSMA+). L’acquisition d’un phénotype contractile par ces 

cellules serait donc liée à un micro environnement oxydatif et à une altération de la voie canonique 

Wnt/β-caténine. Ces cellules ABCG2+ forment ainsi un potentiel réservoir de progéniteurs de cellules 

vasculaires pouvant participer au remodelage vasculaire pulmonaire. [68] 

Récemment, notre équipe a également identifié une nouvelle population de progéniteurs 

mésenchymateux résidents caractérisés par l’expression de la Protein Widely 1 (PW1), présents à la 

fois chez la souris et l’Homme et dont je vous décrirais le rôle dans un paragraphe dédié. 

 

o Les cellules souches hématopoïétiques 

Des expériences de transplantation de MO ont également permis de mettre en évidence le 

recrutement de CS/progéniteurs hématopoïétiques circulants lors du remodelage vasculaire 

pulmonaire au cours de l’HP. En effet, suite à une HC, les poumons des souris chimères présentent une 

accumulation de cellules dérivées de la MO, dont certaines co-expriment αSMA, indiquant l’acquisition 

d’un profil de CML-like. [124], [125] Cependant, il semblerait que dans le modèle du rat 

MCT+pneumectomie, ce recrutement soit moins important/conséquent. [126] Actuellement, il 

n’existe pas de marqueurs consensus de ces progéniteurs, mais c-kit est couramment utilisé pour les 

définir. Ainsi, dans des poumons hypoxiques, une accumulation de cellules c-kit+/Sca1+/αSMA+ est 

observée au niveau des vaisseaux, cette dernière pouvant être prévenue par l’inhibition des voies 

CXCR4/CXCR7. [127]–[129] Lors de l’HC, Sheikh et al. ont également observé des macrophages 

CD68+/αSMA+ suggérant le recrutement de macrophages se transdifférenciant en CML-like ou 

fusionnant avec certaines CML. [112] Dans les poumons de patients HTAPi, Montani et al. ont identifié 

et montré l’accumulation de 2 populations de progéniteurs circulants dérivés de la MO : 

CD34high/CD133high/c-kithigh/CXCR4low et CD34low/CD133-/c-kitlow/CXCR4high avec une localisation 

périvasculaire ainsi que dans les lésions plexiformes. Tout comme dans les modèles animaux, certaines 

de ces cellules co-expriment αSMA, suggérant un potentiel de différenciation en myofibroblastes/CML. 

[130] 
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o Cellules endothéliales et transition endothélio-mésenchymateuse  

Différentes études in vitro ont montré la capacité des CE à suivre une transition endothélio-

mésenchymateuse (EndoMT) et à se transdifférencier en CML-like. [131], [132] Ce mécanisme 

participe à l’épaississement de l’intima au cours de l’embryogenèse, [133], [134] et intervient 

également dans certains contextes pathologiques (fibrose cardiaque, fibrose rénale…) contribuant 

ainsi à l’excès de cellules αSMA+. [135] Différentes études in vitro suggèrent ainsi l’implication de 

l’EndoMT comme source de CML-like lors du remodelage vasculaire au cours de l’HTAP. En effet, après 

exposition à une HC, ou au SU546, les CE adoptent un phénotype transitoire de co-expression de 

marqueurs endothéliaux et de marqueurs de CML : αSMA et calponine. L’acquisition de ce phénotype 

mixte est associée à la surexpression de différents facteurs tel que la myocardine (impliquée dans la 

différenciation des CML) et/ou la Galectine 3 (Gal3) (impliquée dans différents processus tel que la 

prolifération et différenciation cellulaire, l’angiogenèse et notamment dans la prolifération des CML 

lors de l’HTAP). [136]–[138]  

L’EndoMT in vitro peut également être déclenchée par différents facteurs surexprimés in vivo et chez 

les patients, tel que l’ET-1, [139] ou des cytokines pro-inflamatoires TNFα/IL-1β associé au TGF-β. [140] 

Cette transdifférenciation est aussi décrite in vivo dans les modèles d’HP induite par MCT ou par 

HC/SU5416. En effet, on observe dans l’endothelium de ces animaux des cellules transitoires, co-

exprimant αSMA avec PECAM1 (CD31), [139] CD34, [141] VWF [140] ainsi que des cellules 

αSMA+/SMMHC+ dérivées de cellules Tie2+ (tyrosine kinase with immunoglobulin and EGF homology 

domains) et de cellules VE-cadherine+ dans la néointima. [142] Dans ces modèles, l’EndoMT serait 

médiée par HIF1α et la Twist related protein 1 (Twist1). [141], [143] Enfin, l’EndoMT est décrite dans 

les poumons HTAP, au niveau de l’intima et des lésions plexiformes, avec des cellules co-exprimant 

CD31/CD34/VE-cadherine avec αSMA [141], [142] ou au niveau de l’endothélium : VWF/αSMA. [140] 

Bien qu’il ne s’agisse pas à proprement parler de CML, les CE, via l’EndoMT, contribuent au remodelage 

vasculaire au cours de l’HTAP, comme source de progéniteurs de CML-like. Cependant, la 

compréhension des mécanismes régulant ce phénomène au cours de l’HTAP nécessite plus 

d’investigation. 

  

o Les fibrocytes et fibroblastes 

Les fibrocytes sont des progéniteurs mésenchymateux du lignage des monocytes/macrophages. Ils co-

expriment ainsi CD34, des marqueurs monocytaires : CD45, CD14, CD11, et des marqueurs de 

fibroblastes : collagène-I, collagène-III et vimentine. [144]  
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Ils produisent et sécrètent des composants de la MEC et contribuent à la fibrogenèse pulmonaire dans 

différentes pathologies fibrotiques telles que la fibrose pulmonaire idiopathique, la sclérodermie et 

l’HP. [144], [145] En réponse à l’hypoxie, les fibrocytes circulants sont recrutés et s’accumulent dans 

l’adventice des vaisseaux pulmonaires. La déplétion de ces cellules circulantes atténue fortement 

l’épaississement de l’adventice induit par HC, et diminue l’accumulation de myofibroblastes ainsi que 

le développement de la fibrose adventitielle. [145], [146] De plus, le nombre de fibrocytes circulants 

est significativement augmenté chez les individus HP par rapport aux individus sains. [147] 

Les fibroblastes adventitiels contribuent à la fibrose et à l’épaississement adventitiel, et participent 

également au remodelage vasculaire en se transdifférenciant en myofibroblastes impliqués dans la 

formation de la néointima. [38], [148] 

 

c. Les progéniteurs mésenchymateux PW1+  

 

Récemment, notre équipe a découvert dans le poumon une nouvelle population de progéniteurs 

mésenchymateux résidents identifiée par l’expression du marqueur de CS PW1. [149] Les progéniteurs 

pulmonaires PW1+ sont présents aussi bien chez l’Homme que le rongeur. Chez les 2 espèces, ils sont 

périvasculaires, cependant ils sont dispersés chez la souris tandis qu’ils sont organisés en clusters chez 

l’Homme. (Fig 15) [12] 

 

 

 

 

 

 

 

Immunofluorescences représentatives de vaisseaux pulmonaires muscularisés (αSMA+) et des progéniteurs 
PW1+ chez la souris et chez l’Homme (indiqué par des flèches ou étoiles). Echelle : 20 µm ; L : lumière. (D’après 
Dierick et al. 2016) [12] 

 

 

Figure 15 : Progéniteurs périvasculaires pulmonaires PW1+.  



 

52 
 

Chez la souris, grâce à une analyse par cytométrie en flux, 3 sous-populations de progéniteurs PW1+ 

ont été identifiées dans le poumon : PW1+/CD34+/c-kit+, PW1+/CD34+/c-kit-/PDGFRα+ et PW1+/CD34-

/CD146+ correspondant à des péricytes. Afin de les étudier et de suivre leur devenir, une souris 

transgénique exprimant la β-galactosidase (β-gal) sous contrôle du promoteur PW1 a été utilisée. [149] 

La demi-vie de la β-gal étant supérieure à celle de PW1, elle permet d’identifier les cellules PW1+ ainsi 

que les cellules issues de leur différenciation même lorsque PW1 n’est plus exprimé.  

En sortie de Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS), les progéniteurs PW1+ de poumons de souris 

n’expriment pas les marqueurs de CML αSMA et SM-MHC. [12] Cependant, in vitro, la population 

PW1+/CD34+/c-kit-/PDGFRα+ se différencie spontanément en CML-like. En revanche, la différenciation 

de la population PW1+/CD34+/c-kit+ nécessite d’être induite par du TGF-β et du PDGF-BB dans le milieu 

de culture.  

In vivo et en normoxie, de nombreuses CML co-expriment la β-gal dans ce modèle transgénique :  β-

gal+/αSMA+ : 35±2,2% ; β-gal+/CNN1+ : 44±3,3% ; β-gal+/SM-MHC+ : 54±7,3%. De plus, suite à 4 jours 

d’HC, l’augmentation significative de ces 2 populations de progéniteurs (également observée chez le 

rat MCT) s’accompagne d’une néomuscularisation et d’une augmentation du nombre de CML β-

gal+/PW1-. Ces résultats confirment le rôle de progéniteurs de CML de ces 2 populations. Ce rôle est 

également fortement suggéré chez l’Homme puisque dans les poumons de patients HTAP, de 

nombreuses cellules PW1+/αSMA+ sont retrouvées dans la néo-intima et la media des vaisseaux 

remodelés. 

Concernant le recrutement des progéniteurs PW1+, cette étude a démontré l’implication de la voie 

SDF-1/CXCR4 dans leur différenciation en CML mais pas dans leur prolifération. Or ces cellules 

expriment également un marqueur fortement mitogène et impliqué dans la différenciation cellulaire : 

PDGFRα dont l’activation pourrait induire/réguler la prolifération et différenciation des progéniteurs 

PW1+.  
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EPC : cellule progénitrice endothéliale ; EC : cellule endothéliale ; MSC : cellules souches mésenchymateuses ; 
SPC : progéniteur de cellules musculaires lisses. (D’après Dierick et al. 2021) [150] 

 

3. Aspects thérapeutiques des cellules souches et progénitrices dans l’hypertension pulmonaire 

 

Différentes études in vivo ont analysé les effets d’une thérapie cellulaire par injection intra veineuse 

de CPE. Il s’avère que ces effets sont très mitigés. Certaines études ont montré l’apport bénéfique 

d’une inoculation de CPE dans le modèle du rat MCT mais pas chez la souris en HC. Cependant, chez la 

souris, des CPE dérivées de la MO limitent le remodelage vasculaire pulmonaire suite à une lésion 

vasculaire. De même, des CPE à croissance tardive issues de la MO participent à la réparation vasculaire 

systémique suite à une lésion, mais pas à la régénération vasculaire pulmonaire suite à l’injection de 

MCT.  De plus, l’injection de CPE dérivées de la MO n’a aucun impact sur l’HP induite suite à une 

pneumectomie. Ces différents aspects peuvent s’expliquer par les différences sources de CPE et les 

différents mécanismes impliqués selon le modèle d’étude.  

Figure 16 : Implication des cellules souches et progéniteurs au cours du remodelage vasculaire lors 

de l’HTAP.  
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Cependant, les CPE constituent un outil biologique important, permettant différentes manipulations 

pré-injection afin d’optimiser leur capacité régénérative.  

En effet, leur conditionnement avec de la pinocembrine conduit à une augmentation de la production 

de NO et de VEGF par les CPE qui, après transplantation, réduisent l’inflammation induite par la MCT 

et améliorent la fonction endothéliale. L’injection de CPE produisant de l’adrénomédulline améliore 

l’hémodynamique pulmonaire et augmente la survie par rapport à des CPE « WT ». L’interruption de 

la voie CD40 dans les CPE augmente leur incorporation dans l’intima et réduit leur sécrétion de 

cytokines pro-inflammatoires. Enfin, chez l’Homme, l’essai clinique PHACeT (Pulmonary Hypertension 

and Angiogenic Cell Therapy) a également montré un apport bénéfique à court terme de l’innoculation 

de CPE surexprimant l’eNOS sur les paramètres hémodynamiques de patients HTAP. [150] 

L’administration de CSM dans les modèles expérimentaux d’HP a démontré un véritable potentiel 

thérapeutique en inversant le remodelage vasculaire, en réduisant la PAPm, l’inflammation et 

l’hypertrophie du VD. Du fait de leur faible incorporation dans les poumons, il semblerait que les effets 

des CSM se fassent principalement par action paracrine. Plus récemment, des études se sont portées 

sur les exosomes sécrétés par les CSM. Il s’avère que l’injection de ces exosomes atténue également 

le développement de l’HP expérimentale renforçant l’idée d’une action paracrine des CSM lors de l’HP. 

L’analyse du contenu de ces exosomes permettrait l’identification de nouveaux facteurs 

thérapeutiques contre l’HP. [151] 
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VIII. Voies des Platelet-Derived Growth Factor Receptors : PDGFR 
 

1. Présentation 

 

Les Platelet-derived growth factors (PDGF) furent initialement purifiés à partir de plaquettes humaines 

ce qui leur conféra leur nom. Lors de leur découverte aux débuts des années 70 par Balk, seul 2 PDGF 

furent identifiés : PDGF-A et PDGF-B. De nos jours, la famille des PDGF est composée de 4 membres : 

o PDGF-A codé par le gène PDGFA situé sur le chromosome 7 humain (chromosome 5 chez la 

souris) 

o PDGF-B codé par le gène PDGFB situé sur le chromosome 22 humain (chromosome 15 chez la 

souris) 

o PDGF-C codé par le gène PDGFC situé sur le chromosome 4 humain (chromosome 3 chez la 

souris) 

o PDGF-D codé par le gène PDGFD situé sur le chromosome 11 humain (chromosome 9 chez la 

souris) [152]–[154] 

Synthétisés sous forme de précurseur inactif, ces protéines à motif cystine-knot agissent sous forme 

d’homo ou hétéro dimère : PDGF-AA, -BB, -AB, (environ 30 kDA) [155] -CC (36,7 kDA) [154], -DD (40,2 

kDA) [154]. PDGF-A et PDGF-B présentent près de 60% d’homologie dans leur séquence en acide aminé 

[156] et sont activés par clivage protéolytique dans la cellule avant d’être sécrétés. La principale 

enzyme responsable de l’activation du PDGF-A est la proprotéine furine convertase, tandis que celle 

responsable de l’activation du PDGF-B reste inconnue. [157] A l’inverse, PDGF-C et PDGF-D sont activés 

par clivage protéolytique extra cellulairement. [152] PDGF-C peut être activé par la plasmine, la tissue 

plasminogen activator, la matriptase et l’urokinase plasminogen activator [154] tandis que PDGF-D 

peut être activé que par la plasmine ou l’urokinase plasminogen activator. [158], [159] Ces dimères 

présentent différentes affinités pour leurs récepteurs : Platelet-derived growth factor receptor α et β 

(PDGFRα ou β), ainsi PDGF-AA et PDGF-CC se lient uniquement à PDGFRα, PDGF-DD uniquement à 

PDGFRβ tandis que PDGF-BB peut se lier aux 2 isoformes. (Fig 17)   
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Lors de la liaison du ligand au récepteur, celui-ci se dimérise et s’active par autophosphorylation pour transduire 
son signal. Les PDGF présentent différentes affinités avec les 2 isoformes de récepteur. Ainsi, l’homodimère 
PDGFRα est activé par PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-CC et PDGF-AB, l’homodimère PDGFRβ est activé par PDGF-BB, 
PDGF-DD, et l’hétérodimère PDGFRα/β est activé par PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC, PDGF-DD. (D’après Lee et Li 
2018) [154] 

 

Les PDGFR sont des récepteurs transmembranaires appartenant à la famille des récepteurs à activité 

tyrosine kinase de classe III (RTK). Il existe 2 isoformes présentant 30% d’homologie dans leurs 

séquences d’acides aminés : [154] 

o PDGFRα (CD140a) : ≈ 170 kDA, codé par le gène PDGFRA situé sur le chromosome 4 humain 

(chromosome 5 chez la souris) 

o PDGFRβ (CD140b) : ≈ 180 kDA) codé par le gène PDGFRB situé sur le chromosome 5 humain 

(chromosome 18 chez la souris) [156], [160] 

La région extracellulaire du récepteur est constituée de 5 domaines de type immunoglobuline (Ig) et 

un domaine hélicoïdal. Un unique domaine transmembranaire la sépare de la région intracellulaire 

constituée d’un domaine juxtamembrannaire et d’un domaine kinase séparé en 2 séquences par une 

région hydrophobe, caractéristique des RTK de classe III. [161].  

Figure 17 : Schéma d’activation des PDGFR par les PDGF.  
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Ces récepteurs se dimérisent en homo ou hétéro dimère lors de la liaison du ligand aux domaines Ig 2 

et 3, le dimère étant ensuite stabilisé par des interactions électrostatiques entre les domaines Ig 4 et 

Ig5. [162] (Fig 18) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le PDGF entraine la dimérisation du récepteur en se liant aux domaines de type immunoglobuline Ig2 et 3 (D2 et 
D3). Le dimère, stabilisé par des interactions électrostatiques entre les domaines Ig4 et 5 (D4 et D5), 
s’autophosphoryle pour transduire son signal. (D’après Shang et al. 2017) [161] 

 

Suite à cette liaison, le récepteur change de conformation afin de libérer l’accès du domaine de liaison 

à l’adénosine triphosphate (ATP) et s’autophosphoryle sur différents résidus tyrosine (Tyr). Cette 

autophosphorylation a 2 fonctions. La première est l’amélioration de l’effet catalytique de la kinase, 

grâce à la phosphorylation de la Tyr-849 pour le récepteur α et de la Tyr-857 pour le récepteur β. La 

seconde est de permettre le recrutement de différentes protéines adaptatrices contenant un domaine 

src homology 2 (SH2) afin d’assurer la transduction du signal via différentes voies de signalisation 

cellulaire. PDGFRβ possède 13 sites d’autophosphorylation et PDGFRα en possède 10. (Tableau 3) La 

spécificité de liaison entre la protéine SH2 et la phosphotyrosine dépend des séquences d’acides 

aminés qui bordent cette dernière. Cette spécificité joue un rôle primordial dans la différence d’activité 

signalétique entre les 2 isoformes. [93], [156], [160]  

Figure 18 : Structure et dimérisation du PDGFR.  
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PDGFRα PDGFRβ 

Y572 

Y574 

Y720 

Y731 

Y742 

Y754 

Y762 

Y849 

Y988 

Y1018 

Y562 

Y579 

Y581 

Y716 

Y740 

Y751 

Y763 

Y771 

Y775 

Y778 

Y857 

Y1009 

Y1021 

 

Tableau 3 : Liste des sites de phosphorylation de PDGFRα et PDGFRβ.  

(D’après Heldin et Lennartsson 2013 et Shang et al. 2017) [161], [163] 

Cette signalisation est contrôlée par différents mécanismes de rétrocontrôle négatif. Après activation, 

différentes tyrosines phosphatases peuvent se lier au récepteur pour le déphosphoryler ainsi que ses 

substrats : SH2 domain-containing protein tyrosine phosphatase 2 (SHP-2), protein-tyrosin 

phosphatase 1B (PTP1B), T-cell protein tyrosine phosphatase (TC-PTP), density-enhanced phosphatase 

1 (DEP-1) [156], [164]–[166] De plus, contrairement à PDGFRα, PDGFRβ activé peut recruter Ras-GAP 

qui aura des effets similaires aux tyrosines phosphatases concernant sa désactivation. [167]. Enfin, la 

liaison du ligand au récepteur entraine son internalisation par endocytose clathrine-dépendante, sa 

déphosphorylation et sa dégradation ubiquitine-dépendante dans les lysosomes [156], [168], [169] ou 

un retour à la membrane pour PDGFRβ. [170] Le récepteur inactivé a une demi vie supérieure à 2h, 

tandis qu’activés, PDGFRα et β ont respectivement une demi vie de 5 et 30 min. [153] 

PDGFRα peut également être activé indépendamment des PDGF. En effet, dans le cas de la vitréo-

rétinopathie proliférante, le récepteur est activé indirectement par des facteurs de croissance autre 

que les PDGF. Ces facteurs de croissance activent leurs propres récepteurs qui, entre autres, 

augmentent le taux ROS dans la cellule.  
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Ce niveau élevé de ROS active un médiateur intracellulaire : la Src family kinase (SFK), qui a son tour 

active PDGFRα. Dans ce contexte, il s’agit d’une activation monomérique de PDGFRα dont 

l’internalisation sera beaucoup plus lente que celle du récepteur dimérisé. Cela a pour conséquence le 

maintien d’un récepteur actif avec une signalisation persistante.  [171] 

Contrairement à PDGFRα, PDGFRβ ne peut être activé de cette manière du fait du recrutement de Ras-

GAP qui inactive Ras et prévient l’établissement d’une telle signalisation. [172] Cependant, il peut être 

transactivé par l’angiotensine II [173] et la dopamine. [174] De plus, dans le sérum de patients atteints 

de sclérose systémique, des anticorps dirigés contre PDGFRα ont été découvert, permettant son 

activation de manière PDGF-indépendante et contribuant ainsi au développement de la maladie. [175] 

Enfin, des mutations génétiques peuvent entrainer la production de PDGFRα constitutivement actif 

dans certaines formes de tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST). [176], [177]  

De manière plus subtile, VEGFA peut se lier aux 2 isoformes de récepteurs en tant qu’antagoniste et 

avoir un rôle d’agoniste faible à une concentration supraphysiologique. [178] 

Historiquement, les PDGF/PDGFR sont connus comme de puissants acteurs mitogènes pour les cellules 

mésenchymateuses (CML, fibroblastes, cellules gliales…). Cependant, différentes études ont 

également montré leurs effets dans de nombreux autres types cellulaires (Tableau 4) : CS, 

progéniteurs, cellules neuronales, CE, cellules inflammatoires etc. [154]  
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(D’après Noskovicova et al. 2015) [157] 

 

3 principales voies sont notamment activées par les PDGF : (Fig 19) [154], [156], [157], [179] 

o PI3K/Akt/mTOR : impliquée dans la réorganisation de l’actine, la prolifération, la croissance, la 

survie cellulaire et l’activité métabolique 

o Ras-MAPK : impliquée dans la prolifération, la différenciation et la migration cellulaire 

o PLCγ/PKC : impliquée dans la mobilisation du calcium intracellulaire, la prolifération et la 

migration cellulaire 

De par leurs actions, la voie des PDGF/PDGFR joue un rôle important au cours du développement 

embryonnaire ainsi que dans certains processus dans le tissu adulte. 

 

 

Tableau 4 :  Profil tissulaire et cellulaire d’expression des PDGF chez l’Homme et la souris.  

( 
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Selon les tyrosines phosphorylées, le récepteur va recruter différentes protéines partenaires et activer leur voie 
de signalisation respective (PI3K/AKT, MAPK, STAT, PLCγ) afin de promouvoir la prolifération, la différenciation, 
la migration et la survie cellulaire. (D’après Guérit et al. 2021) [180] 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Schéma des voies de signalisation des PDGF/PDGFR.  



 

62 
 

2. Rôle des PDGFR dans l’embryogenèse 

 

a. Rôle de PDGFRα 

 

PDGFRα joue un rôle important et capital dès les premiers stades du développement embryonnaire. 

En effet, la présence de PDGF-A et d’ARNm de PDGFRα est détectée dès le stade E6.5 chez la souris. 

De plus, la délétion de PDGFRα par mutation du gène (mutation Patch (Ph)) entraine la mort des 

embryons Ph/Ph entre E8 et E16. [181] Afin de confirmer la contribution de PDGFRα dans le 

développement embryonnaire, des expériences d’hybridation in situ ont permis de déterminer le profil 

d’expression de PDGFRα au cours de l’embryogenèse et les embryons WT ont été comparés aux 

embryons Ph/Ph. [182] Aux stades E6 et E6.5, l’ARNm de PDGFRα est détecté uniquement dans 

l’endoderme extra-embryonique et aucune anomalie phénotypique n’est observée à ce stade dans les 

embryons Ph/Ph. Le premier tissu embryonnaire à exprimer le récepteur est le mésoderme lors de la 

gastrulation au stade E7. Une expression régionalisée et temporale commence alors à être observée 

selon les stades de développement. L’expression du récepteur commence à être observée au stade 

E7.5 dans le tube neural, dérivé de l’ectoderme, tandis que dans l’endoderme et ses dérivés, PDGFRα 

n’est exprimé à aucun stade du développement. [182], [183]  

Globalement, au cours du développement embryonnaire, PDGFRα est majoritairement exprimé dans 

les structures mésodermales et dans une moindre mesure dans certaines structures ectodermales. (Fig 

20) De plus, son profil d’expression est corrélé avec les premières anormalités observées chez les 

embryons Ph/Ph (E9.5).  
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Les tissus encadrés expriment le récepteur pendant toute la durée (ou en partie) développementale indiquée.  

Les cadres pleins indiquent que toutes les cellules du tissu expriment PDGFRα tandis que ceux en pointillés 
indiquent une expression localisée dans des zones précises du tissu. (D’après Schatteman et al. 1992) [182] 

 

Enfin, le profil d’expression de l’ARNm de PDGFRα obtenu par différentes études d’hybridation in situ 

menées aux débuts des années 90 [182] a été confirmé et précisé en 1997 en utilisant cette fois-ci un 

anticorps (Ac) monoclonal dirigé spécifiquement contre le récepteur : APA5. [184], [185] (Tableau 5)  

Figure 20 : Profil d’expression de pdgfra au cours de l’embryogenèse chez la souris. 
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(D’après Takakura et al. 1997) [185] 

 

De manière générale, la délétion de PDGFRα va impacter l’organogenèse à différents stades 

embryonnaires puisque les embryons Ph/Ph présentent : [160], [182], [183], [186], [187] 

o une atteinte du développement du tube neural qui est plié et flanqué de bulles sous-

épidermiques qui déforment les somites  

o une atteinte cardiaque : dilatation, absence de septation, malformation des valves 

o des anomalies de l’axe squelettique : ossification, fusion de vertèbres et/ou de côtes, absences 

de disques vertébraux… 

o une absence de tissus conjonctifs 

o un épiderme désorganisé 

o un impact sur la vasculogenèse  : dilatation des vaisseaux suite à un défaut de formation du 
mur vasculaire   

o retard du développement pulmonaire : taille réduite, septation alvéolaire incomplète 

Cependant, les embryons hétérozygotes PDGFRα+/- sont viables et donnent des souris fertiles. [187] 

De même, l’activation constitutive de PDGFRα (mutation D842V dans le domaine de liaison de l’ATP 

ou mutation V561D dans le domaine juxta-membranaire) altère le développement embryonnaire de 

la souris et ne permet pas d’obtenir des embryons viables.  

Tableau 5 : Profil d’expression de pdgfra au cours des premiers stades de l’embryogenèse chez la 
souris. Comparaison entre ARNm et protéine.  
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En effet, ces derniers présentent différentes anomalies de développement comme une malformation 

de la cage thoracique, un développement incomplet des sacs alvéolaires, l’apparition d’œdèmes, une 

atteinte rénale (uretère, hyperplasie du tissu conjonctif etc.). [188] 

L’ensemble de ces expériences démontre l’importance de PDGFRα au cours de l’embryogenèse, sa 

délétion (homozygote) par la mutation Patch ou une activation constitutive étant létales. 

 

b. Rôles de PDGFRβ 

 

PDGFRβ joue également un rôle important au cours du développement embryonnaire, et son 

expression est détectée dès le stade E7.5. Similairement aux études menées sur PDGFRα, des 

expériences d’hybridation in situ ont été menées pour déterminer le profil d’expression de PDGFRβ au 

cours de l’organogenèse. Ce récepteur est globalement exprimé dans le mésenchyme et de manière 

plus élevée dans les cellules mésenchymateuses adjacentes à un épithélium. Au stade E10.5, on 

l’observe dans le bourgeon des membres, le mésenchyme facial et périaortique. De manière générale, 

PDGFRβ est exprimé dans le mésenchyme des organes tubulaires en formation (œsophage, trachée, 

tube intestinal, estomac). Il est également retrouvé dans les cellules mésenchymateuses présentes 

dans le parenchyme des gonades, des reins et des poumons. Il est aussi exprimé dans le cœur en 

développement (péricardium et endocardium) et participe à la formation des vaisseaux sanguins. En 

effet, il est exprimé dans le mésenchyme entourant l’endothélium des vaisseaux (petits et larges) ainsi 

que dans l’endothélium des petits vaisseaux. Cependant, aucune expression du récepteur n’est 

détectée dans les vaisseaux du foie en formation. [189] Après différenciation des cellules 

mésenchymateuses, il s’éteint dans la plupart des cellules matures. En effet, une fois l’épiderme 

pluristratifié en place (E16.5), PDGFRβ est exprimé uniquement au niveau du derme. De même, lorsque 

les cellules mésenchymateuses entourant le tube intestinal se différencient en CML, ces dernières 

n’expriment plus le récepteur. [189] Il s’avère donc qu’au cours du développement embryonnaire, 

PDGFRα et β sont co-exprimés dans les cellules mésenchymateuses cranofaciales (hétérodimère) des 

organes en formation et présentes dans le plexus choroïde. [190] 

 

Tout comme pour la mutation Patch, les embryons PDGFRβ-/- ne sont pas viables et meurent juste 

avant la naissance d’hémorragies générales et d’œdèmes. [191] Ils présentent ainsi des atteintes 

vasculaires dans différents organes comme les reins (glomérule) [192], le cerveau, la peau et les yeux 

ainsi que des anomalies hématologiques (anémie, érythrocytes nucléés, thrombocytopénie etc.). 

[192], [193] 
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Les atteintes vasculaires sont liées à un défaut de recrutement de CML vasculaires et de péricytes 

affectant l’intégrité et/ou le fonctionnement vasculaire. [181], [192], [194], [195]. En revanche, les 

embryons PDGFRβ+/- sont totalement viables. [181], [192]  

Concernant l’activation constitutive de PDGFRβ (D849V ou V536A), 2 études présentent des résultats 

contradictoires. Chiara et al. et Olson and Soriano s’accordent sur la viabilité des embryons et l’absence 

d’effet notoire au cours de l’embryogenèse. Cependant, les premiers décrivent des souris saines et 

viables, comparables à des souris WT tandis qu’Olson and Soriano décrivent un retard de croissance 

dès la 2e semaine et une mortalité importante à P14. [196], [197] Ce retard de croissance et cette 

mortalité sont associés à un phénotype immature des cellules vasculaires murales et à une 

adipogenèse inhibée. [197] 

Il s’avère ainsi que les PDGFR sont nécessaires et indispensables au développement embryonnaire 

puisque la délétion homozygote d’une des deux isoformes est létale.  

 

3. Les PDGFR dans les tissus adultes 

 

a. Conditions physiologiques  

 

En condition physiologique, la signalisation PDGF/PDGFR semble essentiellement impliquée dans la 

cicatrisation et l’homéostasie des tissus.  

Différentes études ont montré leur participation dans la cicatrisation. En effet, les PDGF sont sécrétés 

au niveau de la lésion par les plaquettes lors de l’hémostase et la formation du caillot de fibrine. Ils 

recrutent des fibroblastes et des cellules vasculaires murales et stimulent la formation de matrice 

extracellulaire, afin de générer la cicatrisation du tissu. [198] In vitro, la délétion de pdgfrb ou 

l’inhibition de PDGFRβ par l’imatinib (inhibiteur pharmacologique des PDGFR, c-abl, c-kit) altèrent la 

prolifération et la survie des fibroblastes, et diminuent leur capacité migratoire lors d’un wound 

healing/scratch assay. [199], [200]  

L’implication du récepteur dans la cicatrisation a également été observée in vivo. En effet, suite à des 

lésions cutanées dorsales sur des souris, l’utilisation d’imatinib ralentit la cicatrisation, réduit la 

prolifération des fibroblastes et des péricytes ainsi que la différenciation en myofibroblastes. [200] A 

l’inverse, l’introduction, chez la souris, de CSM PDGFRβ+, issues de placenta humain, au niveau des 

lésions cutanées accélère la cicatrisation et favorise la néovascularisation en comparaison de CSM 

PDGFRβ-. [201] 
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D’autres études suggèrent également un rôle protecteur de PDGFRβ dans le système nerveux central 

(SNC). Suite à une ischémie cérébrale, la délétion de PDGFRβ dans les neurones, les péricytes et CML 

vasculaires murins, perturbe la réponse gliale et la revascularisation (problème de stabilité et intégrité 

des nouveaux vaisseaux). [202] Cette étude fait écho aux travaux de Ishii et al, qui indiquent que les 

souris PDGFRβ-/-, spécifiquement dans les neurones, présentaient des dommages cérébraux plus 

importants suite à des lésions cérébrales. [203]  

Similairement à l’embryogenèse, PDGFRβ régule l’angiogenèse chez l’adulte. En 1994, Battegay et al, 

ont montré in vitro l’existence de 2 populations de CE aortiques bovines différenciées en fonction de 

leur potentiel angiogénique, ce dernier étant lié à la signalisation PDGF-BB/PDGFRβ. En effet, les CE 

angiogéniques exprimaient PDGFRβ tandis que les CE non angiogéniques étaient négatives pour 

l’expression du récepteur. En revanche, celles-ci sécrétaient du PDGF-BB, indiquant un effet paracrine 

entre les 2 populations de CE. [204] L’importance du récepteur dans le potentiel angiogénique a 

également été démontrée suite à son inhibition spécifique sur des cellules HUVECS (Human Umbilical 

Vein Endothelial Cells) et des cellules aortiques porcines. [205] De plus, in vivo, l’implantation de CPE 

surexprimant PDGFRβ chez des souris ayant subi une lésion de la carotide, accélère la 

réendothélialisation et limite la formation d’une néointima. [206] Différentes expériences ont 

également démontré le rôle crucial de PDGFRβ dans la stabilité des vaisseaux nouvellement formés 

grâce au recrutement des péricytes et CML. [194], [207], [208]  

Enfin, PDGFRβ est impliqué dans le maintien de la pression des fluides interstitiels. [209], [210] 

La majorité des études semble s’être focalisée sur l’étude de PDGFRβ et moins sur PDGFRα. Cependant, 

ce dernier est impliqué dans des processus similaires à PDGFRβ. Lors d’un wound healing/scratch 

assay, l’activation de PDGFRα permet la prolifération des fibroblastes, mais pas leur motilité. Afin que 

la « lésion » dans le tapis cellulaire se referme, l’activation de PDGFRβ semble donc nécessaire. [199] 

De plus, suite à une lésion cutanée, le tumor endothelial marker 1 (TEM1) (glycoprotéine 

transmembranaire de type1), présent à la surface des fibroblastes, s’associe à PDGFRα. Cette 

association augmente l’effet mitogénique et chémoattractant du PDGF-BB sur les fibroblastes, 

favorisant leur différenciation en myofibroblastes et la production de collagène, impliquée dans la 

cicatrisation. [211] PDGFRα est ainsi nécessaire mais pas suffisant au processus de cicatrisation. 

Concernant le SNC, Allamargot et al. ont montré chez des rats présentant des lésions démyélinisantes 

(injection dans le corps calleux de lysophosphatidylcholine) que l’activation de PDGFRα, par injection 

de PDGF-AA, induisait une prolifération des oligodendrocytes et de leurs progéniteurs, et activait la 

remyélinisation des axones atteints. [212] Cependant, des résultats plus mitigés ont été obtenus chez 

la souris par Woodruff et al..  
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Suite à l’induction d’une démyélinisation chez des souris surexprimant PDGFA spécifiquement par les 

astrocytes, ils ont également observé une augmentation de la densité des progéniteurs 

d’oligodendrocytes au niveau des lésions par rapport aux souris WT, mais pas de remyélinisation. [213] 

Concernant le système nerveux périphérique, il a également été observé in vivo une augmentation du 

nombre de cellules mésenchymateuses PDGFRα+ lors d’une lésion du nerf sciatique. Ces cellules ont 

été divisées en sous-populations par analyse single cell, dont deux présentant un profil de cellules 

progénitrices. La prolifération de ces cellules, leur potentiel de différenciation et leur localisation au 

niveau de la lésion suggèrent ainsi une contribution à la régénération nerveuse. [214] 

PDGFRα peut également avoir un effet pro-angiogénique. En effet, suite à son activation dans le 

modèle murin angiogénique de la cornée, la formation de nouveaux vaisseaux est observée. 

Cependant en absence d’activation de PDGFRβ, ces vaisseaux ne perdurent pas et régressent, en raison 

probablement d’un défaut de recrutement de péricytes et/ou de CML nécessaires à leur stabilité. [208] 

Récemment, de nouveaux progéniteurs vasculaires résidents PDGFRα+/Sca1+ ont été identifiés dans 

l’adventice de l’artère fémorale de souris. Contrairement aux progéniteurs PDGFRβ+/Sca1+, les 

progéniteurs adventitiels PDGFRα+/Sca1+ migrent vers la media afin de générer de nouvelles CML suite 

à une lésion vasculaire sévère. [215] 

Chez la souris, une étude montre également l’implication de cellules mésenchymateuses pulmonaires 

PDGFRα+, potentiellement progénitrices, au cours de la réalvéolarisation, sans toutefois définir le rôle 

précis du récepteur dans ce processus. [216] 

PDGFRα semble ainsi impliqué dans différents processus de recrutement de cellules potentiellement 

progénitrices, au cours de différents processus de « réparation ». 

 

b. Conditions pathologiques 

 

Une signalisation altérée des PDGF/PDGFR (suractivation) est impliquée dans de nombreuses 

pathologies. Ces différentes pathologies peuvent être divisées en 3 groupes : fibrotiques, vasculaires 

et cancers, bien que certains processus puissent être commun aux 3 groupes.  

De manière générale, 2 principaux types cellulaires répondent à la signalisation des PDGF au cours de 

ces maladies : les CML impliquées dans les atteintes vasculaires et les fibroblastes lors de la fibrose. 

[179] 
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o Maladies fibrotiques [179], [217] 

Une suractivation des PDGFR peut être associée à un phénomène de fibrose exacerbée. Dans les 

modèles murins d’activation constitutive inductible de PDGFRα, Soriano et al. observent effectivement 

le développement d’une fibrose systémique dans de nombreux organes [188] qui n’est cependant pas 

induite lors de l’activation constitutive de PDGFRβ. [196] Chez l’Homme, cette signalisation joue un 

rôle important dans le processus de fibrose chronique de nombreuses pathologies (Fig 21) en induisant 

le recrutement de (myo)fibroblastes et le dépôt de protéines de la matrice extracellulaire, entrainant 

à terme une perte de fonction de l’organe impacté.  

Dans les maladies pulmonaires fibrotiques, les macrophages alvéolaires sont la principale source de 

PDGF (principalement PDGF-B) en réponse à la libération de cytokines pro-inflammatoires. Cet 

environnement pro-inflammatoire entraine également une surexpression de PDGFRα sans impacter 

celle de PDGFRβ, bien que celui-ci soit également régulée à la hausse, suggérant l’implication d’autres 

mécanismes régulateurs. [179], [218] Dans le modèle murin de fibrose pulmonaire induite par la 

bléomycine, on observe ainsi une forte expansion des fibroblastes PDGFRα+ dans les zones de 

parenchyme atteintes. [219], [220]  

Dans ce même modèle, PDGFRβ, associé à la signalisation de Notch1, régule la prolifération des 

péricytes et leur différenciation en myofibroblastes, contribuant également au remodelage fibrosant. 

[218] Bien que les 2 récepteurs soient activés et impliqués, seule l’inhibition de PDGFRβ permet 

d’inhiber la fibrose induite par la bléomycine, confirmant des rôles distincts mais obscures des 2 

récepteurs dans le développement de la fibrose pulmonaire. [221] Des essais cliniques d’inhibition des 

PDGFR ont donc été menés sur des patients atteints de fibrose pulmonaire idiopathique. Cependant, 

l’utilisation d’imatinib n’a pas montré d’amélioration de la fibrose chez ces patients [222], 

contrairement à celle de nintedanib. [223] Il faut cependant noter que ces 2 inhibiteurs ciblent de 

multiples RTKs et ne sont pas spécifiques de l’une ou des deux isoformes de PDGFR. (Tableau 6) 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 6 : Cibles des inhibiteurs imatinib et nintedanib 

Imatinib nintedanib 

RTK RTK Non RTK 

PDGFRα/β PDGFRα/β Lck 

Bcr-Abl VEGFR 1 2 3 Lyn 

c-kit FGFR 1 2 3 Src 

 FLT3  
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Dans le foie, les cellules étoilées (péricytes) sont normalement quiescentes et n’expriment pas 

PDGFRβ. [207] Cependant, au cours de la fibrose hépatique et notamment lors du stade cirrhotique, 

TGFβ induit l’expression de PDGFRβ dans ces cellules [224] qui deviennent alors la principale source 

de fibroblastes. En parallèle, les cellules de Kupffer (macrophages résidents) s’activent, devenant la 

principale source de PDGF-B dont la sécrétion va induire la prolifération des péricytes PDGFRβ+, la 

sécrétion de composants de la matrice extracellulaire et par conséquence la fibrogenèse. [217], [225]   

Bien que les premières études se soient concentrées sur le rôle de PDGFRβ, des études plus récentes 

ont également montré le rôle de PDGFRα dans la fibrose hépatique puisqu’au cours de la fibrose, les 

cellules étoilées surexpriment les 2 isoformes de PDGFR. Ainsi, après injection de carbon tetrachloride 

chez la souris (modèle de fibrose hépatique), l’inhibition de PDGFRα diminue la réponse fibrotique. 

[226] Cette réponse réduite s’explique probablement par une diminution de la réponse proliférative 

des cellules. En effet, in vitro, l’inhibition de PDGFRα réduit la prolifération et la migration des cellules 

étoilées humaines. [227] Plus récemment, il a été montré que des hépatocytes lésés surexprimaient 

également PDGFRα, contribuant à la prolifération des cellules étoilées et à la fibrogenèse. [228] 

De manière similaire à la fibrose hépatique, les péricytes sont la principale source de (myo)fibroblaste 

au cours de la fibrose rénale. [229]–[231] De plus, une surexpression et une suractivation de PDGFRβ 

ont été observées aussi bien dans les reins fibrotiques de souris que de patients, le récepteur étant 

notamment exprimé par les péricytes. [232] Il a ainsi été montré chez la souris, que l’activation de 

PDGFRβ entraine la prolifération des cellules rénales mésenchymateuses et conduit au développement 

d’une fibrose rénale. A l’inverse, son inhibition permet une réversion partielle de la fibrose. [232]  

Plus récemment, une étude a montré une dualité d’expression des 2 isoformes de PDGFR par les 

(myo)fibroblastes impliqués dans la fibrose rénale, suggérant ainsi un rôle complémentaire de 

PDGFRα. [231] Cette implication est renforcée par l’étude du modèle inductible d’activation 

constitutive de PDGFRα dans lequel une fibrose rénale est également observée. [188] 

La surexpression des PDGF/PDGFR et leur implication dans le développement de la sclérodermie ont 

également été démontrées. [233]–[235] La prolifération des fibroblastes est essentiellement due à une 

boucle autocrine PDGF-AA/PDGFRα stimulée par TGF-β1, la thrombine et IL-1α. [217], [236], [237] De 

plus, le sérum de patients atteints de sclérodermie présente des anticorps stimulants les PDGFR, 

participant ainsi à la prolifération des fibroblastes. [175]  
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Suite à un infarctus, de l’hypertension ou des désordres endocriniens, une prolifération des 

fibroblastes cardiaques interstitiels et un dépôt excessif de collagène peuvent causer une fibrose 

cardiaque. L’activation de ces fibroblastes serait induite par PDGFRα.  

En effet, in vitro, PDGF-AA est un puissant mitogène pour les fibroblastes cardiaques, [238] et une 

surexpression de PDGF-A ou de PDGF-C (ligands spécifiques de PDGFRα) spécifiquement dans le cœur 

entraine une fibrose cardiaque excessive. [239], [240] A l’inverse, l’inhibition de PDGFRα diminue le 

dépôt de collagène chez la souris suite à un infarctus. [241] L’activation des fibroblastes est notamment 

due à l’activation de c-kit par PDGFRα. [242] Paradoxalement, aucune fibrose cardiaque n’a été 

observée chez les souris exprimant PDGFRα constitutivement actif. [188] Bien que PDGFRβ soit plus 

particulièrement impliqué dans l’angiogenèse, il contribue également au dépôt excessif de collagène. 

[241]  
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A : Lors de la fibrose pulmonaire, la sécrétion de PDGF par les macrophages stimule la prolifération des 
(myo)fibroblastes qui expriment PDGFRα et dont l’expression est régulée par les cytokines inflammatoires. B : 
Suite à une atteinte hépatique et en réponse au TGFβ, les cellules étoilées hépatiques sur-expriment PDGFRβ qui 
est alors activé par les PDGF sécrétés par les macrophages, promouvant la prolifération cellulaire et la fibrose 
hépatique. C : Au cours de la sclérodermie, l’IL-1 et le TGFβ induisent une surexpression de PDGFRα et du PDGF-
A par les fibroblastes. Ces surexpressions associées à une sécrétion de PDGF par les macrophages stimulent alors 
la prolifération des fibroblastes. D : Dans de nombreuses maladies rénales, la sécrétion de PDGF-B par les 
macrophages et de PDGF-D par les cellules mésangiales peut induire la prolifération de ces cellules et le dépôt 
de matrice, conduisant à une sclérose glomérullaire. E : Dans les modèles expérimentaux, l’expression de PDGF 
par les cellules myocardiques promeut la prolifération des fibroblastes cardiaques PDGFRα+ ainsi que le dépôt 
de collagènes, menant à une fibrose cardiaque. (D’après Andrae et al. 2008) [179] 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Rôle des PDGF/PDGFR dans les maladies fibrotiques.  
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o Maladies vasculaires 

Au niveau des lésions sclérotiques, on observe une prolifération importante des CML [243], [244], un 

niveau élevé des PDGF (surtout A et B) dans la paroi vasculaire, ainsi qu’une expression augmentée 

des PDGFR par les CML des vaisseaux lésés. [245], [246]  

Différentes conditions associées à des pathologies cardiovasculaires peuvent expliquer l’augmentation 

de production des PDGF : augmentation de la pression sanguine, stimulation α-adrénergique, 

hypercholestérolémie. [247], [248]  

Il est proposé que la sécrétion de PDGF par les plaquettes sur le site de lésion joue un rôle primordial 

dans le recrutement des CML : migration de la media vers l’intima et prolifération. [244], [247], [249] 

L’inflammation chronique locale observée dans le micro-environnement de la lésion athérosclérotique 

contribue également au niveau élevé de PDGF puisque ces derniers font partie des nombreux facteurs 

sécrétés par les cellules immunes actives. [247] Le rôle de la signalisation PDGF/PDGFR dans le 

recrutement des CML est décrit dans différents modèles de lésions vasculaires aigues. En effet, dans 

ces modèles, l’accumulation de CML dans la néointima est fortement réduite suite à l’inoculation 

d’inhibiteur de cette signalisation (anti PDGF ou anti PDGFR). Des résultats similaires sont obtenus en 

utilisant des souris transgéniques ayant une délétion de PDGFRβ. A l’inverse, in vivo, l’infusion de 

PDGF-BB ou la transfection locale de vecteur d’expression de PDGF-B augmente la prolifération des 

CML et induit une hypertrophie de l‘intima. Il est à noter que PDGF-BB peut activer les 2 isoformes de 

PDGFR, et que ces études ne permettent pas de déterminer l’implication respective de l’une ou l’autre 

isoforme du récepteur. [179] L’implication de PDGFRβ dans la migration des CML a également été 

confirmée grâce à l’utilisation de souris chimérique pour le récepteur. En effet, après ligature de la 

carotide gauche, on observe une prolifération importante des CML PDGFRβ-/- dans la media, mais une 

très faible proportion de ces cellules au niveau de la néointima. [250] Ces études montrent une forte 

implication de PDGFRβ, dont la signalisation est également modulée par la Scavenger Receptor Class 

A member 5 (Scara5) ou la Low density lipoprotein Receptor-related Protein 1 (LRP1), respectivement 

en la favorisant ou en l’inhibant, régulant ainsi le recrutement des CML et le développement de 

l’athérosclérose. [251], [252] 

Des études sur les maladies vasculaires rétiniennes montrent également l’implication de la 

signalisation PDGF/PDGFR dans ces pathologies. Chez la souris, l’inhibition de PDGF-B protège du 

détachement de la rétine lors d’une rétinopathie proliférative. [253] De plus l’inhibition de PDGFRβ 

dans des modèles murins de néovascularisation oculaire améliore l’effet thérapeutique d’anti 

VEGF/VEGFR. [254]–[256] Cependant, des résultats contraires ont pu être observés.  
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En effet, l’utilisation d’imatinib dans le modèle de rétinopathie du prématuré chez le rat provoque une 

perte des péricytes (stabilité des vaisseaux) et une élévation du niveau de VEGF et VEGFR conduisant 

à une angiogenèse exacerbée. [257] La déstabilisation des vaisseaux rétiniens suite à l’inhibition de 

PDGFRβ peut être réduite par un traitement à l’acide ursodéoxycholique qui diminue les niveaux de 

facteurs angiogéniques et pro-inflammatoires : VEGF, InterCellular Ahesion Molecule 1 (ICAM-1) et 

MCP-1. [258] Il semblerait donc que selon le contexte pathologique, PDGFRβ ait des rôles différents. 

De plus, il s’avère que le VEGF promeut également le développement de la vitréorétinopathie par 

l’activation de PDGFRα. [259] 

 

o Cancers  

L’altération de la signalisation des PDGF/PDGFR due à une mutation des gènes PDGFRA ou PDGFRB est 

également impliquée dans différents cancers. Une surexpression de PDGFRA est ainsi retrouvée dans 

certains cas de glioblastomes, les tumeurs les plus malines étant celles présentant la plus forte 

expression du récepteur. [260], [261]  

Dans la majorité de ces tumeurs PDGFRα+, la suractivation de PDGFRα n’est cependant pas associée à 

une mutation du gène mais à une surexpression des PDGF. [261]–[263] En effet, seuls 15% des cas sont 

dus à une amplification du gène [264] et dans une moindre proportion à l’expression d’un récepteur 

constitutivement actif. [265] En revanche, différentes mutations conduisant à la production d’une 

protéine PDGFRα constitutivement active ont été observées dans certaines tumeurs stromales gastro-

intestinales (GIST). Ces mutations ont été localisées soit dans le domaine juxtamembrannaire soit dans 

l’un des 2 domaines tyrosine kinase, entrainant une activation constitutive du récepteur. [176], [177] 

De plus, dans certains cas de syndrome d’hyperéosinophilie ou de mastocytose systémique, la 

translocation et la fusion de PDGFRA avec FIP1L1 (Factor Interacting with PAPOLA and CPSF1) 

conduisent également à la production d’un récepteur constitutivement actif. [266], [267] Cette 

activation constitutive est due à la perte d’un domaine d’auto inhibition du récepteur dans le domaine 

juxtamembrannaire. [268] En 1994, la translocation et la fusion de PDGFRB avec ETV6 (ETS Variant 

Transcription factor 6) ont été identifiées chez des patients atteints de désordres myéloïdes. Cette 

translocation conduit également à la production d’un récepteur constitutivement actif, sans domaine 

de liaison au ligand mais contenant le domaine catalytique intracellulaire de PDGFRβ. [269] Depuis, ce 

sont près de 30 partenaires de fusion avec PDGFRB qui ont été identifiés. [270] Ces mutations 

conduisent à une boucle de stimulation autocrine qui contribue à la tumorigenèse en promouvant 

l’expansion clonale des cellules génétiquement altérées.  
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Des mutations gain de fonction de PDGFRβ ont également été décrites dans des cas de 

myofibromatose infantile sporadique et sont plus fréquentes dans la forme multicentrique que 

solitaire. [271], [272] 

En parallèle de la stimulation autocrine, les PDGF continuent leur action paracrine en induisant le 

recrutement de cellules stromales. [273]–[277] Le stroma tumoral est conventionnellement divisé en 

2 parties : une partie vasculaire constituée de CE et péricytes pour assurer les apports en nutriments 

et en oxygène à la tumeur, et une partie fibreuse constituée de cellules mésenchymateuses. Cette 

signalisation promeut ainsi directement ou indirectement la perfusion sanguine de la tumeur, sa 

croissance, sa dissémination métastatique et une résistance thérapeutique.  

 

o Calcification cérébrale familiale primaire 

Il s’agit d’une maladie rare caractérisée par des calcifications intracérébrales bilatérales et 

symétriques, localisées dans les noyaux gris centraux, le plus souvent associées à des troubles du 

métabolisme phosphocalcique. Des mutations dans 5 gènes sont associées à cette maladie : SLC20A2 

(codant pour un transporteur de phosphate sodium dépendant), XPR1 (récepteur couplé à une 

protéine G), MYORG (glycosidase), PDGFB, et PDGFRb. Les mutations de PDGFB n’ont pas totalement 

été caractérisées expérimentalement. Cependant, il a été observé chez la souris possédant un allèle 

hypomorphe de PDGFB, une altération de la barrière hémato-encéphalique ainsi qu’une calcification 

du cerveau, semblables à la maladie humaine. Concernant PDGFRB, une dizaine de mutations a été 

identifiée et certaines caractérisées. Ainsi, il s’avère que la mutation L658P dans le domaine kinase 

abolit toute signalisation par le récepteur, et la mutation R987W en C-terminal empêche la 

signalisation PLCγ/STAT3 et augmente la dégradation du récepteur post-activation. [278] 

Pour conclure, des mutations des PDGFR ont été identifiées dans diverses pathologies humaines et 

sont présentées dans la Figure 22. 
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(D’après Guérit et al. 2021) [180] 
 
 

4. PDGFR et hypertension artérielle pulmonaire 

 

Les PDGF/PDGFR sont de puissants mitogènes et chémoattractants surexprimés dans les biopsies 

pulmonaires de patients HTAP. [50], [279]–[281] Ils ont ainsi rapidement été considérés comme des 

acteurs clés au cours du développement de la pathologie, et dont l’étude semblait nécessaire pour une 

meilleure compréhension des mécanismes pathologiques. 

 

Leur implication a pu être démontrée grâce à différents modèles expérimentaux. Similairement à 

l’Homme, une surexpression et une suractivation de PDGFRβ ont été observées dans 2 modèles d’HP : 

le rat MCT et la souris en HC. [280] Or, l’utilisation d’imatinib améliore la survie des rats MCT et réduit 

le remodelage pulmonaire vasculaire ainsi que l’hypertrophie du ventricule droit dans ces 2 modèles. 

[280] De plus, le remodelage vasculaire et l’hypertrophie du ventricule droit chez la souris en HC sont 

également fortement réduits lorsqu’on inhibe de manière spécifique, uniquement la transduction du 

signal de PDGFRβ. [282] A l’inverse, une souris exprimant PDGFRβ constitutivement actif ne développe 

pas spontanément d’HP, indiquant que sa signalisation n’est pas suffisante pour déclencher la 

pathologie.  

 

Figure 22 : Localisation des mutations de PDGFR identifiées dans diverses pathologies.  
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Cependant, cette souris transgénique est plus sensible à l’HC et présente une muscularisation des 

vaisseaux pulmonaires plus importante que celle d’une souris WT dans des conditions équivalentes, 

seule différence notable entre souris WT et mutée sous HC. [283] Afin de confirmer le lien entre 

signalisation PDGFRβ, remodelage vasculaire (muscularisation des artérioles) et CML, il a été démontré 

in vitro que l’inhibition de PDGFRβ inhibe la prolifération et la migration des CML vasculaires 

pulmonaires humaines et de rongeurs. [50], [280], [282]  

Les CML des patients HTAP sous-expriment la sous-unité GluN2B du récepteur NMDAR (acide N-

méthyl-D-aspartique receptor). Or, physiologiquement, il s’avère que la phosphorylation par SFK, elle-

même recrutée par PDGFRβ, de cette sous-unité et la relocalisation du NMDAR enclenchent un 

rétrocontrôle négatif de la signalisation de PDGFRβ, inhibant la prolifération et la migration des CML. 

Ainsi la faible expression de GluN2B dans les CML de patients ne peut plus assumer ce rôle de 

rétrocontrôle négatif et contribue à la prolifération cellulaire. [284] 

De plus, les CML vasculaires pulmonaires de patients HTAPi expriment fortement le senseur/récepteur 

au calcium : CaSR. Celui-ci est impliqué dans la prolifération et la migration cellulaire et son inhibition 

ou sa délétion in vivo protège du développement de l’HP expérimentale. [285], [286] Or, in vitro, la 

déplétion par siARN ou l’inhibition par l’imatinib de PDGFRβ réduit la surexpression de CaSR dans les 

CML vasculaires pulmonaires HTAPi.  

Il semblerait donc que la prolifération des CML induite par la suractivation de PDGFRβ soit en partie 

liée à une surexpression de CaSR induite par PDGFRβ, et à une augmentation de la signalisation 

calcique qui induit, entre autres, leur prolifération. [287] Les expériences d’inhibition de PDGFRβ sont 

généralement réalisées avec de l’imatinib. Or cet inhibiteur pharmacologique n’est pas spécifique de 

ce récepteur et peut également cibler PDGFRα (ou c-kit et c-abl).  

Yamamura et al. ont ainsi rapporté pour la première fois la surexpression de PDGFRα par les CML 

vasculaires pulmonaires HTAPi, et l’utilisation, in vitro, d’un siARN dirigé contre PDGFRα réduit 

également la surexpression de CaSR, la signalisation calcique et la prolifération cellulaire. Il semblerait 

donc que la prolifération des CML vasculaires pulmonaires passe aussi bien par une activation de 

PDGFRβ que PDGFRα. [287]  

 

Concernant l’origine de la stimulation de PDGFRβ, une étude très récente a montré le rôle 

prépondérant du PDGF-B sécrété par les macrophages au cours de l’HP expérimentale. In vivo, la 

déplétion des macrophages par du clodronate atténue le remodelage vasculaire (muscularisation 

distale), l’hypertrophie ventriculaire droite et l’HP induits par HC, tout comme la délétion ou 

l’inhibition de Pdgf-b spécifiquement dans les macrophages. L’implication du PDGF-B sécrété par les 

macrophages dans la prolifération des CML est très probablement présente chez l’Homme.  
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En effet, PDGF-B est également surexprimé dans les macrophages de patients HTAPi, et le milieu de 

culture conditionné de ces cellules, riche en PDGF-B, accroit in vitro la prolifération et la migration des 

CML. L’ajout, dans le milieu conditionné, d’un anticorps bloquant spécifiquement PDGF-B confirme sa 

responsabilité dans ces 2 processus. Ainsi, au cours de l’HP expérimentale induite par HC, la sécrétion 

de PDGF-B par les macrophages infiltrés joue un rôle primordial dans la stimulation des CML et leur 

prolifération induite par PDGFRβ, rôle probablement important également chez les patients HTAP. 

[288] 

De manière plus inattendue, Ciuclan et al. ont observé in vivo que l’imatinib diminuait également le 

taux élevé de 5-HT induit par HC/SU546, en diminuant l’expression de la tryptophane hydroxylase 1 

(TPH1). In vitro, sur une lignée de cellules endothéliales humaines d’artères pulmonaires, la 

surexpression de TPH1 induite par HC est inhibée par l’imatinib ou par un siARN spécifique de PDGFRβ, 

mais n’est pas impactée par un siARN anti PDGFRα. Cependant, l’imatinib n’affecte pas l’activité 

enzymatique de TPH1. De plus, in vivo, la délétion de TPH1 s’accompagne notamment d’une abolition 

de l’élévation du taux de 5-HT et une diminution de la fibrose périvasculaire, induits par HC/SU546, 

sans effet supérieur d’un traitement à l’imatinib. Une diminution de 5-HT est également observée chez 

les patients HTAP traités à l’imatinib. Cette étude montre ainsi que PDGFRβ est impliqué dans la 

surproduction de 5-HT par les CE induite par HC/SU546, en induisant une surexpression de TPH1, 

participant ainsi à la fibrose périvasculaire pulmonaire. [289] De plus, bien que cela n’ait pas été 

observé dans cette étude, l’inhibition de la prolifération des CML par l’imatinib, pourrait, dans une 

certaine mesure, être également due à la diminution du taux de 5-HT.  

En effet, la sérotonine régule positivement la prolifération des CML tant dans l’HP expérimentale que 

chez les patients HTAP [46], [80] en se fixant à son transporteur membranaire qui transactive PDGFRβ 

par interaction physique à la surface des CML. [290], [291]  

 

Au cours du remodelage vasculaire, une plus forte expression de PDGFRB est également observée dans 

l’adventice des vaisseaux pulmonaires des patients HTAP [292], [293] ainsi qu’une prolifération des 

fibroblastes adventitiels [76]. Cette surexpression et suractivation de PDGFRβ est ainsi retrouvée dans 

les fibroblastes adventitiels de veau maintenu 2 semaines en chambre hypobarique. In vitro, après 

isolement, ces fibroblastes prolifèrent plus fortement suite à une stimulation au PDGF-BB que des 

fibroblastes adventitiels isolés de veau maintenu en normoxie. De plus, la signalisation de PDGFRβ et 

leur prolifération sont modulées par la production de ROS, elle-même stimulée par l’activation de 

PDGFRβ. [294]  
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D’autres études ont également montré l’implication des ROS dans le remodelage vasculaire en 

stimulant la prolifération des CML [295], [296], lors d’une HC et hypoxie intermittente chronique, ainsi 

que dans la dérégulation du tonus vasculaire en empêchant la relaxation NO-dépendante des 

artérioles pulmonaires. [297] De plus, l’abolition de l’élévation de ROS induite par hypoxie atténue 

l’activation de PDGFRβ [296] et inhibe la transduction du signal suite à la transactivation de PDGFRβ 

par SERT dans les CML [290]. Il semblerait donc que les ROS soient impliquées dans différents 

mécanismes au cours du développement de la pathologie, dont la modulation de l’activité de PDGFRβ. 

 

Finalement l’essentiel des travaux sur le rôle des PDGFR dans le développement de la pathologie est 

basée sur le rôle de PDGFRβ. Il s’avère ainsi que PDGFRβ joue un rôle important mais plus complexe 

que simple activateur direct de la prolifération cellulaire, pour lequel je vous propose un schéma 

récapitulatif. (Fig 23)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Schéma récapitulatif des rôles de PDGFRα et PDGFRβ dans l’HTAP. 
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Au vu de la contribution des PDGFR dans la pathologie et des résultats expérimentaux obtenus avec 

l’imatinib, différents essais cliniques ont été réalisés avec ce dernier. Au cours de l’étude IMPRES (essai 

clinique phase III de 24 semaines), l’utilisation d’imatinib, en addition d’autres thérapies, a montré une 

amélioration au test de 6 minutes de marche et une amélioration des constantes hémodynamiques 

des patients avec une forme avancée d’HTAP. Cependant, le groupe de patients traités a présenté une 

plus grande discontinuité dans la prise du traitement à cause d’effets secondaires et également une 

fréquence plus importante de ces effets (nausée, diarrhée, œdème périphérique…) que le groupe 

placebo.   

De plus, bien que rares, des effets secondaires graves sont survenus chez les patients traités : 

insuffisance cardiaque (potentiellement liée à l’inhibition de c-abl par l’imatinib), hématome sous-

dural, dyspnée, syncope. Malgré les effets secondaires graves mais rares, l’imatinib présente un fort 

potentiel thérapeutique pour les formes avancées d’HTAP. [298]–[300] Cependant, suite à l’extension 

de cet essai à 204 semaines, il s’avère que l’imatinib procure une amélioration notable chez peu de 

patients traités, et cause, dans de rares cas, des effets secondaires graves contrebalançant les effets 

positifs observés. Ainsi malgré des résultats encourageants in vivo, l’imatinib ne présente pas un apport 

bénéfique et une sécurité suffisante pour être utilisé comme traitement de l’HTAP. [301], [302]  

Plus récemment, des résultats, présentés uniquement en congrès, ont également montré in vivo les 

effets bénéfiques d’une autre molécule inhibitrice de PDGFRα/β (ainsi que CSF1R, c-kit) : le seralutinib 

(GB002). En effet, cette molécule améliore les mesures hémodynamiques dans le modèle d’HP 

HC/SU5416, diminue la muscularisation des artérioles pulmonaires et régule positivement l’expression 

de BMPR2. [303] Au vu de son potentiel thérapeutique, un essai clinique de phase 2 portant sur 80 

patients est actuellement en cours. Afin de diminuer les effets hors cibles (hors poumons) et donc les 

effets secondaires délétères, comme ceux observés avec l’imatinib, ce traitement est administré par 

inhalation. [304] 
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Au vu des données bibliographiques actuelles, il semble donc important d’approfondir nos 

connaissances sur les acteurs cellulaires et moléculaires impliqués au cours de l’HTAP. Mes travaux de 

thèse répondent à ce constat, avec pour but général l’étude des progéniteurs pulmonaires vasculaires 

PW1+. L’essentiel de mes travaux s’est ainsi focalisé sur la régulation in vivo et in vitro de ces 

progéniteurs au cours de l’HP. Suite à la précédente étude de l’équipe [12] et au vu de l’ensemble de 

la littérature, ces travaux avaient pour ligne directrice l’hypothèse suivante : PDGFRα régule la 

prolifération des progéniteurs PW1+ et induit leur différenciation en CML, participant ainsi à la 

muscularisation des artérioles pulmonaires au cours de l’HTAP. Afin de valider cette hypothèse, 

différents objectifs détaillés ultérieurement ont été établis afin d’étudier les effets in vivo et in vitro 

d’une inhibition ou à l’inverse d’une activation de PDGFRα sur ces progéniteurs. Dans un second temps, 

une étude transcriptomique de l’ensemble des cellules pulmonaires PW1+ et des cellules issues de leur 

différenciation par analyse single-cell RNAseq a été initiée. Le but de cette seconde étude est 

d’identifier l’ensemble des sous-populations de progéniteurs PW1+ et leur devenir in vivo, et de 

déterminer si l’hypoxie impacte leur profil transcriptionnel ainsi que la dynamique du processus de 

différenciation cellulaire. 
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I. Souris transgéniques et modèles expérimentaux de l’hypertension 

pulmonaire 
 

1. Modèles de souris transgéniques 

 

Afin d’explorer notre hypothèse, nous utilisons 2 modèles de souris transgéniques, mâles et femelles 

âgés de 6 à 10 semaines. 

La souris transgénique PW1IRESnLacZ porte un transgène (transgénèse additive) formé d’une cassette 

IRESnLacZ (Internal Ribosome Entry Site nuclear β-galactosidase) insérée dans l’exon 9 du gène entier 

Pw1, en amont de sa séquence codante. Ce transgène, régulé comme le gène Pw1 endogène, génère 

un ARNm codant pour la β-galactosidase (β-gal) qui permet de suivre et d’isoler par cytométrie de flux 

les progéniteurs PW1+. Grâce à la longue demi-vie de la β-gal, nous pouvons également suivre leur 

lignage durant quelques jours post-différenciation alors même que PW1 n’est plus exprimé. 

Le second modèle est la souris PW1IRESnLacZ/Rosa cre-ERT2/PDGFRα+(S)/k. Dans ce modèle, un allèle du 

gène natif Pdgfrα a été remplacé par un ADNc codant pour une forme mutée du récepteur (D842V 

dans le domaine kinase) qui est constitutivement active. L’expression du gène muté est placé sous le 

contrôle du promoteur endogène de PDGFRα. L’injection intra péritonéale (i.p) de tamoxifène 

(2mg/jour/souris durant 5 jours consécutifs ; Sigma Aldrich, France) va permettre à la Cre recombinase 

d’exciser le codon STOP de l’ADNc et permettre l’expression du récepteur constitutivement actif dans 

toutes les cellules exprimant habituellement le récepteur. Cette souris permet également le suivi du 

lignage des progéniteurs PW1+ grâce à la β-gal. 

 

2. Modèle d’hypertension induit par hypoxie chronique 

 

Afin de développer une HP, les souris PW1IRESnLacZ sont soumises à une HC normobarique (10% O2). En 

effet, l’HC entraine une augmentation de la PVD (entre 20 et 30 mmHg), reflet de la pression 

pulmonaire, une hypertrophie du VD, ainsi qu’un remodelage des vaisseaux pulmonaires. Les souris 

sont placées 4 jours (où la néomuscularisation est déjà mise en place) ou 21 jours (modèle classique 

d’HP) dans une enceinte à hypoxie, disponible au centre d’exploration fonctionnel de la Pitié-

Salpêtrière. L’hypoxie est obtenue par injection d’azote dans l’enceinte afin d’abaisser le niveau d’O2. 

Les niveaux d’O2 et de CO2 sont maintenus respectivement par injection et absorption par granules 

de chaux sodée.  L’excès d’humidité est prévenu par l’utilisation de dessicant.  
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Après 21 jours, l’hypoxie est confirmée par mesure de la concentration de l’hémoglobine dans le sang 

périphérique grâce à un HemoCue (Hb 20+). 

 

3. Modèle d’hypertension induit par activation de PDGFRα 

 

Ces modèles d’HP ne sont pas conventionnels et sont issus de nos expérimentations et observations. 

Afin d’activer PDGFRα, nous avons utilisé 2 stratégies. La première consiste à induire l’activation 

constitutive du récepteur chez la souris PW1IRESnLacZ/Rosa cre-ERT2/PDGFRα+(S)/k et d’observer les effets 

5 semaines post induction. La seconde consiste à injecter en i.p le ligand spécifique du récepteur : le 

PDGF-AA (PeproTech, France), 6 jours/semaines à 150ng/souris pendant 5 semaines. Ces modèles 

d’HP, au temps observé, ne sont valables que chez les mâles. 

 

II. Mesure hémodynamique 
 

Afin de confirmer le développement de l’HP, la mesure de la PVD, reflet de la PAP, a été réalisée sous 

anesthésie (ketamine/Xylazine respectivement à 100 et 10 mg/kg i.p.) et sous assistance respiratoire : 

fréquence respiratoire de 170/min et volume respiratoire de 200µl (Minivent Mouse ventilator type 

845, Harvard Apparatus). Après incision de l’abdomen et du diaphragme, une sonde Millar avec 

capteur de pression (Millar Micro-tip catheter transducer, model SPR-671; Millar Instruments, Inc, 

Houston, TX, USA) a été introduite dans le VD afin de mesurer sa pression systolique. L’hypertrophie 

du VD a été déterminée par l’indice de Fulton : rapport poids VD sur poids VG+septum. 

 

III. Traitements des souris 
 

PDGFRα a été inhibé de 2 manières. En effet, les souris PW1IRESnLacZ sous HC ont reçu :  

- Soit une injection i.p quotidienne d’imatinib (50 mg/kg/jour, dissous dans du DMSO puis dilué 

dans du PBS 1X ; Sigma Aldrich, France) ou de solution véhicule : DMSO 2% dans du PBS 1X. 

- Soit une injection i.p initiale d’APA5 (500 µg) ou d’isotype contrôle 3 jours avant la mise en 

hypoxie, suivi d’injection tous les 3 jours de 100µg jusqu’à la fin de l’expérience. 
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Concernant l’activation de PDGFRα par injection de PDGF-AA, les souris contrôles ont reçu de 

l’albumine sérique de souris 0.03%/PBS (Sigma Aldrich), en parallèle des injections du ligand chez les 

souris traitées.  

Concernant les mesures de prolifération cellulaire, les souris ont également été injectées en i.p avec 

de l’éthynyl-déoxyuridine (EdU, 1mg/souris dans du PBS) 24h avant le sacrifice. 

 

IV. Cytométrie de flux 
 

Préalablement à leur prélèvement, les poumons ont été lavés par injection à faible pression de 1-2ml 

de PBS 1X via un cathéter introduit dans le VD. Ils ont ensuite été découpés finement à l’aide de scalpel 

puis de ciseaux de microdissection avant d’être digérés dans un falcon de 50ml contenant 5ml d’HBSS 

(Gibco, Thermo Fisher Scientific, France) complété par 3 % de sérum de veau fœtal décomplémenté 

(SVF dec ; Thermo Fisher Scientific), 0,5 mg/mL de collagénases IA-S, II-S, IV-S (Sigma Aldrich), 2,2 

mg/ml d’élastase (Worthington) et 2,2 mg/ml de DNAse (Worthington) pendant 35 min dans un bain 

marie à 37°C et sous agitation. Les collagénases ont été préparées extemporanément et dissoutes dans 

de l’HBSS 3% SVF dec. Après digestion enzymatique, le lysat tissulaire/cellulaire a été passé sur un filtre 

de 100µm et les gros fragments de tissu restants sur le filtre ont été transférés dans une boite de pétri 

contenant 2ml d’HBSS 1% SVF dec puis désagrégés mécaniquement entre deux lames superfrost+ 

(Thermo Fisher Scientific), afin de séparer les cellules progénitrices de la matrice extracellulaire. Après 

centrifugation (10min à 4°C et 1440 rpm), le surnageant a été éliminé et le culot a été resuspendu par 

tapotement léger. Les globules rouges encore présents ont été lysés avec 2 ml de Red Blood Cell Lysis 

1X (Invitrogen) pendant 40s et sous agitation. La réaction de lyse est stoppée par 10ml d’HBSS 1% SVF 

dec. Après centrifugation (10min à 4°C et 1440 rpm), le surnageant a été éliminé puis le culot 

resuspendu dans 150µl d’HBSS 1% SVF dec avant d’être filtré et transféré dans un tube eppendorf de 

2ml. Les cellules ont ensuite été incubées pendant 20 min avec les anticorps d’intérêt à 4°C dans 

l'obscurité : 200µl de solution pour 5 000 000 de cellules comptées au bleu trypan et à la cellule de 

Malassez. Les anticorps utilisés étaient CD45 PECy7 (1/100e ; Invitrogen), CD34 Brilliant Violet421 

(1/25e ; Biolegend), c-kit PE 3 (1/100e ; Biolegend) dilués dans de l’HBSS 1% SVF dec. L’incubation a été 

stoppée par ajout de 1ml de SVF 1% SVF dec. Le DDAO-G (Life Technologies) a été utilisé pour détecter 

l'activité β-gal. Après centrifugation (10 min à 4°C et 1440 rpm), le surnageant a été éliminé et les 

cellules ont été resuspendues dans 1,5 ml de DDAO-G (3,3 µg/ml) puis séparés dans 2 tubes eppendorf 

afin d’optimiser la réaction enzymatique.  
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Cette dernière s’est effectuée durant 35min dans un bain marie à 37°C, sous agitation et a été stoppée 

par ajout de 1ml d’HBSS 1% SVF dec. Après centrifugation (10min à 4°C et 1440 rpm) et élimination du 

surnageant, les cellules séparées à l’étape précédente ont été resuspendues dans un même tube 

eppendorf avec 1ml d’HBSS 1% SVF dec. Les cellules mortes ont été marquées en utilisant le Zombie 

Green Fixable Viability (Biolegend, San Diego) (3µl dans 1ml de suspension cellulaire) pendant 30min 

sur roue et à température ambiante. La réaction a été stoppée avec 1ml d’HBSS 1% SVF dec. Après 

centrifugation et élimination du surnageant, chaque culot cellulaire a été resuspendu avec 200µl de 

DMEM (4,5g/L de glucose ; Thermo Fisher Scientific) complémenté avec 20% de SVF et 2% de 

pénicilline/streptomycine (PS) (Thermo Fisher Scientific).  L’ensemble des cellules a été placé dans un 

même tube pour le tri cellulaire. 

Les cellules ont ensuite été triées à l'aide du FACSAria (Becton Dickinson) avec des contrôles de 

correspondance isotypique appropriés et les contrôles Fluorescence Minus One (FMO) ont été utilisés 

pour identifier et séparer les différentes populations cellulaires. La stratégie de marquage FACS est 

décrite dans la figure 24. L’équipe a précédemment montré que les cellules CD45-/CD34+/β-gal+/c-kit- 

pulmonaires de souris sont des cellules progénitrices vasculaires exprimant PDGFRα+ et PW1+. [12]  

 

 

 

 

Figure 24 : Profil représentatif du FACS des cellules pulmonaires totales de souris indiquant la 
stratégie de sélection pour trier les populations PDGFRα+/PW1+.  

Le tri s’effectue en fonction du Zombie green (marqueur de viabilité), du DDAO-G (activité β-galactosidase) et de 
l'expression des marqueurs CD45, CD34 et c-kit. Les cellules CD45-/CD34+/c-kit+ et c-kit- sont PDGFRα+ et ont été 
triées pour la culture cellulaire. 
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V. Culture cellulaire 
 

Les cellules progénitrices pulmonaires CD45-/CD34+/β-gal+/c-kit- isolées par FACS ont été utilisées pour 

tester l'effet in vitro de l'activation ou de l'inhibition de PDGFRα sur leur prolifération et différenciation 

en CML. En sortie de FACS, les cellules ont été mises en culture à une densité de 2000 cellules/cm2 

dans un milieu DMEM (4.5g/L de glucose, Thermo Fisher Scientific), complémenté de 20% de SVF et 

1% PS (Thermo Fisher Scientific) pendant 24 heures.  

Pour les expériences d'activation de PDGFRα, les cellules ont ensuite été incubées dans un milieu 

DMEM (4.5g/L de glucose) supplémenté avec 1% de SVF, 1% de PS et ont été stimulées ou non avec 

20ng/ml de ligands de PDGFRα (PDGF-AA ; -AB et -BB, R&D Systems). Pour les expériences d'inhibition 

du récepteur, les cellules ont été incubées avec du DMEM contenant 5% de SVF, 1% de PS et l'anticorps 

bloquant APA5 ou l'IgG contrôle (150µg/mL). Dans les 2 cas, le milieu a été changé tous les deux jours 

puis la culture arrêtée au 5e jour pour l'analyse par immunofluorescence. 

Les populations c-kit+ et péricytes sont plus difficiles à cultiver. En effet, les péricytes mettent 3-4 jours 

à adhérer au plastique (nous n’avons pas trouvé de matrice particulière pour améliorer ce paramètre) 

puis plusieurs semaines avant de s’étaler et proliférer. Les c-kit+ adhèrent rapidement mais mettent 

plusieurs jours (7 à 10jours) avant de s’étaler. Elles sont également très sensibles à la concentration en 

SVF du milieu, qui ne peut être abaissée en dessous de 15%.  

Afin de différencier les cellules c-kit+ en cellules endothéliales, différentes conditions de culture ont 

été testées. Les cellules ont été ensemencées sur une matrice : fibronectine (fournisseur) ou matrigel 

(fournisseur), avec du DMEM 20% SVF pendant 24h et pour chaque matrice, 2 milieux ont été testés : 

Stempro 34 (Thermo Fisher Scientific) et EBM2 microvasculaire complet (Lonza). Les milieux ont été 

complémenté avec du VEGF (200ng/puit), de la forskoline (4µM) et de l’acide ascorbique (5µg/puit). 

Le milieu est changé tous les 2 jours et la quantité de VEGF progressivement diminuée : à J5 100ng, à 

J7 50ng, à J9 0ng. Le protocole de différenciation est arrêté à J12 pour réaliser des marquages 

immunofluorescent et détecter des marqueurs endothéliaux. 
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VI. Séquençage de cellules uniques (Single-cell) 
 

1. Principe du Single cell 

 

La technique de Single-cell RNA-Seq permet de séparer des populations cellulaires distinctes en 

mesurant l’expression des gènes (transcriptome) dans chaque cellule. Elle permet également d’estimer 

le niveau de différenciation de chaque cellule au sein d’un tissu et par conséquent d’estimer la 

dynamique du processus de différenciation cellulaire. Le principe de cette technique est basé sur 

l’isolement des cellules par microfluidique. Chaque cellule est isolée dans une gouttelette d’huile 

contenant des réactifs (polymérases, oligonucléotides, rétrotranscriptase…) et une bille recouverte de 

séquences adaptatrices uniques contenant : 

-  un barcode qui est un identifiant unique à chaque bille et donc à la cellule 

- une courte séquence aléatoire : UMI (Unique Molecular Identifier) unique à chaque séquence 

adaptatrice. Chaque bille présente donc plusieurs UMI. Cette séquence est utilisée pour éviter 

les biais d’amplification 

- une séquence polyT permettant la fixation des ARNm par complémentarité avec leurs queues 

polyA.  

Après lyse des cellules, les séquences barcode+UMI+ARNm sont converties en ADNc. Le transcriptome 

de ces cellules est ensuite séquencé (environ 2000 ADNc/cellules) (constitution de librairies) puis par 

une analyse bio-informatique, les cellules sont regroupées selon la proximité de leur transcriptome.  

L’analyse single-cell RNA-seq a été réalisée sur un groupe contrôle de 4 souris en normoxie versus un 

groupe de 4 souris placées 4 jours en HC. Pour chaque groupe, les cellules isolées par FACS ont été 

poolées. 

 

2. Tri cellulaire et obtention des ADNc 

 

La digestion des poumons de souris pour obtenir des cellules pulmonaires isolées est identique à la 

description du paragraphe « IV Cytométrie de flux ». Les cellules ont ensuite été incubées avec l’Ac 

anti CD45, puis le DDAO-G et enfin le Zombie green (voir précédemment). Le tri cellulaire a été effectué 

de manière à récupérer les cellules vivantes CD45-/β-gal+, réceptionnées dans du DMEM 5% SVF, 1% 

PS. Les cellules ont ensuite été conditionnées à une concentration de 1000 cellules/µl. 
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Les ARN et ADNc de chaque cellule ont été obtenus selon le protocole fourni par 10X genomics 

(version3). La prestation a été réalisée par Thierry Jaffredo de l’Institut de Biologie Paris-Seine (IBPS, 

Paris, France). La qualité des ADNc a été vérifiée après migration et analyse sur Tapestation (software 

A.02.02 (SR1)) puis les librairies ont été générées grâce au système Novaseq6000 (Illumina). La 

qualification des ADNc et la génération des librairies (normoxie et hypoxie) ont été réalisées par 

Yannick Marie et Emeline Mundwiller de la plateforme de génotypage séquençage de l’Institut du 

Cerveau et de la Moelle (ICM, Paris, France). 

 

3. Analyses bio informatiques 

 

Les analyses bio informatiques ont été réalisées par Justine Guégan et Mathilde Bertrand de la 

plateforme Bioinformatique/Biostatistiques : Data Analysis Core, de l’ICM. 

 

Le logiciel Cell Ranger Single-cell (version 3.0.2) [305] a été utilisé pour générer des matrices 

d’expression de gène par cellule, à partir du génome murin de référence « mm10 », auquel a été ajouté 

la séquence de la β-galactosidase (notre gène rapporteur). Ensuite, le package bioconducteur Seurat 

(version 3.0.2) [306] a été appliqué pour filtrer les données et identifier les différents types de cellule. 

Les gènes exprimés dans au moins 5 cellules, et les cellules exprimant au moins 200 gènes ont été 

conservés.  

Les cellules présentant moins de 400 UMI, plus de 50 000 UMI ou celles ayant plus de 10% de gènes 

mitochondriaux ont été écartées de l’analyse car probablement mortes ou agrégées. Chaque 

échantillon (normoxie et hypoxie) a été normalisé de manière indépendante à l'aide de la méthode de 

régression binomiale négative mise en œuvre dans la fonction SCTransform de Seurat, via la sélection 

des 3000 principaux gènes variables et la régression du pourcentage d'expression des gènes 

mitochondriaux. Les échantillons ont ensuite été fusionnés et l'intégration a été effectuée en suivant 

la « vignette » CCA de Seurat. Les données finales étaient composées de 17568 gènes exprimés et 9742 

cellules (5341 cellules en Normoxie et 4401 cellules en Hypoxie). Pour regrouper les cellules, une 

analyse en composantes principales (PCA) a été effectuée sur les niveaux d’expression des principaux 

gènes variables entre les cellules grâce à la fonction RunPCA de Seurat puis une Uniform Maniforld 

Approximation and Projection (UMAP) a été calculée grâce à la fonction RunUMAP de Seurat afin de 

visualiser les différents clusters déterminés. Nous avons ensuite attribué une identité aux différents 

clusters en nous basant sur des combinaisons d’expression de gènes. L’analyse de trajectoire a été 

réalisée en utilisant une partition graph abstraction (PAGA) [307] avec le package scanpy.  
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Partie 1 : PDGFRα activation drives pulmonary vascular remodeling via 
progenitor cell proliferation and induces pulmonary hypertension 

 

I. Introduction de l’article 
 

La muscularisation et la néomuscularisation des artérioles pulmonaires sont des phénomènes majeurs 

du remodelage vasculaire au cours de l’HTAP. Actuellement, aucun traitement ne permet d’inverser ni 

même ralentir ce processus. Différentes études se sont intéressées à l’origine de ces nouvelles CML, 

ainsi qu’aux voies impliquées dans leur recrutement, leur prolifération et leur différenciation [150]. 

Précédemment, l’équipe a ainsi découvert, aussi bien chez les patients que dans les modèles 

expérimentaux, de nouveaux progéniteurs pulmonaires vasculaires résidents, caractérisés par 

l’expression des marqueurs CD34, PW1 et PDGFRα. [12] Ces progéniteurs prolifèrent dans 2 modèles 

expérimentaux d’HP (HC et MCT) et se différencient précocement en CML, participant ainsi à la 

(néo)muscularisation des artérioles pulmonaires. L’étude avait également permis de déterminer que 

la voie SDF1/CXCR4 était impliquée dans leur différenciation mais pas dans leur prolifération. 

Déterminer la voie de signalisation responsable de leur recrutement est un enjeu crucial pour la 

compréhension des mécanismes régulant le développement de l’HTAP, et représenterait une 

éventuelle cible thérapeutique supplémentaire. Parmi les marqueurs exprimés par ces progéniteurs, 

PDGFRα est apparu comme un candidat à fort potentiel. En effet, il présente un fort pouvoir 

mitogénique et a été décrit comme régulateur de la prolifération et différenciation de plusieurs 

populations de CS adultes. [183] L’hypothèse de ces travaux est donc que la voie PDGFRα serait 

responsable/impliquée dans la prolifération des progéniteurs PW1+ et dans leur différenciation en 

CML, participant ainsi à la (néo)muscularisation des artérioles pulmonaires et au développement de 

l’HTAP. Cette hypothèse est renforcée par les données de la littérature qui montrent l’activation des 

voies des PDGF/PDGFR au cours de l’HTAP chez l’Homme et dans les modèles expérimentaux. D’autre 

part, l’inhibition de ces 2 récepteurs par l’imatinib protège contre le remodelage vasculaire induit par 

l’hypoxie chronique [280]. Cependant, l’implication spécifique de la voie PDGFRα n’a pas été étudiée. 

De plus, cibler uniquement PDGFRα pourrait peut-être permettre de contourner les effets 

cardiotoxiques de l’imatinib observés pendant l’étude IMPRES. [301] 

Le but de ce projet est d’étudier l’implication de la voie PDGFRα dans le recrutement précoce des 

progéniteurs PW1+ au cours de l’HTAP. Pour mener à bien cette étude, les expériences ont été 

principalement réalisées avec des souris exprimant la β-galactosidase (souris PW1nLacZ) comme 

rapporteur des cellules PW1+ et de leur descendance.  
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Ce gène rapporteur permet d’isoler les progéniteurs par FACS afin de les cultiver et de les étudier in 

vitro. De plus, la β-galactosidase est très stable et son expression perdure lors de la différenciation, ce 

qui permet de détecter les CML nouvellement formées β-gal+ issues des progéniteurs PW1+ et de les 

différencier des CML plus anciennes ou issues d’autres progéniteurs. Le modèle d’hypertension 

pulmonaire induite par hypoxie chronique a été choisi pour l’étude précoce de la néomuscularisation. 

 

II. Objectifs et résumé de l’article 
 

Afin de confirmer notre hypothèse, les objectifs suivants ont été définis : 

Objectif 1 : Etudier in vivo l’effet d’une inhibition de la voie PDGFRα sur la prolifération et la 

différenciation des progéniteurs, sur la (néo)muscularisation et sur le développement de 

l’hypertension pulmonaire induite par hypoxie chronique. 

Résultats : L’inhibition de PDGFRα par un anticorps bloquant spécifique, APA5, prévient la prolifération 

des progéniteurs PW1+, leur différenciation en CML et réduit la (néo)muscularisation des artérioles 

pulmonaires, induites par 4 jours d’HC. Suite à 21 jours d’HC, l’inhibition spécifique préventive du 

récepteur limite la (néo)muscularisation mais n’est pas suffisante pour prévenir le développement de 

l’hypertrophie du VD, ni l’établissement d’une HP. 

 

Objectif 2 : Déterminer in vitro le rôle de la voie PDGFRα dans la prolifération et la différenciation des 

progéniteurs. 

Résultats : L’inhibition de PDGFRα par APA5 inhibe la prolifération et la différenciation in vitro des 

progéniteurs CD34+/PDGFRα+/β-gal+/c-kit-. Cependant, la stimulation de PDGFRα par son ligand 

spécifique, PDGF-AA, induit uniquement leur prolifération. 

 

Objectif 3 : Etudier in vivo l’effet d’une activation constitutive de la voie PDGFRα sur la prolifération et 

la différenciation des progéniteurs, sur la (néo)muscularisation et sur le développement de 

l’hypertension pulmonaire en normoxie. 

Résultats : In vivo, l’activation constitutive de PDGFRα, en condition de normoxie, cause, après 15 

jours, une (néo)muscularisation des artérioles pulmonaires (chez les mâles et les femelles) suite à la 

différenciation des progéniteurs PW1+ en CML. De plus, après 5 semaines d’activation constitutive, les 

mâles, uniquement, développent une hypertrophie du VD et une HP. 
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Objectif 4 : Observer la participation des progéniteurs PW1+/PDGFRα+ dans le remodelage des 

artérioles pulmonaires de patients HTAP. 

Résultats : Le nombre de cellules périvasculaires PW1+/PDGFRα+/αSMA- est significativement 

augmenté autour des vaisseaux remodelés chez les patients HTAPi. De plus, on observe également une 

augmentation du nombre de cellules PW1+/PDGFRα+/αSMA+ dans la media et la néointima de ces 

vaisseaux, suggérant une différenciation des cellules PW1+/PDGFRα+/αSMA-. Ces observations 

associées à une élévation du niveau d’expression des ligands de PDGFRα suggèrent l’implication de sa 

signalisation dans le recrutement de ces progéniteurs au cours du développement de la pathologie. 

 

III. Conclusion 
 

Dans les poumons de patients HTAP (prélèvements post greffe), on observe une augmentation du 

nombre de cellules périvasculaires PW1+/PDGFRα+/αSMA- et une augmentation du nombre de cellules 

PW1+/PDGFRα+/αSMA+ dans la media et la néointima des vaisseaux pulmonaires. Notre étude suggère 

que cette augmentation du nombre de cellules PW1+/PDGFRα+ chez les patients serait due à 

l’activation de PDGFRα dont la signalisation promeut, entre autre, la prolifération cellulaire. En effet, 

dans notre modèle expérimental d’HP, l’HC induit une prolifération des progéniteurs PW1+ ainsi que 

leur différenciation en CML dès 4 jours, contribuant à la mise en place d’une (néo)muscularisation des 

artérioles pulmonaires. Or l’inhibition de PDGFRα par un inhibiteur pharmacologique non spécifique : 

l’imatinib, ou par un Ac bloquant spécifique : l’APA5, prévient ces phénomènes. A l’inverse, en 

normoxie, l’induction de l’activation constitutive de PDGFRα conduit à une différenciation des 

progéniteurs PW1+ en CML ainsi qu’à une (néo)muscularisation des artérioles pulmonaires, 15 jours 

post-induction, renforçant le rôle de sa signalisation dans le remodelage vasculaire observé.  

Bien qu’APA5 prévienne le remodelage précoce, et ralentisse le remodelage sur 28 jours d’HC 

(diminution du nombre de vaisseaux totalement muscularisés au profit des vaisseaux partiellement 

muscularisés), il ne permet pas d’empêcher l’établissement d’une HP et d’une hypertrophie du VD chez 

la souris. En outre, il semblerait que l’activation constitutive de PDGFRα sur du long terme pourrait 

devenir un nouveau modèle expérimental de l’HP puisque les mâles développent une HP 5 semaines 

post-induction. 

L’ensemble de nos résultats confirment l’importance de la signalisation médiée par PDGFRα dans le 

remodelage vasculaire et suggère un potentiel de nouvelle cible thérapeutique en complément des 

traitements actuels. 
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L’ensemble de ces travaux a été soumis dans le journal : Journal of the American Heart Association, et 

vous est présenté selon le format appliqué pour la soumission. L’article a reçu un reviewing favorable 

(avec révisions mineures) le 11 novembre 2021, ne nécessitant pas d’expériences supplémentaires.  
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ABSTRACT 

Background: Pulmonary arterial hypertension (PAH) is characterized by vascular remodeling and 

neomuscularization. We previously showed that PW1+ pulmonary vascular progenitor cells expressing 

PDGFRα (platelet-derived growth factor receptor α) are recruited to participate in early pulmonary 

vessel neomuscularization during experimental pulmonary hypertension (PH) development. As PDGF 

is an important pathway in PAH development, we addressed the role of the PDGFRα pathway in 

progenitor cell-dependent vascular remodeling and in PH development. 

Methods: Lung sections form iPAH and control patients were analyzed by immunofluorescence. 

PW1nLacZ reporter mice were used to isolate PW1+ progenitor cells for culture and to follow their fate 

in a model of chronic hypoxia (CH)-induced pulmonary arteriole muscularization and PH development. 

PDGFRα was inhibited using a specific blocking antibody and activated either by expressing a 

constitutively activated PDGFRα mutant protein in tamoxifen-induced 

PW1nLacZ/+xRosaCreERT2xPDGFRα+/(S)K mice or by PDGF-AA daily administration. Blood pressure 

measurements, immunofluorescence analyses of pulmonary vascular smooth muscle cells and 

progenitor cells were performed to determine alterations in pulmonary hemodynamics, 

muscularization, fibrosis and progenitor cells recruitment. Fibrosis was analyzed by picrosirius lung 

staining imaging and RT-PCR quantification of collagen expression. 

Results: Lungs from idiopathic PAH (iPAH) patients were characterized by an increased number of 

vascular PW1+ cells expressing both α-smooth muscle actin and PDGFRα mainly localized in remodeled 

arteries. In mice under CH, PDGFRα inhibition prevented the increase in PW1+ progenitor cells 

proliferation and differentiation into vascular smooth muscle cells and reduced pulmonary vessel 

neomuscularization without preventing the increase in right ventricular systolic pressure and the right 

ventricular hypertrophy. Conversely, PDGFRα constitutive activation led to neomuscularization via 

PW1+ progenitor cells differentiation into new smooth muscle cells and to PH development in male 

mice with an increased right ventricular systolic pressure and a right ventricular hypertrophy without 
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fibrosis generation. In vitro, PW1+ progenitor cells proliferation, but not differentiation, was dependent 

on PDGFRα activity.  

Conclusions: These results demonstrate a major role of PDGFRα signaling in progenitor cell-dependent 

lung vessel neomuscularization and vascular remodeling contributing to PH development including in 

iPAH patients. Our findings suggest that PDGFRα blockers may offer a therapeutic add-on strategy to 

combine with current PAH treatments to reduce vascular remodeling. Furthermore, our study 

highlights PDGFRα constitutive activation as a novel experimental PH model. 

KEY WORDS 

Vascular remodeling; Hypertension, Pulmonary; Stem cells; Fibrosis; Receptor, Platelet-Derived 

Growth Factor alpha 

 

NON STANDARD ABBREVIATIONS AND ACRONYMS 

iPAH – idiopathic Pulmonary Arterial Hypertension 

PH – Pulmonary Hypertension 

SMC – Smooth Muscle Cell 

α-SMA – Alpha Smooth Muscle Actin 

CH – Chronic Hypoxia 

PDGFR- Platelet-Derived Growth factor Receptor 

PW1 – Protein Widely 1 

β-gal – Beta-Galactosidase 

RVSP – Right Ventricular Systolic Pressure 

EdU – ethynyl-deoxyuridine 

BrdU – Bromo-deoxyuridine 

Myh11 – Smooth muscle myosin heavy chain 

FGFR – Fibroblast Growth Factor Receptor  
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Col1α1 – Collagen 1 α1 chain 

Col3α1 – Collagen 3 α1 chain 

TGFβ – Transforming Growth Factor 
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INTRODUCTION 1 

Pulmonary arterial hypertension (PAH), a rare and severe disease, is histologically characterized by a 2 

pulmonary vascular remodeling which includes endothelial cell proliferation, media thickening, 3 

neointima formation and neomuscularization of small pulmonary vessels. This vascular remodeling 4 

leads to increased pulmonary vascular resistance and to pulmonary arterial hypertension causing right 5 

ventricular hypertrophy and ultimately right heart failure and death. During the development of PAH, 6 

pulmonary arterioles, which are mainly non muscularized, become covered by smooth muscle cells 7 

(SMC). This neomuscularization, observed in PAH patients and rodent models of PAH, is driven by SMC 8 

proliferation but also by the recruitment of pericytes and other SMC progenitor cells 1–4. We have 9 

recently identified, in rodent and human lungs, new perivascular pulmonary progenitor cells 10 

characterized by the expression of stem cells markers PW1, PDGFRα and CD34 3. During early chronic 11 

hypoxia (CH), an experimental PAH model, these PW1+ progenitor cells proliferate and differentiate 12 

into news SMC, contributing to small pulmonary vessel neomuscularization. We showed that their 13 

differentiation into SMC was under the control of the CXCR4/CXCL12 pathway, but the factors 14 

regulating their proliferation was still unknown. 15 

Studies from the past 25 years have highlighted the platelet-derived growth factor (PDGF) pathway as 16 

a major regulator of pulmonary vascular remodeling and PAH development5–7. PDGF receptors 17 

(PDGFRs) are transmembrane tyrosine kinase receptors (RTKs) with two isoforms, PDGFRα and 18 

PDGFRβ, which assemble into homo or hetero-dimers. Four PDGF ligands present as dimers (PDGF-AA, 19 

-BB, -AB, -CC, -DD) differentially activate these receptors and play an important paracrine role during 20 

embryonic and vascular development (for review see 8). All PDGFR forms can activate PI3K, PLCγ, Ras-21 

MAPK signaling pathways but trigger distinct cellular responses. Expression of PDGF-A and B and 22 

PDGFRα and β was found significantly increased in PAH patients lungs as compared to control lungs 5. 23 

PDGFRs inhibition using imatinib (STI 571), which targets both the PDGFRα and β subtypes but also 24 

Bcr/Abl and c-kit, protects against PH development in rodent experimental models 9. These effects 25 

were attributed to the PDGFRβ pathway as PDGFRβ signaling inhibition or constitutive activation 26 



 

7 
 

respectively reduced and increased CH-induced PH development in mice 10,11. In contrast the role of 1 

PDGFRα during PAH process has not been investigated yet. This receptor is a marker for mesenchymal 2 

stem cells in various organs (heart, skeletal muscle, adipose tissue and bone marrow) and of pulmonary 3 

vascular progenitor cells 3,12. The PDGF-A/PDGFRα pathway controls stem cells proliferation and 4 

differentiation 13–16 and is involved in particular in myofibroblasts formation during lung development 5 

17. 6 

Here, we provide evidence that PW1+/PDGFRα+ progenitor cells are recruited in human iPAH 7 

remodeled arteries. We establish that PDGFRα activation regulates pulmonary vascular remodeling 8 

during experimental chronic hypoxia-induced PH. We demonstrate in vitro and in vivo that this 9 

receptor controls the proliferation of PW1+/PDGFRα+ pulmonary vascular progenitor cells that 10 

contribute to form new SMC during CH. Furthermore, we highlight that PDGFRα activation leads to PH 11 

development in a PDGFRα constitutive activation mouse model or after chronic PDGF-AA treatment.  12 

  13 
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METHODS 1 

Detailed Methods are provided in the Online Data Supplement. 2 

Pw1IRESnLacZ transgenic mice (Pw1nlacZ/+) bear a nuclear operon lactose gene expressed under the control 3 

of the Pw1 gene locus 18. The stability (produrance) of the β-gal reporter allows to perform short term 4 

lineage tracing of cells derived from PW1+/β-gal+ cells. They were crossed with 5 

RosaCreERT2xPDGFRα+/(S)K mice which allow, following tamoxifen administration, expression of a 6 

constitutively activated form of PDGFRα (D842V) in PDGFRα-expressing cells 19. Mice (male and female 7 

littermates of 7-10 weeks-old) were exposed to room air (normoxia) or chronic normobaric hypoxia 8 

(10% O2) for 4 or 21 days. PDGFRα activity was inhibited in vivo using either imatinib or the specific 9 

blocking antibody, APA5. Imatinib was injected daily (50mg/kg of body weight i.p.) and the blocking 10 

antibody or the control IgG were injected i.p. once (500 µg/mouse) 3 days before starting CH and 11 

overall during the course of CH for 4 or 21 days (100 µg/mouse) every 3-4 days. PDGF-AA (or vehicle) 12 

was injected daily (150ng/mouse, i.p.) for three weeks in Pw1nlacZ/+mice. Following the different 13 

treatments, mice were anesthetized to measure hemodynamic parameters, right ventricular 14 

hypertrophy and to collect lungs for tissue analysis. Fluorescence activated cell sorting (FACS) was used 15 

to isolate the PDGFRα+/PW1+ progenitor cell populations from Pw1nlacZ/+mice based on their β-gal 16 

activity and a combination of progenitor cell markers to study them in culture. FACS-isolated CD45-17 

/CD34+/β-gal+/c-kit- were cultured 5 days in the presence of PDGF ligands (20ng/ml), control IgG or 18 

APA5 blocking antibody (150ng/ml) before immunofluorescence analysis. 19 

 20 

 21 

22 
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RESULTS 1 

PW1+/PDGFRα+/α-SMA+ cells are increased in iPAH patients  2 

Activation of the PDGFRα pathway in human iPAH has been suggested by the increased expression of 3 

PDGF-A in patients’ lungs 5. We first sought to determine whether pulmonary PW1+/PDGFRα+ 4 

progenitor cells are preferentially recruited in human iPAH-associated vascular remodeling. Patients’ 5 

characteristics are indicated in Online Table II. We measured the number of PW1+, α-SMA+ and 6 

PDGFRα+ cells adjacent to or within pulmonary vessels from control and iPAH patients. 7 

Immunofluorescence studies (Fig. 1A) confirmed the presence of PW1+ cells organized in clusters in 8 

the perivascular zone and their absence in the media of control patients’ lungs, as seen previously 3. 9 

Importantly, these PW1+ cells were positive for PDGFRα expression. In iPAH patients, PW1+ cells were 10 

found more numerous around remodeled arteries but also within their media and neointima (Fig. 1A-11 

B) confirming their recruitment as in murine experimental models 3. While the number of 12 

PW1+/PDGFRα+ cells was equivalent in control and iPAH patients, the number of PDGFRα+/PW1+/α-13 

SMA+ SMC in arteries of iPAH patients was enhanced (Fig. 1B-C) suggesting that they might derive from 14 

PW1+/PDGFRα+ progenitor cells, as observed in the mouse PH experimental model 3. These results 15 

together with the high expression of PDGFRα ligands observed in remodeled pulmonary arteries from 16 

iPAH patients 5 indicate that this pathway could drive progenitor cells recruitment during PAH 17 

development.  18 
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Figure 1. Perivascular PW1+/PDGFRα+ cells are increased in the perivascular zone and within the 1 

vascular wall of remodeled arteries in iPAH patients. Lung sections from control (CTRL) or iPAH 2 

patients (iPAH) were labeled for PW1 (white), PDGFRα (red), and α-SMA (green). A, Representative 3 

confocal images of pulmonary vessels (>500 µm diameter left panels, <500 µm diameter right panels) 4 

from control patients (n=5) and patients with iPAH (n=5). Panels 1, 2, and 3 show details of 5 

perivascular PW1+/PDFGFRα+ cells. Panel 4 shows details of PW1+/PDFGFRα+/α-SMA+ cells found 6 

within arteries in iPAH patients. B, quantification of perivascular PW1+/PDGFRα+ cells. C, 7 

quantification of PDGFRα+ or α-SMA+ or PDGFRα+/α-SMA+ cells among perivascular and vascular 8 

PW1+. Scale bar, 50 µm. Values are mean±SD, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ns= not significant (2-9 

tailed Mann-Whitney).  10 
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Chronic hypoxia induces PDGFRα pathway in mouse lungs. 1 

We reported previously that early neomuscularization of pulmonary arteries observed in the chronic 2 

hypoxic PH experimental model relies on the recruitment of pulmonary resident 3 

CD34+/PDGFRα+/PW1+ progenitor cells 3. To study the role of the PDGFRα pathway in the activation of 4 

these progenitors and the associated vascular remodeling, we first examined the expression of the 4 5 

PDGF ligands and the 2 PDGFR isoforms in total mouse lung extracts during the first days of CH by RT-6 

PCR (supplemental Fig. I). PDGF-A, B and D and PDGFRα and β expression were all increased (x1.3 to 7 

x2, p<0.05) after 1 day of CH, suggesting an early overall activation of both PDGFR pathways. 8 

Noteworthy, expression of PDGF-A, a specific PDGFRα ligand, remained upregulated after 4 days of CH 9 

compared to normoxia. These results suggest an early activation of PDGFRα signaling during CH. 10 

PDGFRα inhibition during CH inhibits PW1+ progenitor cells recruitment and pulmonary vascular 11 

remodeling in vivo. 12 

In order to explore the role of PDGFRα in PW1+ progenitor cells recruitment and in vascular remodeling 13 

during CH, we inhibited PDGFRα using 2 approaches: 1/ i.p. injection of a pharmacological inhibitor, 14 

imatinib, which also targets PDGFRβ, c-kit and c-abl, and has already been studied in PH models 9,11 15 

and 2/ i.p. injection of the PDFGRα specific blocking antibody APA5 20.  16 

Experiments were performed in the PW1nLacz transgenic mouse model, in which the β-gal reporter 17 

stability (produrance) allows short term lineage tracing of PW1+-derived cells to study both PW1+ 18 

progenitor cells proliferation and their differentiation into SMC. These mice were maintained under 19 

normoxia (N) or CH for 4 days and treated daily with DMSO or imatinib. Pulmonary vessel 20 

muscularization (percentage of partially+fully muscularized vessels), measured using α-SMA and vWF 21 

co-labelling (Fig. 2A), was increased by CH (83±4.7% of muscularized arterioles vs 36±6.7% in normoxia, 22 

Fig. 2B). As previously shown 3, this neomuscularization was at least partially due to an increased 23 

number of β-gal+ vascular SMC derived from PW1+ progenitor cells (72±4% per vessel vs 42±7% in 24 

normoxia, Fig. 2C-D) associated with a greater number of pulmonary PW1+ progenitor cells (19±2% of 25 
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parenchymal cells vs 8±1% in normoxia, Fig 2E, F). Imatinib treatment had no effect on these 1 

parameters under normoxia but significantly reduced by 40% CH-induced muscularization (from 2 

83±4.7% in CH+DMSO to 65±4.5% in CH+IMA, p<0.05) (Fig. 2B) and completely abolished PW1+ 3 

progenitor cells recruitment under CH reducing to basal levels the number of PW1+ progenitor-derived 4 

SMC (from 72±4% per vessel in CH+DMSO to 47±8% in CH+IMA, p<0.05 vs DMSO, Fig. 2D) and of PW1+ 5 

cells (from 19±2% of parenchymal cells in CH+DMSO to 10±1% in CH+IMA, p<0.05, Fig. 2F). As we have 6 

demonstrated previously 3 that PW1+ progenitor cells involved in early CH-induced neomuscularization 7 

are PDGFRα+, these results suggest that PDGFRα activation is involved in PW1+ cells increase and 8 

differentiation in SMC.   9 
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Figure 2. Imatinib treatment prevents early chronic hypoxia (CH)-induced neomuscularization and 1 

PW1+ progenitor cell recruitment and differentiation in SMC. PW1nLacz mice were maintained under 2 

normoxia (N 4d) or chronic hypoxia (CH 4d) for four days and treated daily with DMSO or imatinib 3 

(IMA). A, Representative images of von Willebrand factor (vWF, red) and α-smooth muscle actin 4 

(α-SMA, green) staining in lungs. B, Quantification of muscularized vessels (fully+partially) (n=6-8 5 

mice/group). C Representative images of pulmonary muscularized vessel stained with α-SMA (green) 6 

and β-gal (red) in lungs (double positive are marked by arrowheads). D, Quantification of lung 7 

β-galactosidase (β-gal)-expressing SMC in fully-muscularized vessels (n=4-5 mice/group). E, 8 

Representative images of lung parenchyma stained for PW1 (PW1 in green, positive cells are marked 9 

by arrowheads). F, Quantification of PW1+ cells in lung parenchyma (n=3-6 mice/group). Values are 10 

mean±SD, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, Kruskal-Wallis and Dunn.  11 
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To focus on the specific role of PDGFRα, PW1nLacz transgenic mice were maintained for 4 days under 1 

CH and treated with control IgG or PDGFRα blocking antibody APA5. Specific inhibition of PDGFRα 2 

during CH reproduced the results obtained with imatinib: early CH-induced pulmonary arterial 3 

muscularization was significantly reduced from 86±2.3% to 63±4% (p<0.01, Fig. 3A) together with a 4 

significant inhibition of the CH-induced increase in the number of PW1+ progenitor-derived β-gal+ 5 

vascular SMC (from 80.1±4.2% to 50.3±2.4%, p<0.001, Fig. 3B). We previously established that the 6 

recruitment of PW1+ progenitor cells during early CH was explained by an increased proliferation of 7 

these cells 3.  The proportion of proliferating EdU+ PW1+ cells was reduced by 66% from 46.0±7.0% to 8 

15.6±9.1% (p<0.01, Fig. 3C and D) suggesting that blocking PDGFRα reduced the production of new 9 

PW1+-derived SMC by inhibiting pulmonary PW1+ cells proliferation. Pulmonary cells apoptosis, 10 

measured by TUNEL, was very low and did not differ between control IgG- and APA5-treated mice (Fig. 11 

3E).  12 

Together, these data show that PDGFRα activation is essential for CH-induced proliferation and 13 

differentiation of PW1+ progenitor cell into vascular SMC and participates in the induction of early 14 

pulmonary arterial neomuscularization during CH.  15 

  16 
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Figure 3. PDGFRα inhibition with the specific blocking antibody APA5 prevents early chronic hypoxia 1 

(CH)-induced neomuscularization and PW1+ progenitor cell proliferation and differentiation in SMC. 2 

PW1nLacz mice were maintained under CH for four days and treated with control antibody (IgG) or 3 

PDGFRα blocking antibody (APA5). A, Quantification of pulmonary muscularized vessels 4 

(fully+partially). For each animal (n=7 mice/group), at least 100 vWF+ vessels (<100 µm) were analyzed 5 

for muscularization (α-SMA+). B, Quantification of lung β-galactosidase (β-gal)-expressing PW1-derived 6 

SMC in fully-muscularized vessels (<100 µm) (n=7 mice/group). C, Representative images of lung 7 

parenchyma from CH mice treated with control IgG or APA5 and stained for PW1 (green) and EdU 8 

(red), double-positive cells are marked by arrowheads. D, Quantification of EdU+/PW1+ cells in lung 9 
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parenchyma (n=4-5 mice/group). E, Quantification of pulmonary apoptotic cells. The percentage of 1 

TUNEL+ cells in lung parenchyma was determined by immunofluorescence (n=4 mice/group). Values 2 

are mean±SD, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0,001. 2-tailed Mann-Whitney. Scale bar 400 µm. 3 

 4 

PDGFRα activation elicits neomuscularization of pulmonary arterioles through PW1+ progenitor cells 5 

differentiation into new SMC under normoxic conditions in vivo.  6 

We developed a novel PW1nLacz/+/PDGFRα+/(S)K/Rosa-CREERT2 mouse model to directly examine the role 7 

of PDGFRα in the regulation of pulmonary progenitor cells and vascular remodeling. We crossed 8 

PDGFRα+/(S)K mice with 1) Rosa-CRE ERT2 mice for tamoxifen induction and generation of an inducible 9 

model of a mutated constitutively activated form of PDGFRα 19, and 2) with PW1nLacz mice to follow 10 

PW1+ progenitor cells fate (Fig. 4A). Two weeks after the last tamoxifen injection, normoxic male and 11 

female PW1nLacz/+/PDGFRα+/(S)K/Rosa-CREERT2 mice showed a significant neomuscularization with a 50% 12 

augmentation in the number of muscularized vessels (67±13.9% of muscularized arteries in induced 13 

mice vs 35.5±10.3% in non-induced littermates, Fig. 4B). This was associated with an increase in the 14 

number of PW1+ progenitor-derived vascular SMC (65.8±11.3% per vessel vs 48.8±9.8% in non-induced 15 

littermates, Fig. 4C). This vascular remodeling and PW1+ cells recruitment was similar to our 16 

observations after 4 days of chronic hypoxia 3 and was not associated with PH development at this 17 

early time point (supplemental Fig. II).  18 

Altogether, these results demonstrate that PDGFRα activation leads to pulmonary vessel 19 

neomuscularization through PW1+ progenitor cells recruitment.   20 
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 1 

Figure 4. Constitutive PDGFRα activation leads to pulmonary vessel neomuscularization due to 2 

increased numbers of PW1+ progenitor-derived SMC. A, Timeline of Tamoxifen (Tam) induction and 3 

analysis of PW1nLacz/+/PDGFRα+/(S)K/Rosa-CRE+ mice (males + females). B to D Analysis of mice 4 

lungs two weeks after tamoxifen induction. B, Quantification of muscularized vessels in lungs from 5 

control or tamoxifen-treated mice. Pulmonary vessel muscularization was determined by 6 

immunofluorescence using anti-α-smooth muscle actin (α-SMA) and anti-von Willebrand factor (vWF) 7 

antibodies (n=4-8). For each animal, ≈100 vWF+ vessels (<100 µm) were analyzed for muscularization 8 

(α-SMA+). C, Quantification of lung β-galactosidase (β-gal)-expressing SMC in fully-muscularized 9 

pulmonary vessels. The percentage of lung β-gal+/α-SMA+ cells among α-SMA+ cells in fully-10 

muscularized vessels (<100 µm) was determined by immunofluorescence (n=7 for each condition). 11 

Values are mean±SD, *p<0.05, **p<0.01 (2-tailed Mann-Whitney).  12 
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PDGFRα controls PW1+ progenitor cells proliferation in vitro. 1 

To confirm the direct role of the PDGFRα pathway on PW1+ progenitor cells proliferation or 2 

differentiation, we studied FACS-purified pulmonary CD34+/PDGFRα+/PW1+ progenitor cells which 3 

mainly express PDGFRα and are amplified after chronic hypoxia 3. These cells can be separated in two 4 

subpopulations according to c-kit expression and we already have shown that the differentiation of 5 

the c-kit+ population is PDGF-dependent 3. We therefore focused on the role of the PDGFRα pathway 6 

in the c-kit- cell population which undergoes spontaneous differentiation into α-SMA-expressing SMC 7 

under normal culture conditions 3. CD34+/PDGFRα+/β-gal+/c-kit- cells were sorted and cultured using 8 

the strategy previously published 3 (supplemental Fig. III). Incubation with PDGFRα-blocking antibody 9 

APA5 significantly inhibited their proliferation by 50% as compared to control IgG (Fig. 5A) and reduced 10 

their differentiation by 40% (Fig. 5B) without inducing their apoptosis, measured by TUNEL assay (Fig. 11 

5C). PDGF-AA treatment did not induce their differentiation into α-SMA+ SMC (Fig 5D), however, 12 

treatment of these progenitor cells with PDGF-AA (a specific PDGFRα ligand) or AB or BB (which bind 13 

both PDGFRα and β) significantly increased their proliferation by 2-fold (Fig.5E). These data 14 

demonstrate that PDGFRα activation directly controls the proliferation of PW1+/PDGFRα+/ckit- 15 

progenitor cells. 16 

  17 
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 1 

Figure 5. PDGFRα regulates PW1+ progenitor cell proliferation in vitro. A, Effect of PDGFRα inhibition 2 

on PW1+ progenitor cell proliferation. Pulmonary PW1+ progenitor cells were sorted by FACS, 3 

incubated for five days with IgG control or APA5 and proliferative cells were then labeled with anti-4 

Ki67 antibody (red). Left) Representative immunofluorescence images and Right) Quantification of 5 

PW1+ progenitor cell proliferation as a ratio of Ki67+ cells over total cells reported to control (n=6). B, 6 

Effect of PDGFRα inhibition on PW1+ progenitor cell differentiation into SMC. FACS-sorted pulmonary 7 
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PW1+ progenitor cells were incubated for five days with IgG control or APA5 and then labeled with 1 

anti-α-SMA antibody (red). Left) Representative immunofluorescence images and right) Quantification 2 

of PW1+ progenitor cell differentiation as a ratio of α-SMA+ cells over total cells reported to control 3 

(n=6). C, Effect of PDGFRα inhibition on PW1+ progenitor cell apoptosis. FACS-sorted pulmonary PW1+ 4 

progenitor cells were incubated for five days with IgG control or APA5 and then labeled following the 5 

TUNEL method. The ratio of TUNEL+ cells over total cells was determined and reported to control (n=4). 6 

D, Effect of PDGFRα activation on PW1+ progenitor cell differentiation into SMC. FACS-sorted 7 

pulmonary PW1+ progenitor cells were incubated for five days with IgG control or PDGF-AA, -AB, or -8 

BB (20 ng/mL) and labeled with anti-α-SMA antibody (red). The ratio of α-SMA+ cells over total cells 9 

was reported to control (n=5). E, Effect of PDGFRα activation on PW1+ progenitor cell proliferation. 10 

FACS-sorted pulmonary PW1+ progenitor cells were incubated for five days with either vehicle, PDGF-11 

AA, PDGF-AB, or PDGF-BB (20 ng/mL) and then labeled with anti-Ki67 antibody (red). Left) 12 

Representative immunofluorescence images and Right) quantification of PW1+ progenitor cell 13 

proliferation as a ratio of Ki67+ cells over total cells reported to control (n=4-5). Values are mean±SD, 14 

*p<0.05, ns=not significant (1-tailed Wilcoxon signed-ranked test). 15 

 16 

PDGFRα inhibition limits vascular remodeling after long-term chronic hypoxia but does not reduce 17 

RVSP while PDGFRα activation induces PH.  18 

Our in vitro and in vivo data show that the PDGFRα pathway controls pulmonary neomuscularization 19 

via regulating PW1+/PDGFRα+ progenitor cells proliferation. We therefore investigated the long-term 20 

effects of PDGFRα inhibition or activation on PH development.  21 

PDGFRα was inhibited during CH by treating mice (7 males and 1 female/group) with APA5 blocking 22 

antibody. Chronic hypoxia was confirmed by increased blood hemoglobin concentration 23 

(supplemental Fig. IV). After 21 days of CH, PDGFRα inhibition significantly reduced the number of fully 24 

muscularized vessels (27.2±9.7% with APA5 treatment vs 39.8±6.2% with IgG treatment, p<0.05) and 25 
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increased the number of partially muscularized vessels (53.8±8% with APA5 treatment vs 39.7±7.1% 1 

with IgG treatment, p<0.05) as compared to control IgG-treated mice (Fig. 6A). However, APA5 2 

treatment did not significantly modify RVSP and Fulton index (Fig. 6B-C) as compared to control IgG-3 

treated mice and they were both increased as compared to normoxic mice. This result show that 4 

PDGFRα inhibition for 21 days reduces CH-induced pulmonary vessel muscularization but does not 5 

prevent the RVSP increase and the right ventricular hypertrophy.  6 

 7 

Figure 6. PDGFRα inhibition with APA5 limits vascular neomuscularization but does not prevent 8 

chronic hypoxia (CH)-induced PH. PW1nLacz mice were maintained untreated under normoxia (N) or 9 

under CH for 21 days and treated with control IgG (IgG) or PDGFRα blocking antibody APA5 (APA5). A, 10 

Pulmonary vessel muscularization was determined by immunofluorescence in lungs of control 11 
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untreated normoxic mice (n=6) or of IgG- and APA5-treated mice after 21 days of chronic hypoxia (CH 1 

21d, n=9) using anti-α-smooth muscle actin (α-SMA) and anti-von Willebrand factor (vWF) antibodies. 2 

For each animal, >100 vWF+ vessels (<100 μm) were analyzed for muscularization (α-SMA+). Vessels 3 

were identified as non-muscularized (NM), partially-muscularized (PM) or fully-muscularized (FM). B, 4 

Right ventricular systolic pressure (RVSP, mmHg) was measured in untreated normoxic mice (n=9) and 5 

in IgG- and APA5-treated mice after 21 days of CH (CH 21d, n=7-8). C, Right ventricle hypertrophy was 6 

measured as the Fulton index in normoxic untreated mice (n=9) and in IgG- and APA5-treated mice in 7 

CH (CH 21d, n=8). Values are mean±SD, *p<0.05, **p<0.01, ns=not significant for APA5 vs IgG within 8 

CH 21d group; #p<0.05, ##p<0.01 vs normoxic, ns=not significant (Kruskal-Wallis and Dunn). 9 

 10 

The effect of PDGFRα activation was first studied in tamoxifen-induced PW1nLacz/+/PDGFRα+/(S)K/Rosa-11 

CREERT2 mice (Fig. 7A). After 5 weeks of PDGFRα constitutive activation, male mice displayed a 12 

significant increase in RVSP (22.5±5.2 mmHg, Fig. 7B) and a right ventricular hypertrophy (Fulton index 13 

of 0.31±0.02, Fig. 7C) as compared to non-induced littermates (respectively 17.1±3.5 mmHg, Fig. 7B 14 

and 0.24±0.03, Fig. 7C). Interestingly, female mice did not develop PH at this time point with no 15 

significant increase in RVSP and no right ventricular hypertrophy (Fig. 7D-E), although they presented 16 

an increased muscularization 15 days after tamoxifen induction similar to males (data not shown). 17 

Total weight, heart rate and left ventricle weight were not modified in tamoxifen-induced mice 18 

(supplemental Fig. V). These results suggest that PDGFRα activation first triggers vascular remodeling 19 

and eventually PH. To further confirm that PDGFRα activation induces PH, we treated male and female 20 

mice with PDGF-AA (150ng/mouse daily) for 5 weeks (Fig. 7F). This treatment induced in male mice 21 

(Fig. 7G) an increased RVSP (19.7±2.6 mmHg vs 14.7±1.8 mmHg in the control group) which was slightly 22 

lower than the RVSP observed after a similar duration of PDGFRα constitutive activation (22.5±5.2 23 

mmHg, Fig. 7B). PDGF-AA treatment for 5 weeks did not lead to right ventricular hypertrophy (Fig. 7H). 24 

Female mice RVSP or Fulton index were not significantly modified by the PDGF-AA treatment as in the 25 

model with PDGFRα constitutive activation (Fig. 7I-J).  26 
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Altogether, these results establish that PDGFRα constitutive activation is a novel model of mouse mild 1 

pulmonary hypertension in male recapitulating the pulmonary vascular alterations observed during 2 

chronic hypoxia. 3 

 4 

Figure 7. Constitutive PDGFRα activation leads to pulmonary hypertension. A, Timeline of Tamoxifen 5 

(Tam) induction and analysis of PW1nLacz/PDGFRα+/(S)K/Rosa-CRE+ mice. B to E, Analysis of mice five 6 

weeks after tamoxifen induction. B and D, Right ventricular systolic pressure (RVSP) was measured in 7 

control or tamoxifen-treated B, males (n=7-10) and D, females (n=5-6). C and E, RV hypertrophy was 8 

determined using the Fulton index (RV weight to left ventricular (LV) + septum weight ratio) in control 9 
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or tamoxifen-treated C, males (n=5-6) and E, females (n=5-6). F, Timeline of PDGF-AA treatment and 1 

analysis of PW1nLacz+ mice. G to J, Analysis of mice after five weeks of PDGF-AA treatment. G and I, 2 

Right ventricular systolic pressure (RVSP) was measured in control or PDGF-AA-treated G, males (n=5-3 

6) and I, females (n=5-6). H and J, RV hypertrophy was determined using the Fulton index in control or 4 

PDGF-AA-treated H, males (n=5-6) and J, females (n=5-6). Values are mean±SD, *p<0.05, **p<0.01, 5 

ns=not significant (2-tailed Mann-Whitney). 6 

 7 

Lung fibrosis is not induced by PDGFRα activation nor reduced by PDGFRα inhibition during CH.  8 

Long-term PDGFRα constitutive activation was reported to induce fibrosis in multiple organs including 9 

the lung 19. We therefore sought to determine whether lung fibrosis was induced by PDGFRα activation 10 

in our model or was inhibited by blocking PDGFRα during CH. We measured mRNA levels of fibrosis 11 

factors (collagen 1 and 3 and TGFβ) and we assessed changes in collagen levels by quantifying 12 

picrosirius red staining in male PW1nLacz/+/PDGFRα+/(S)K/Rosa-CREERT2 mice. After 5 weeks of PDGFRα 13 

constitutive activation, lung collagen 1a1 and 3a1 mRNA levels were not modified but we observed an 14 

increase in TGFβ mRNA expression (Fig. 8A). Histological analyses and quantification of Picrosirius red-15 

stained lung sections did not indicate any significant difference of fibrosis area between tamoxifen-16 

induced mice and non-induced littermates (Fig. 8B-C and supplemental Fig. VI). They showed however 17 

areas of thickened alveolar walls in tamoxifen-induced mice that indicate local tissue alterations 18 

(supplemental Fig. VI). PDGFRα constitutive activation for 5-6 weeks was therefore not sufficient to 19 

elicit pulmonary fibrosis at this stage. We also studied the effect of PDGFRα inhibition by APA5 blocking 20 

antibody on late CH-induced pulmonary fibrosis 19,20 (7 males and 1 female/group). As expected, CH 21 

significantly increased TGFβ and collagen 3a1 and 1a1 mRNA expression (Fig. 8D). No difference was 22 

observed between control IgG and APA5-treated mice exposed to CH. Histological analyses and 23 

quantification of fibrosis areas by Picrosirius red staining (Fig. 8E-F and supplemental Fig. VII) 24 

confirmed a similar CH-induced increase in collagen-rich areas in both control IgG and APA5 treated 25 

mice (respectively 20.1±4% and 17.5±5.1%) as compared with control normoxic mice (6.3±1.7%, 26 
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p<0.05). Taken together, our results concerning PDGFRα inhibition under chronic hypoxia or 1 

constitutive PDGFRα activation under normoxia demonstrate that the PDGFRα signalling is without 2 

impact on lung fibrosis in our models.  3 

 4 

Figure 8. Lung fibrosis is not induced by PDGFRα activation and is not reduced by PDGFRα inhibition. 5 

A to C, Fibrosis evaluation in non-induced (n=6-7) or tamoxifen-induced PW1nLacz/+/PDGFRα+/(S)K/Rosa-6 

CRE+ mice five weeks after tamoxifen induction (n=5-6). D to F, Fibrosis evaluation in untreated mice 7 

under normoxia (n=5) or IgG and APA5-treated mice after 21 days of CH (n=7-8). A and D, RT-qPCR 8 

measurements of mRNA expression for collagen 1a1, collagen 3a1, and TGFβ in lungs. B and E, 9 

Representative images of picrosirius red staining for collagen (red) in pulmonary parenchyma. Larger 10 



 

27 
 

images are displayed in supplemental Figures X and XI. C and F, Quantification of the picrosirius red-1 

stained area as a measure of fibrosis using Histolab® analysis. Fibrosis area (% of total area) was 2 

determined as the mean fibrotic area of four large lung sections for each animal. Values are mean±SD, 3 

*P<0.05, **P<0.01 Tam+ vs Tam- group, 2-tailed Mann-Whitney; #p<0.05, ##p<0.01 vs normoxic, 4 

Kruskal-Wallis and Dunn. ns=not significant for APA5 vs IgG within CH 21d group in D and F.  Scale bar 5 

200 µm. 6 

 7 

DISCUSSION 8 

Understanding the molecular mechanisms leading to the production of new SMC that contribute to 9 

pulmonary vascular remodeling and PAH is crucial to provide therapeutic targets for this life threating 10 

pulmonary vascular diseases. In this study, we describe for the first time the precise role of PDGFRα in 11 

the progenitor cells recruitment, in the neomuscularization process and in the development of PH. 12 

Using a novel genetic model and a specific blocking antibody, our results provide evidences that 13 

PDGFRα is a pivotal player in regulating neomuscularization which participates in PH development by 14 

inducing CD34+/PDGFRα+/PW1+ vascular progenitor cells proliferation and their differentiation in SMC. 15 

Importantly, our data suggest that this pathway intervenes during vascular remodeling of human iPAH 16 

patients. 17 

Pulmonary hypertension development and its related vascular remodeling have been associated with 18 

an activation of the PDGF pathway in experimental PH and in human 5,9. However, studies have focused 19 

on the role of PDGFRβ signaling in experimental PH models, in particular during CH 10,11, and the role 20 

of the PDGFRα pathway was never directly investigated. In the present study, using several 21 

experimental models, we found that this pathway participates in pulmonary vascular remodeling 22 

induction. While PDGFRβ activation was shown to stimulate pulmonary pericyte and SMC proliferation, 23 

our data demonstrate that PDGFRα induces pulmonary vascular progenitor cells recruitment and 24 

expansion leading to their differentiation into vascular SMC in the adult lung. Related observations 25 



 

28 
 

have been reported during pulmonary development where PDGFRα signaling is necessary to form 1 

alveolar α-SMA+ SMC (also known as alveolar myofibroblasts) during secondary septation 17,21. Indeed 2 

PDGFRα+ cells express α-SMA shortly after birth but lose this expression during post-natal 3 

development 22,23. Our results (herein and in 3) are consistent with these observations and are the first 4 

to our knowledge to link PDGFRα activation of progenitor cells and pulmonary vascular SMC 5 

production in adults. 6 

Multiple cellular sources provide new SMC during PH development. CH-activated SMC have been 7 

shown to proliferate and lead to muscularization of downstream arterioles 2. Pulmonary pericytes are 8 

also a source of peri-endothelial α-SMA+ cells in newly muscularized vessels 1,4. We demonstrate here 9 

that PDGFRα inhibition reduces early CH-induced neomuscularization and limits muscularization in late 10 

CH. These results and our previous data 3 argue for an important role played by PDGFRα+/PW1+ 11 

progenitor cells during PH remodeling in experimental models and in iPAH patients. Using a novel 12 

mouse model of inducible constitutive PDGFRα activation also allowing for PW1+ progenitor cell 13 

detection and tracing, we further establish a major role for PDGFRα signaling in modulating vascular 14 

progenitor cells recruitment to form new SMC. Interestingly, PDGFRβ constitutive activation per se did 15 

not induce neomuscularization but slightly increased the number of fully muscularized vessels after CH 16 

11. These contrasted results suggest that PDGFRβ-expressing SMC and pericytes, which have been 17 

shown to participate in the vascular remodeling process during CH 1,2,24, may first need to be activated 18 

by other pathways to become responsive to PDGFRβ activation. Strikingly, imatinib and APA5 only 19 

partially inhibited early CH-induced neomuscularization suggesting that pathways other than PDGF 20 

participate in regulating production of new SMC. Indeed, previous studies showed that factors such as 21 

IL-6 and FGF-2 participate in the PH-associated vascular remodeling process 1,25. They may 22 

predominate when PDGFRα+/PW1+ progenitor cells recruitment is inhibited.  23 

Our study establishes PDGFRα constitutive activation as a novel PH experimental model independent 24 

of CH. The pathological mechanisms leading to increased pulmonary pressure in this model are not 25 
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clearly elucidated. The vessel muscularization might participate in the disease development by 1 

inducing arteriolar stiffening and increasing the vascular resistance leading to altered SMC or EC 2 

function. This result underlines the major role of PDGFRα in controlling pulmonary vascular structure 3 

and suggests that the beneficial effects observed using imatinib in PH experimental models are partly 4 

dependent on PDGFRα activity inhibition 9. We observed that, in this transgenic model, progenitor cells 5 

differentiate into new SMC. This observation contrasts with our in vitro results showing that PDGFRα 6 

activation alone does not induce progenitor cells differentiation. One hypothesis is that other factors 7 

are present in vivo in the local environment of these pulmonary progenitor cells that are lacking in our 8 

in vitro system. SDF-1 could be one of these factors as we already established that in vivo blocking 9 

CXCR4, the SDF-1 receptor, inhibits their differentiation into vascular SMC 3. Female mice appear to be 10 

protected against PH development induced by PDGFRα activation. The mechanisms leading to this sex 11 

difference are unclear but may involve estrogen-dependent pathways as clinical and experimental data 12 

have established that estrogens are important modulators of pulmonary vascular function 26.  13 

PDGFRα activation has been associated with fibrosis development and mice with a constitutively 14 

activated form of this receptor ultimately develop multiple organs fibrosis 19. We did not detect 15 

increased collagen1 and 3 production or collagen deposition in mouse lungs after 5 weeks of PDGFRα 16 

constitutive activation. Indeed, studies using this genetic model report fibrosis after 3 to 6 months 13,19. 17 

Thus, in this model of constitutive PDGFRα activation, PH is induced much earlier than fibrosis 18 

development indicating that fibrotic remodeling is not initially involved in the pulmonary blood 19 

pressure rise and pulmonary vascular muscularization. In addition, PDGFRα inhibition using APA5 20 

blocking antibody did not prevent long term CH-induced fibrosis indicating that PDGFRα does not 21 

regulate CH-associated fibrosis. Hence, fibrocytes have been shown to contribute to the CH-induced 22 

fibrosis 27 and pericyte-like ABCG2+ mesenchymal stem cells (PDGFRα-) could also participate in the 23 

fibrotic remodeling due to their myofibroblastic capacities 28. Our in vitro results suggest that PDGFRα 24 

activation leads to proliferation of PDGFRα+ progenitor cells whose fate is then controlled by other 25 

factors depending on the pathophysiological context. During early CH, these factors orientate PDGFRα+ 26 
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progenitor cells towards differentiation into vascular SMC and our data argue against a PDGFRα-1 

dependent fibroblastic fate during late CH. Other factors may induce differentiation towards 2 

fibroblasts in different experimental conditions, such as aging 19. The involvement of the PDGFRα 3 

pathway and of PDGFRα+ cells in the context of fibrosis is controversial. Several studies suggest that 4 

PDGFRα signaling is important for fibrosis development in various organs including the lung 13,16,19,23,29. 5 

However, Kishi et al. recently showed that specific PDGFRα inhibition does not reduce bleomycin-6 

induced fibrosis 30. These results together with our data suggest that the relationship between 7 

PDGFRα+ cells, the PDGFRα pathway and fibrosis is more complex than a simple PDGFRα activation of 8 

PDGFRα+ fibroblast precursors and may involve other factors such as TGFβ 31. In line with these results, 9 

although PDGFRα is often considered as a fibroblast marker, growing evidence shows now that part of 10 

PDGFRα+ cells are progenitor or stem cells 12. Our result uphold that the pulmonary PDGFRα+ 11 

progenitor cell population contains cells with a SMC differentiation potential together with cells able 12 

to differentiate in alveolar myofibroblasts and peribronchiolar SMC as observed during developmental 13 

alveolar septation 32 or pneumectomy-induced re-alveolarisation 33. Indeed, the diversity of PDGFRα+ 14 

cells has been illustrated by single cell transcriptome analysis 23.  15 

We observed that PDGFRα activation by PDGF-AA increases vascular progenitor cell proliferation but 16 

does not induce their differentiation into SMC, indicating that other pathways could be involved. This 17 

is in agreement with previous studies showing that PDGFRα or PDGF-AA regulate stem/progenitor cell 18 

renewal or proliferation 15,34 and can also maintain precursors in an immature state 35,36. On the other 19 

hand, other groups have published that PDGFRα is important for stem/progenitor cells differentiation 20 

in particular towards α-SMA expressing cells or fibroblasts 13,37–39. These opposite roles of PDGFRα 21 

might originate from the type of progenitor/stem cells used. We previously showed that 22 

CD34+/PDGFRα+/PW1+ differentiate towards terminally differentiated Myh11+ SMC 3, which might not 23 

be the case for the stem cells used in other studies. It is also possible that our in vitro experiments lack 24 

some factors that in combination with PDGFRα could induce differentiation of these cells. For example, 25 
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primitive endoderm cells proliferation seems to depend both on FGFR1 and PDGFRα when cell 1 

specification seems to be only FGFR1-dependent 40. 2 

In keeping with our previous study 3, PW1+ cells in human lungs were found clustered and mostly 3 

perivascular whereas we observed increased number of PW1-expressing cells in remodeled arteries of 4 

iPAH patients. A large majority of these cells are PDGFRα+ confirming the data obtained in mouse. In 5 

addition, we observed a large increase of the PW1+/PDGFRα+/α-SMA+ cell number in the neointima of 6 

iPAH patients remodeled arteries suggesting that there is an increased differentiation of the 7 

PW1+/PDGFRα+ progenitor cells participating in vascular remodeling. In addition, a large number of 8 

neointimal cells of remodeled arteries co-express PDGFRα and α-SMA suggesting that they might be 9 

derived from PDGFRα+ progenitor cells. The increased expression of PDGF and PDGFRα has been 10 

previously documented in iPAH patients pulmonary vessels and strengthens our data 5. Part of the 11 

beneficial effects observed in patients treated by imatinib could therefore be due to the inhibition of 12 

the PDGFRα pathway 41.  However, as we observed in CH mice, blocking PDGFRα is not sufficient to 13 

reduce pulmonary pressure and therefore our data suggest that a multitargeted therapeutic strategy 14 

associating PDGFRα inhibition to current vasodilating therapies may provide beneficial effects by 15 

inhibiting progenitor cells recruitment and vessel muscularization. 16 

In conclusion, our study highlights PDGFRα as an essential regulator of lung vessel muscularization in 17 

mouse via the recruitment of vascular progenitor cells and opens new avenues for pulmonary 18 

hypertension medication.  19 

  20 
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SUPPLEMENTAL TABLE 

  

Control patients iPAH patients 

Case Control 1 Control 2 Control 3 Control 4 Control 5 Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient 5 

Age (y) 45 65 40 60 62 21 16 14 51 40 

Sex M F F M F M M F F F 

Pathology 
Invasive 
adeno-

carcinoma 

Invasive 
adeno-

carcinoma 

Invasive 
adeno-

carcinoma 
Carcinoïd 

Invasive 
adeno-

carcinoma 
iPAH iPAH iPAH iPAH iPAH 

mPAP  
(mmHg) 

x x x x x 86 110 75 64 49 

PVR  
(Wood units) 

x x x x x 17 12,89 10 9 7,5 

capP  
(mmHg) 

x x x x x 10 8 12 4 10 

CI  
(L.min-1.m-2) 

x x x x x 2.05 3.9 2.6 2.6 3,2 

6MWD (m) x x x x x 360 535 445 493 347 

NYHA x x x x x IV II II III III 

Supplemental Table III. Patients characteristics. Five control patients and five iPAH patients were 

included. mPAP, mean pulmonary arterial pressure. PVR, pulmonary vascular resistance. CapP, 

capillary pressure. CI, cardiac index. 6MWD, 6 minutes walking distance test. NYHA, New York Heart 

Association Functional Classification. 
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Partie 2 : Caractérisation par analyse Single-cell RNA-seq des différentes 
populations de cellules pulmonaires PW1+ et des cellules issues de leur 

différenciation, et effets de l’hypoxie chronique. 

 

I. Introduction 
 

Suite aux résultats du premier projet, nous voulions approfondir nos connaissances sur les différentes 

sous-populations de progéniteurs pulmonaires PW1+ et leur devenir in vivo, et savoir si l’hypoxie 

impactait leur profil transcriptionnel ainsi que la dynamique du processus de différenciation cellulaire. 

Pour cela, nous avons décidé de réaliser une analyse single-cell RNAseq sur des souris maintenues en 

normoxie ainsi que sur des souris exposées à 4 jours d’HC. Cette analyse n’a pas été effectuée sur 

poumon entier. En effet, un tri cellulaire par FACS a été réalisé au préalable pour isoler les cellules 

CD45-/β-gal+, sur lesquelles ont été effectuées le single-cell. Cette analyse permet par comparaison de 

transcriptomes de rassembler les cellules par catégorie/cluster selon la proximité de leur profil 

d’expression. Grâce aux données obtenues, nous pouvons également élaborer des trajectoires de 

différenciation entre les clusters de cellules les « moins différenciées » et ceux de cellules matures. 

Ce projet a été articulé autour des objectifs suivants : 

Objectif 1 : Identifier les différentes populations de cellules progénitrices PW1+ ainsi que les 

différentes cellules issues de leur différenciation. Déterminer des liens/trajectoires entre les clusters 

« d’intérêts ». 

Objectif 2 : Etablir un lien entre les clusters de progéniteurs identifiés par l’analyse single-cell et les 3 

populations PW1+ précédemment identifiées et isolées par FACS. Identifier de nouveaux marqueurs 

permettant un tri cellulaire plus précis des populations progénitrices pour de futures études in vitro. 

Objectif 3 : Observer, in vivo, la co-expression de ces nouveaux marqueurs avec la β-gal.  

Objectif 4 : Identifier des voies modifiées au niveau transcriptomique entre les progéniteurs de souris 

normoxiques et hypoxiques. 
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II. Résultats 
 

1. Identification des clusters de cellules pulmonaires CD45-/β-gal+. 

 

L’analyse bio-informatique des transcriptomes a été réalisée sur 5341 cellules pour la condition 

normoxique (N) et 4401 cellules pour la condition hypoxique (H), avec une moyenne de 2367 

gènes/cellules pour les 2 conditions. Cette analyse a permis de séparer les cellules en 21 clusters pour 

la condition N et 22 clusters pour la condition H. Ces clusters ont ensuite pu être identifiés en compilant 

l’analyse d’expression de gènes et les données bibliographiques. (site LungGens) [308] (Fig 25)  

 

 

 

 

Figure 25 : Regroupement des populations cellulaires déterminées par analyse single-cell et 
identification des clusters (visualisation en UMAP).  

A : 21 clusters ont été identifiés en normoxie. B : 22 clusters ont été identifiés en hypoxie. AEC2 : alveolar 
epithelial cells type 2 ; CSM : cellules souches mésenchymateuses ; CE : cellules endothéliales ; CML : cellules 
musculaires lisses. 
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L’analyse de ces clusters reste encore inachevée et les dénominations des sous-populations ne sont 

pas toutes clairement définies ni fixées. 

 

2. Analyses de trajectoire 

 

Les 3 populations cellulaires isolées habituellement en FACS étant mésenchymateuses, nous nous 

sommes ensuite concentrés sur les 3 clusters mésenchymateux identifiés par l’analyse single-cell : le 

cluster 7 (sans dénomination) sous divisé en 7A et 7B, le cluster « fibroblastes » qui n’exprime pas 

réellement de marqueurs spécifiques permettant de mieux le définir (exprime à la fois certains 

marqueurs de CS mésenchymateuses et de CML, phénotype intermédiaire entre les 2 types cellulaires) 

et le cluster « cellules souches mésenchymateuses » (CSM). De plus, nos résultats précédents 

indiquent que les progéniteurs PW1+ sont des précurseurs de CML. Une analyse de trajectoire a donc 

été réalisée avec l’outil PAGA entre ces 3 clusters immatures et le cluster différencié « CML », pour la 

condition N, H et en combinant les données N et H, afin d’augmenter la robustesse de l’analyse. Cette 

dernière confirme le lien fort entre 7A et 7B. De plus, elle place le cluster « fibroblastes » comme état 

intermédiaire entre les clusters 7 et « CSM » d’une part, et le cluster « CML » d’autre part pour la 

condition N et H+N (Fig 26), malgré un lien faible entre « fibroblastes » et « CML ». En condition N, 

l’analyse suggère également un potentiel cycle entre les 3 clusters mésenchymateux. Concernant la 

condition H, on constate plutôt que le cluster « CML » est un cluster terminal pour les 3 autres clusters, 

avec un lien très fort entre « CML » et « fibroblastes », laissant supposer que ce cluster constitue la 

principale source de CML à 4 jours d’HC, dans cette analyse bio-informatique. (Fig 26) De plus, il est 

possible que l’interaction entre « CSM », « fibroblastes » et « CML » soit cyclique, le cluster « CSM » 

pouvant se différencier directement en « CML » ou en passant par un état intermédiaire de 

« fibroblastes ». 
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Le cluster 7 a initialement été identifié comme un pool de progéniteurs de CML/péricytes, ces 2 types 

cellulaires partageant l’expression d’un certain nombre de gènes. Or il s’avère qu’une partie des 

cellules constituant ce cluster co-exprime également des marqueurs de CE capillaire. C’est pourquoi 

nous l’avons sous divisé en 2 sous-clusters : le 7A présentant un bi-potentiel de CML/péricytes et de 

CE, et 7B exprimant uniquement des marqueurs de CML/péricytes.  

L’analyse de trajectoire a donc également été réalisée en incluant les clusters de cellules 

endothéliales : « CE non capillaire » (CE non cap), « CE lymphatiques », « capillary 1 et 2 » et « CE 

hypoxiques » (CE hypox) présent uniquement en H. Dans cette analyse, le cluster 7A est relié à un 

cluster de CE : « capillary 2 » uniquement dans la condition H (Fig 27), suggérant la nécessité d’un 

microenvironnement hypoxique pour déclencher le processus de différenciation de ces cellules en CE. 

Il est également intéressant de constater un lien important entre « fibroblastes » et CE. En effet, en 

normoxie, le lien entre « fibroblastes » et « CE lymphatiques » semble même plus important que le 

lien avec « CML ». A l’inverse, en hypoxie, le lien entre « fibroblastes » et « CML » se renforce, tandis 

que celui avec « CE lymphatiques » s’amenuise, notant cependant la formation d’un lien quelque-peu 

plus important avec « CE non capillaire ». (Fig 27) Il semblerait que l’hypoxie induise un cycle de 

différenciation/dédifférenciation entre d’une part : « fibroblastes », « CML », « CSM » et d’autre part : 

« fibroblastes », « CE non capillaire », « CE lymphatiques », avec le cluster « fibroblastes » comme lien 

entre les 2 types cellulaires mésenchymateux et endothélial. 

 

 

Figure 26 : Représentation de l’analyse de trajectoire entre les clusters mésenchymateux en 
normoxie et/ou en hypoxie.  

Les traits indiquent les liens/trajectoires entre clusters. Plus le trait est épais, plus la relation entre clusters est 
importante. 
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Les autres analyses de trajectoire (MONOCLE et VELOCYTO) semblent aussi montrer un lien entre 7A 

et 7B vers le cluster « fibroblastes » puis le cluster « CML », ainsi qu’un lien du cluster « CSM » vers le 

cluster « fibroblastes » puis le cluster « CML ». Cependant ils ne montrent pas de lien entre 7A-7B et 

les diverses populations de CE. 

L’ensemble de ces analyses est difficile à interpréter pour les « CML » en raison du faible nombre de 

cellules obtenues dans cette population. Elles semblent indiquer (pour PAGA et MONOCLE) une 

transition des progéniteurs vers les « CML », sans lien hiérarchique entre 7A-7B et les « CSM ». Par 

contre le lien entre progéniteurs et CE dans le contexte normoxie ou hypoxie n’est pas établi.  

 

3. Association des clusters du single-cell aux populations isolées par FACS 

 

Après l’identification des différents clusters et l’établissement des liens entre les clusters d’intérêts, le 

second objectif de l’étude consistait à associer les clusters 7A, 7B, et « CSM » aux 3 populations 

identifiées et isolées par FACS dans les travaux précédents : CD34+/PW1+/PDGFRα+/c-kit- (c-kit-) ; 

CD34+/PW1+/PDGFRα+/c-kit+ (c-kit+) ; CD34-/PW1+/PDGFRβ+/CD146+ (péricytes).  

 

 

Figure 27 : Représentation de l’analyse de trajectoire entre les clusters mésenchymateux et 

endothéliaux, en normoxie et/ou en hypoxie.  

Les traits indiquent les liens/trajectoires entre clusters. Plus le trait est épais, plus la relation entre clusters est 

importante. 
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Le cluster 7A exprime différents marqueurs de progéniteurs mésenchymateux tel que CD34, PDGFRα 

et c-kit. Il a donc été associé à la population c-kit+. L’association des autres clusters et populations est 

plus compliquée. En effet, aucun cluster n’a été identifié comme péricytes. Cependant, 7B exprime 

notamment PW1 et ACTA2 (qui augmente en hypoxie), et exprime faiblement CD34. Il a donc été 

associé à la population péricytaire (CD34-), malgré une faible expression de CD146 et PDGFRβ, et une 

expression de PDGFRα qui augmente en hypoxie. Le cluster « CSM » est proche du cluster « CML ». Le 

nombre de cellules augmente en hypoxie, suggérant leur prolifération, et il exprime fortement CD34 

et Sca1 mais pas c-kit. Ainsi, malgré une expression faible de PDGFRα, il a été associé à la population 

c-kit-. Pour récapituler les hypothèses suivantes ont été émises :  

- cluster 7A = population c-kit+ 

- cluster 7B = population péricyte 

- cluster CSM = population c-kit- 

Afin de valider nos hypothèses, une analyse différentielle d’expression de gènes a permis d’identifier 

des marqueurs cellulaires discriminant les clusters entre eux. (Fig 28) Seuls des marqueurs 

membranaires ont été retenus, car dans un second temps nous souhaiterions pouvoir les utiliser pour 

isoler ces progéniteurs chez l’Homme et le rat en nous affranchissant de la β-gal. Les marqueurs 

suivants ont ainsi été retenus : CD248 (glycoprotéine transmembranaire exprimée dans les péricytes 

et fibroblastes), Scara5 (Récepteur de la ferritine), Scn3a (glycoprotéine transmembranaire 

correspondant à une sous-unité de canal sodique), Itga8 (intégrine régulant le recrutement des cellules 

mésenchymateuses), Slc36a2 (transporteur d’acides aminés). 
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A partir de cette liste, des marquages immunofluorescents sur les populations en sortie de FACS ont 

été réalisés, sur lame centrifugée, afin de confirmer les associations. 

Pour la population péricyte, nous nous attendions à une forte expression de Scn3a, d’Itga8 et de 

Slc36a2 ainsi qu’à une quasi absence d’expression de CD248 et Scara5. Or ces 2 derniers marqueurs 

sont exprimés respectivement par 67% (n=4) et 61,7% (n=2) des péricytes isolés. A l’inverse, Itga8 et 

Scn3a sont exprimés par peu de cellules, respectivement 25% (n=3) et 6,2% (n=3). Seule Slc36a2 

semble être exprimée de manière attendue, puisque 61,8% (n=3) des cellules sont positives. De plus, 

contrairement au cluster 7B, la population péricyte est négative pour PDGFRα, en concordance avec 

les résultats précédents. [12] 

Pour la population c-kit-, nous nous attendions à une expression de CD248 et Scara5 par un nombre 

modéré de cellules, et une absence d’expression de Scn3a, d’Itga8 et de Slc36a2. Les résultats obtenus 

sont en relative concordance, puisque 37,3% des cellules expriment Scara5 (n=4) et 15,8% expriment 

CD248 (n=2). En revanche, 33% des cellules expriment Slc36a2 (n=3) et 80% expriment Scn3a (n=2), 

cette dernière valeur étant en totale inadéquation avec notre hypothèse. 

 

 

 

Figure 28 : Analyse de l’expression de gènes d’intérêts entre les clusters de progéniteurs 

mésenchymateux en normoxie. 
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Pour la population c-kit+, nous nous attendions à une forte expression de Scn3a et d’Itga8, une 

expression moyenne de Slc36a2 et une absence d’expression de Scara5 et CD248. Bien que ces 

résultats restent à être confirmés, Scn3a et Itga8 sont respectivement exprimés par 1,3% (n=2) et 9,1% 

(n=2) des cellules, Slc36a2 est exprimé par 26,7% des cellules (n=2) et CD248 par 43,2% des cellules 

(n=1). 

Les résultats obtenus ne sont pas en totale adéquation avec ceux attendus et ne permettent pas de 

valider nos hypothèses d’association entre clusters de single-cell et populations cellulaires isolées par 

FACS. Cela peut être dû au fait que nous comparons ARNm (single-cell) et protéines (cellules du FACS), 

mais également du fait que chacune de nos populations triées sur seulement 3 marqueurs englobe des 

cellules divisées dans plusieurs clusters par l’analyse single-cell.  
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4. Différenciation in vitro de la population c-kit+ en cellules endothéliales 

 

Nous avons émis l’hypothèse selon laquelle le cluster 7A correspondrait à la population c-kit+. Or 

l’analyse bio-informatique a fait ressortir un double potentiel de différenciation du cluster 7A en CML 

et en CE. En sortie de FACS, aucune cellule c-kit+ n’exprime de marqueurs de CML différenciées (Myh11 

ou αSMA) et in vitro, elles se différencient en CML-like sous induction du TGFβ et du PDGF-BB. [12] Ces 

cellules ont également été soumises à un protocole de différenciation en CE. Nos résultats 

préliminaires ont permis de visualiser quelques cellules exprimant 2 marqueurs endothéliaux : CD31 

et vwf et qui semblent s’organiser en une structure primaire. (Fig 29) Le faible nombre de cellules 

différenciées en CE peut s’expliquer par un protocole de différenciation qui n’est pas encore optimal, 

mais rejoint également l’hypothèse selon laquelle la population cellulaire c-kit+ isolée par FACS 

regroupe différents clusters de l’analyse bio-informatique, dont le 7A.  

Figure 29 : Certaines cellules de la population c-kit+ ont la capacité de se différencier en cellules 
endothéliales.  

Les cellules c-kit+ ont été ensemencées sur matrigel (A et B) ou fibronectine (C) dans le milieu EBM2 microvascular 
(Lonza) complémenté avec de la forskoline (4µM), de l’acide ascorbique (5µg) et du VEGF en concentrations 
décroissantes (200 puis 50 puis 0 ng). Les cellules ont été marquées par des Ac dirigés contre les marqueurs 
endothéliaux : CD31 (rouge) et vwf (vert). 
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5. Analyse in situ de l’expression des marqueurs identifiés par single-cell dans les poumons de 

souris 

 

Afin d’avoir une vision plus globale de l’expression de ces marqueurs, différents co-marquages ont 

commencé à être réalisés sur cryosections de poumons. Les co-marquages ont été déterminés en 

fonction des associations d’expression déterminées par single-cell, et de la compatibilité des Ac selon 

l’espèce hôte. 

 

- Co-marquage CD248 et Scara5 

8,95% des cellules pulmonaires expriment CD248 (n=2) et 8,1% expriment Scara5. Il s’avère également 

que 47% des cellules CD248+ co-expriment Scara5 et 59% des cellules Scara5+ co-expriment CD248. 

(n= 1) (Fig 30) Après vérification en détail des résultats du Single Cell (Figure17), nous avons 

effectivement observé que dans le cluster « CSM », environ 40% des cellules Scara5+ ne sont pas 

CD248+ et 50% des cellules CD248+ n’expriment pas Scara5. (Fig 31) Ainsi, bien que l’analyse du single-

cell ne permette pas de détecter l’ensemble des gènes exprimés dans chaque cellule (seulement 2000 

ADNc ont été séquencés par cellule), il est possible que nos résultats en IF reflètent parfaitement les 

résultats obtenus en single-cell. 
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Figure 30 : Immunofluorescence représentative du co-marquage de CD248 et Scara5 dans le 
poumon de souris.  

Les flèches blanches indiquent les mono marquages et les flèches oranges les co-marquages. Cryosection de 
poumon de 12µm. 

Figure 31 : Expression de Scara5 et CD248 par les cellules constituant le cluster CSM 
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- Co-marquage CD248 et PDGFRα 

Ce co-marquage permettrait également de visualiser in situ les cellules correspondantes au cluster 

« CSM ». CD248 est exprimé par 8,95% des cellules pulmonaires (n=2) et PDGFRα par 7,5% des cellules 

(n=2). 36% des cellules CD248+ sont également PDGFRα+, et 42% des cellules PDGFRα+ sont CD248+. 

(n= 1) (Fig 32)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il serait intéressant de faire un triple marquage CD248/Scara5/Pdgfrα, afin de mieux visualiser la 

proportion de cellules du cluster CSM in vivo et vérifier si elle se rapproche de la proportion d’une des 

3 populations cellulaires isolées par FACS. 

 

 

 

Figure 32 : Immunofluorescence représentative du co-marquage de CD248 et PDGFRα dans 
le poumon de souris.  

Les flèches blanches indiquent les mono-marquages et les flèches oranges les co-marquages. Cryosection de 
poumon de 12µm. 
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- Co-marquage Scn3a et PDGFRα 

Ce co-marquage permettrait de visualiser in situ les cellules correspondantes au cluster 7. Scn3a est 

exprimé par 3,2% des cellules (n=3) et PDGFRα par 7,5% des cellules (n=2). De plus, 10% des cellules 

PDGFRα+ co-expriment Scn3a et 20% des cellules Scn3a+ sont également PDGFRα+ (n= 1). (Fig 33) 

Contrairement à CD248, Scn3a co-marque peu avec PDGFRα. Il aurait été intéressant de réaliser un 

triple marquage avec c-kit (marqueur discriminant 7A et 7B), malheureusement nos Ac anti c-kit et anti 

Scn3a proviennent de la même espèce hôte. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33 : Immunofluorescence représentative du co-marquage de Scn3a et PDGFRα dans le 

poumon de souris.  

Les flèches blanches indiquent les mono-marquages et les flèches oranges les co-marquages. Cryosection de 

poumon de 12µm. 
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D’après l’analyse single-cell, les marqueurs Scn3a et Slc36a2 sont co-exprimés dans les mêmes types 

cellulaires : cluster 7A et 7B. Concernant les populations triées par FACS, cette co-expression est 

essentiellement retrouvée dans la population c-kit- qui, d’après notre hypothèse initiale, 

correspondrait au cluster MSC. Il serait intéressant de savoir la proportion de co-marquage dans cette 

population cellulaire mais également de manière générale dans le poumon. Malheureusement, 

actuellement au laboratoire, les Ac dirigés contre ces protéines sont tous les 2 produits chez le lapin. 

D’autres co-marquages sont nécessaires pour mieux appréhender et interpréter ces résultats in situ, 

notamment des triples marquages avec la β-gal afin de confirmer le statut progéniteur des cellules, ou 

issus de la différenciation de progéniteurs PW1+. 

 

A ce stade de l’étude, nous avons identifié 3 clusters possédant un profil de CS/progéniteurs 

mésenchymateux, similairement aux 3 populations que nous isolons habituellement en FACS. 

Contrairement à notre attente, l’analyse de trajectoire montre un lien faible entre ces clusters et le 

cluster des CML, suggérant un état intermédiaire entre progéniteurs et cellules différenciées, 

représenté par le cluster fibroblaste. Concernant la corrélation entre les clusters 7A, 7B, CSM 

respectivement avec les populations c-kit+, péricytes, c-kit-, nos données in vitro et in situ actuelles ne 

permettent pas de confirmer définitivement nos hypothèses. En revanche, l’analyse de trajectoire et 

l’analyse différentielle d’expression de gènes a permis de mettre en évidence la bi-potentialité du 

cluster 7A comme source de CML et de CE, qui a pu être mise en évidence in vitro par la différenciation 

de quelques cellules c-kit+ en CE CD31+ et vwf+.  
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L’HTAP est une maladie rare, sévère et incurable. L’essentiel des thérapies consiste en l’utilisation de 

vasodilatateurs mais à terme une transplantation cardio-pulmonaire est indispensable à la survie du 

patient. La recherche de nouvelles cibles thérapeutiques est donc un enjeu majeur, passant 

notamment par une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans le remodelage 

vasculaire pulmonaire. Afin d’étudier celui-ci et plus particulièrement la (néo)muscularisation des 

artérioles pulmonaires, nous avons utilisé un modèle murin d’hypertension pulmonaire : la souris en 

HC. Nous avons précédemment identifié chez la souris et chez l’Homme une nouvelle population de 

progéniteurs vasculaires pulmonaires résidents caractérisée par les marqueurs PW1, CD34 et PDGFRα. 

Dès 4 jours d’hypoxie, ces progéniteurs prolifèrent, se différencient en CML et participent à la 

néomuscularisation. [12] Le but de notre étude était donc de déterminer les acteurs moléculaires 

responsables de leur mobilisation.  

Différentes études ont montré l’activation des PDGFR dans les modèles expérimentaux d’HP et chez 

l’Homme ainsi que leur implication dans le développement de l’HTAP. Dans l’HP expérimentale, 

l’utilisation d’imatinib prévient l’augmentation de la PAP et protège du remodelage cardio-pulmonaire 

en réduisant l’hypertrophie du VD, la (néo)muscularisation et l’épaississement de la media des 

vaisseaux pulmonaires ainsi que l’inflammation et la fibrose du parenchyme pulmonaire. [280], [309]–

[312] Dans notre étude, en accord avec les résultats déjà observés, les poumons des souris maintenues 

4 jours en hypoxie et traitées à l’imatinib développent moins de (néo)muscularisation des artérioles 

pulmonaires, contrairement aux souris contrôles, confirmant le rôle des PDGFR dans le remodelage 

vasculaire. Nous avons également démontré leur implication dans la prolifération des progéniteurs 

PW1+ et, grâce au traçage de lignage avec la β-galactosidase, dans leur différenciation en CML lors de 

l’HC.  

Suite à des essais cliniques, l’imatinib a permis une amélioration des capacités hémodynamiques des 

patients, une amélioration fonctionnelle du VD et une meilleure performance au test de 6 minutes de 

marche. Malgré ces résultats, des effets secondaires délétères : insuffisance cardiaque, hématome 

subdural… sont apparus chez certains patients et ne permettent donc pas son utilisation thérapeutique 

pour l’HTAP. [298]–[301] 

L’imatinib ayant un large spectre d’action et nos progéniteurs d’intérêts exprimant majoritairement 

PDGFRα, nous avons décidé de cibler plus spécifiquement ce récepteur. PDGFRα est connu pour son 

rôle dans l’embryogénèse et également pour son implication dans la prolifération et la migration de 

progéniteurs de CML dans le développement alvéolaire post-natal. [179], [188], [313], [314] En 

l’inhibant spécifiquement avec l’anticorps bloquant APA5, nous avons démontré pour la première fois 

son rôle prépondérant dans la mobilisation de progéniteurs vasculaires pulmonaires PW1+ lors des 

premiers jours d’HC ainsi que sa participation à la (néo)muscularisation.  
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Cependant, l’inhibition de PDGFRα lors d’une HC de 21 jours n’est pas suffisante pour prévenir 

l’augmentation de la PVD ni la (néo)muscularisation des vaisseaux pulmonaires. Cette dernière est 

cependant significativement réduite. En effet, suite à cette période d’HC, les souris présentent 40% de 

vaisseaux pulmonaires partiellement muscularisés et 40% de vaisseaux totalement muscularisés. A 

l’inverse, les souris traitées avec de l’APA5 n’ont plus que 27% de vaisseaux totalement muscularisés 

(versus 19% en normoxie) et 53% de vaisseaux partiellement muscularisés. Les faibles effets sur le long 

terme pourraient s’expliquer par une des limites de ce modèle expérimental. En effet, le 

développement de la pathologie expérimentale atteint rapidement un plateau et se stabilise à partir 

de 15 jours d’HC sans entrainer à terme de pathologie sévère ni la mort des souris. Dans le modèle 

d’HP plus sévère du rat MCT ou dans un modèle associant inhibiteur du récepteur au VEGF et HC 

(SU5416+HC), le développement de la pathologie est continu, avec un remodelage vasculaire 

pulmonaire plus sévère pouvant présenter des lésions de type plexiforme, et conduit à la mort du rat. 

Dans un tel modèle, le recrutement des acteurs cellulaires du remodelage vasculaire est permanent. Il 

serait donc intéressant de vérifier si l’inhibition de PDGFRα peut améliorer la survie des rats.  

Une seconde explication possible est que le PDGF-B semble être le PDGF prépondérant dans l’HTAP et 

l’HP expérimentale. [50], [288] Or celui-ci peut activer aussi bien PDGFRα que PDGFRβ. Ainsi, 

concernant les populations c-kit- et c-kit+, même si la signalisation principale passe initialement et 

majoritairement par l’activation de PDGFRα, il est possible que, suite à l’inhibition de ce dernier, 

l’activation de PDGFRβ prenne le relais au cours des 28 jours d’HC, même s’il est faiblement exprimé 

par ces progéniteurs PW1+ (31% des cellules c-kit- et 15% des cellules c-kit+) (Data not shown). Nous 

avons également observé in vitro que la prolifération des progéniteurs PW1+ pouvait être induite avec 

du FGF2, dont le taux est augmenté in vivo (ARNm poumon entier) dès les premiers jours d’HC. (Data 

not shown) Il est donc possible que la signalisation PDGFRα et FGFR interagisse dans la régulation de 

leur prolifération cellulaire. De plus, il ne faut pas oublier que la 3e population PW1+ identifiée est 

PDGFRα- et PDGFRβ+. Ainsi, même si les progéniteurs PW1+ semblent être une source majeure des 

nouvelles CML (40% de CML αSMA+/β-gal+ en normoxie et 60% après 4 jours d’HC), ce constat ne 

permet pas de déterminer la proportion de cellules PW1+/PDGFRα+ ou PW1+/PDGFRα-/PDGFRβ+ à 

l’origine des nouvelles CML. 

Une 3e explication est liée au fait que les progéniteurs PW1+ ne sont pas l’unique source de CML lors 

du remodelage. Différentes études ont également montré l’implication : des péricytes (non PW1+) via 

la voie du TGFβ et du PDGFRβ [43], [117], des CSM ABCG2+ suite à une altération de la voie Wnt/β-

caténine [68], d’une transition EndoMT régulée entre autre par l’axe PDGF-BB/TGFβ (induction moins 

importante par le PDGF-AA) [315], sans oublier la prolifération des CML existantes suite notamment à 

l’activation de PDGFRβ, TGFβ, ET-1 récepteur. [109], [110]  
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Jusqu’à présent, l’essentiel des études concernant l’implication des PDGFR dans le remodelage 

vasculaire lors de l’HP in vivo utilisait de l’imatinib (inhibiteur de PDGFR, c-abl, c-kit) pour bloquer leur 

signalisation. On observait alors une protection contre l’établissement de l’HP, contrairement à notre 

étude où nous ciblons uniquement PDGFRα et par conséquent moins de types cellulaires impliqués 

dans le remodelage. Pour conclure, il ne semble donc pas absurde que l’inhibition seule de PDGFRα ne 

suffise pas à empêcher le développement d’un remodelage vasculaire ni d’une HP lors d’une HC. De 

plus, il est important de noter que le traitement avec l’APA5 a débuté avant l’exposition des souris à 

l’HC. Ainsi, l’aspect préventif et non curatif du traitement représente une limite de notre étude 

puisqu’il n’est pas envisageable de débuter un traitement préventif contre l’HTAP chez l’Homme. 

 

Il serait également intéressant de vérifier si l’inhibition spécifique de PDGFRβ a des conséquences 

similaires après 21 jours d’HC, à savoir une HP établie malgré une (néo)muscularisation atténuée. Cela 

permettrait également de déterminer la différence de pourcentage de muscularisation selon le 

récepteur inhibé et éventuellement d’estimer/hiérarchiser l’importance de l’un ou l’autre PDGFR. Au 

vu de nos résultats entre imatinib et APA5 à 4 jours d’HC, nous pouvons déjà supposer que PDGFRα 

joue un rôle prépondérant dans la néomuscularisation précoce induite par HC, puisqu’à 4 jours 

d’hypoxie, le pourcentage de vaisseaux pulmonaires muscularisés est similaire avec les 2 inhibiteurs.  

 

L’importance de PDGFRα dans l’initiation du remodelage des artérioles pulmonaires est également 

confirmée grâce au modèle inductible d’activation constitutive du récepteur. En effet, après 15 jours 

d’activation constitutive, on observe, en normoxie, la différenciation des progéniteurs PW1+/PDGFRα+ 

en CML et une (néo)muscularisation des artérioles pulmonaires. Ce rôle initiateur est d’autant plus 

important que cette (néo)muscularisation n’est pas observée dans le modèle d’activation constitutive 

de PDGFRβ, suggérant la nécessité d’un facteur complémentaire pour induire la prolifération des 

cellules et leur différenciation dans ce modèle. [283] Bien que les résultats in vivo suggèrent que 

PDGFRα régule également la différenciation des progéniteurs PW1+ en CML, nous n’avons pas obtenu 

un résultat similaire in vitro lors d’une stimulation des cellules par du PDGF-AA. Pourtant, dans le 

modèle inductible d’activation constitutive de PDGFRα, nous observons bien une augmentation de leur 

différenciation en CML. Il se pourrait donc qu’un 2e facteur, exprimé en continu in vivo et non retrouvé 

dans le milieu de culture, soit nécessaire pour induire leur différenciation. L’un de ces facteurs est 

probablement SDF1, dont le rôle dans la différenciation des progéniteurs a été démontré 

précédemment. [12] Cependant l’analyse en single cell semble montrer qu’à l’état basal, les différentes 

populations de progéniteurs n’expriment pratiquement pas CXCR4 et pas du tout CXCR7, les deux 

récepteurs de SDF1. Le nombre de cellules exprimant CXCR4 augmente après 4j d’HC indiquant 

qu’effectivement SDF1 pourrait dans ces conditions participer à la différenciation de ces progéniteurs. 
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Il a également été montré que SDF1 promouvait la différenciation ostéogénique de CSM via la voix 

JAK/STAT, suggérant une possible interaction avec la signalisation de PDGFRα. [316]  

Ce signal complémentaire peut également être d’ordre inflammatoire. En effet, une sécrétion 

importante de cytokines pro-inflammatoire (TNF-α, IL-1β, IL-6…) survient lors des premières 48h d’HC. 

[317]–[319] Il est d’ailleurs proposé que l’élévation d’IL-6 initie le stress inflammatoire au cours des 

premières heures d’HC, tandis que son inhibition empêche la polarisation des macrophages alvéolaires 

de type M2 et le développement d’une HP. [319]. Il a également été démontré que l’IL-6 pouvait 

induire la prolifération des cellules satellites du muscle strié. [320] Bien que nous n’ayons pas réussi à 

initier la prolifération in vitro des progéniteurs pulmonaires PW1+ avec l’IL-6, il serait intéressant de 

stimuler les cellules en couplant le PDGF-AA et l’IL-6 ou SDF1 pour vérifier si leurs signaux sont 

nécessaires pour la différenciation. La piste inflammatoire est d’autant plus intéressante que l’on 

constate, avec l’analyse single-cell, une faible expression par les clusters 7A et 7B des récepteurs IL-

6Ra, IL-1R et TNFR1a en normoxie. De plus, cette expression varie en hypoxie, avec une perte 

d’expression de l’IL-6Ra par le cluster 7 mais une augmentation d’expression de l’IL-1R1 par le cluster 

7A, ainsi qu’une expression des récepteurs IL-1R et TNFRSF1a par le cluster MSC.  

De même, nous pouvons supposer que le signal de prolifération induit par PDGFRα soit un prérequis 

au signal de PDGFRβ qui serait plus impliqué dans la différenciation, expliquant ainsi les différences 

observées entre les modèles d’activation constitutive de PDGFRα et PDGFRβ. Une manière de vérifier 

cette hypothèse serait de traiter les souris PDGFRα+(S)/k avec de l’imatinib qui n’impacte pas la 

signalisation du récepteur muté, et ainsi de vérifier si l’inhibition de PDGFRβ empêche la 

différenciation des progéniteurs et prévient la (néo)muscularisation des artérioles pulmonaires. 

 

De plus, chez les mâles uniquement, une HP se développe après 5 semaines d’activation constitutive 

de PDGFRα contrairement aux souris avec une activation constitutive de PDGFRβ qui ne présentent ni 

d’augmentation de la PVD ni d’hypertrophie du VD [283]. Ainsi, la différence observée suite à 

l’activation de PDGFRα entre mâles et femelles laisse supposer que la mise en place de l’HP est 

totalement ou partiellement indépendante du remodelage vasculaire pulmonaire dans ce modèle. Un 

résultat similaire est obtenu lors de l’activation de PDGFRα par injection de son ligand spécifique : le 

PDGF-AA. Le mécanisme impliqué dans ce dimorphisme sexuel est inconnu mais pourrait être lié aux 

œstrogènes qui peuvent réguler le tonus vasculaire et qui ont une action cardioprotective sur le VD. 

[321] De manière générale, contrairement à l’humain, le sexe féminin est protecteur dans différents 

modèles classiques d’HP. En effet, dans le modèle d’HC, les femelles (rats et souris) présentent une 

plus faible augmentation de la PVD et de l’hypertrophie du VD. 
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 Le rôle des œstrogènes dans cette protection a été mis en évidence avec des rats ovariectomisés, qui 

présentaient alors plus de remodelage cardiovasculaire et une plus forte augmentation de la PVD, ces 

effets étant annulés par un traitement aux œstrogènes. A l’inverse, l’administration d’œstrogènes à 

des souris mâles réduit l’hypertrophie du VD et l’augmentation de la PVD. L’HC contribue aussi à 

l’augmentation de l’hématocrite, rendant le sang plus visqueux ce qui augmente la pression sanguine. 

Or, il s’avère également que cette augmentation est plus faible chez les femelles.  

Une meilleure adaptation du VD et une survie améliorée sont également observées chez les rats 

femelles dans le modèle combiné HC+SU5416. Concernant le modèle MCT, le rôle protecteur des 

œstrogènes a également été démontré avec des expériences d’ovariectomie ou avec des mâles 

recevant des œstrogènes. Une atténuation des modifications induites par la MCT est également 

observée lorsque les femelles ovariectomisées reçoivent de la progestérone. Dans le cas particulier de 

la MCT, l’effet protecteur est également lié à une plus faible activité du CYP3A hépatique qui 

métabolise la MCT. [321]  

Les œstrogènes sont produits dans différents tissus et types cellulaires incluant les CE et les CML qui 

expriment également les récepteurs aux œstrogènes : ERα et β. [321]–[323] L’activation d’ERα et β 

dans les cellules endothéliales peut induire l’activation d’eNOS et celle d’ERβ peut également activer 

la prostacycline synthase [324], augmentant ainsi la production de vasodilatateurs, et donc contrer la 

constriction liée au remodelage vasculaire. L’activation des ER inhibe également la prolifération des 

CML. Ainsi, nous pouvons très bien imaginer une boucle de production hormonale/activation des 

récepteurs ER au niveau vasculaire, avec des effets paracrines et/ou autocrines sur les CML 

pulmonaires chez les femelles. Cette boucle favoriserait ainsi une vasodilatation des vaisseaux 

pulmonaires, contrant les effets du remodelage vasculaire induit par l’activation constitutive de 

PDGFRα et prévenant l’établissement d’une HP chez les femelles. Au vu de ces données, il serait donc 

intéressant d’observer si l’activation constitutive de PDGFRα ou l’injection de PDGF-AA induit une HP 

et une hypertrophie du VD chez des femelles ovariectomisées, ou si l’injection d’œstrogènes chez les 

mâles prévient le développement de l’HP.  

Cependant, l’analyse single-cell ne détecte pas d’expression d’Erα et β dans les cluster 7, MSC et CML, 

aussi bien en normoxie qu’en hypoxie, confirmant que le remodelage lié aux progéniteurs 

PW1+/PDGFRα+ ne devrait pas être dépendant du sexe, similairement à ce que l’on observe dans nos 

2 modèles murins. 
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Le modèle inductible d’activation constitutive de PDGFRα est également connu pour son effet pro-

fibrosant dans de multiples organes. [188] Contrairement à ce qui a pu être observé après 6 mois 

d’activation constitutive du récepteur, les poumons des souris contrôles ou 5 semaines post-induction 

présentent le même degré de fibrose. Ces résultats renforcent l’idée que l’hypertension pulmonaire 

induite chez les mâles par l’activation constitutive de PDGFRα est liée au recrutement des progéniteurs 

PW1+ et non au développement d’une fibrose pulmonaire. De manière similaire, PDGFRα ne semble 

pas impliqué dans la régulation de la fibrose pulmonaire induite par HC, puisque les souris recevant de 

l’APA5 présentent le même degré de fibrose. 

 

L’ensemble de nos résultats in vivo et in vitro prouve l’importance de la signalisation médiée par 

PDGFRα dans le recrutement précoce des progéniteurs pulmonaires vasculaires PW1+/PDGFRα+, leur 

différenciation en CML et leur implication dans la néomuscularisation des artérioles pulmonaires, 

participant ainsi à l’établissement d’une HP. (Fig 34) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

123 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : Ensemble des facteurs connus impliqués dans la régulation des progéniteurs PW1+. Rôle 
de PDGFRα dans leur prolifération et leur différenciation en CML : implication dans la 
néomuscularisation des artérioles pulmonaires au cours de l’HTAP.  

Sous l’action des PDGF ou du FGF2, les progéniteurs PW1+ prolifèrent. Différents facteurs vont ensuite induire 
leur différenciation en CML : PDGF, SDF1, TGFβ, participant ainsi à la néomuscularisation des artérioles 
pulmonaires au cours de l’HTAP. APA5 : anticorps bloquant spécifique de PDGFRα ; AMD3100 : antagoniste de 
CXCR4, récepteur de SDF1.
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Nos observations chez l’Homme suggèrent également le rôle de PDGFRα dans la régulation des 

progéniteurs PW1+. En effet, similairement à la souris en HC, le nombre de cellules périvasculaires 

PW1+/PDGFRα+ est augmenté chez les patients HTAPi. De plus, il semblerait que le nombre de cellules 

vasculaires pulmonaires PW1+/αSMA+/PDGFRα+ augmente également. Cela pourrait s’expliquer par 

une mobilisation permanente des cellules PW1+/PDGFRα+ qui exprimeraient αSMA lors de leur 

différenciation et participeraient ainsi au remodelage vasculaire pulmonaire. La provenance des 

prélèvements est une limite de notre étude puisqu’ils sont issus de poumons de patients à des stades 

tardifs de la pathologie, très sévères et très remodelés, contrairement à notre modèle expérimental 

qui étudie le développement de la pathologie à un temps précoce. Ces observations couplées à nos 

résultats expérimentaux renforcent l’idée que PDGFRα puisse être une cible thérapeutique potentielle, 

en complément des thérapies actuelles, afin de ralentir voire atténuer la (néo)muscularisation 

pulmonaire, et pourrait également avoir un impact bénéfique sur la fibrose adventitielle, 

contrairement à ce qui a été observé dans notre modèle d’HC. 

Cibler PDGFRα est d’autant plus intéressant que plusieurs études d’inhibition de PDGFRα dans 

différents contextes pathologiques ont été ou sont menées. En cancérologie, l’utilisation d’Olaratumab 

(IMC-3G3), un anticorps monoclonal inhibant PDGFRα, seule ou en sus d’un traitement classique, 

semble améliorer l’efficacité thérapeutique de première intention. De plus, l’inhibition de PDGFRα en 

complément du Docetaxel, sur des lignées cellulaires de carcinomes ovariens, augmente la sensibilité 

de ces dernières au Docetaxel ainsi que leur apoptose. Chez les patients atteints de sarcomes des tissus 

mous, l’association de la Doxorubicine et de l’Olaratumab augmente la survie moyenne de ces patients. 

[325] Pour ceux atteints d’un sarcome indifférencié des tissus mous, la seule option thérapeutique à 

ce jour est la résection chirurgicale. Cependant, une équipe a récemment montré dans un nouveau 

modèle murin de xénogreffes que l’association de la Doxorubicine+Ifosfamide et de l’Olaratumab 

permettait de stopper le développement des tumeurs. [326] Chez des patients ayant un cancer gastro-

intestinal avec une mutation de PDGFRα, l’Olaratumab semble également améliorer le contrôle de la 

progression de la pathologie (essais clinique de phase II). [327] 
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Ce projet pourrait se poursuivre par une analyse mécanistique de la signalisation de PDGFRα. En effet, 

tout comme PDGFRβ, PDGFRα va transmettre son information via 4 voies principales : RasMAPK, 

PI3K/AKT, JAK/STAT et PLCγ/PKC, toutes impliquées dans la prolifération, migration et différenciation. 

Il est cependant fort probable qu’il y ait une hiérarchie de leur signalisation pour induire ces processus 

cellulaires. De plus, ces voies peuvent également être activées par d’autres récepteurs. Enfin, il sera 

peut-être difficile de détecter à partir d’un extrait protéique sur poumon total une différence 

d’activation des différentes voies entre souris traitées par APA5 et souris non traitées. En revanche, 

les cellules isolées puis placées in vitro en hypoxie permettraient d’orienter nos choix vers telle ou telle 

voie. L’utilisation de chambres de Boyden ou un Wound healing assay pourrait également permettre 

de déterminer la voie activée pour la migration cellulaire, suite à une stimulation par du PDGF-AA. Afin 

de déterminer l’action majeure ou spécifique d’une des 3 voies suite à une stimulation de PDGFRα par 

PDGF-AA ou en situation d’hypoxie, le milieu de culture pourrait donc être complémenté avec des 

inhibiteurs spécifiques : ruxolitinib, PD998059, Akt VIII inhibitor ou U73122 inhibant respectivement : 

JACK/STAT3, ERK1/2, AKT et PLCγ. (Fig 35) Nous pourrions alors étudier la prolifération avec un 

marquage Ki67, la différenciation avec un marquage αSMA, ainsi que la migration en chambre de 

Boyden. Cependant, il faut garder à l’esprit que la culture in vitro ne tiendrait pas compte du micro 

environnement in vivo qui peut fortement influencer les différentes signalisations cellulaires. 

La famille Ras homologous (Rho) des petites protéines G est également une candidate potentielle. En 

effet, ces protéines sont impliquées dans la migration et la division cellulaire, et il a notamment été 

montré l’activation de la Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (Rac1) par PDGFRα dans le 

glioblastome. [328] Suite à une stimulation par PDGF-A, PDGFRα induit la phosphorylation Src-

dépendante de Dock180 qui promeut via Rac1 la croissance, la survie et l’invasion des cellules 

tumorales. L’activité de Rac1 est également stimulée par l’association directe entre PDGFRα et 

Dock180. (Fig 35) Rac1 peut également être activée par PI3K suite à l’activation de PDGFRα, médiant 

alors un signal de migration via PAK1. [329]  

De plus, dans des CML bronchiales issues de biopsies de patients atteints d’asthme sévère, l’inhibition 

de Rac1, après une stimulation par du PDGF-B, inhibe l’activation de la voie JAK/STAT3 ainsi que la 

prolifération des cellules. [330] Enfin, Rac1 semble être un inhibiteur de l’expression d’αSMA dans 

certaines CSM. [331] Il se pourrait donc que PDGFRα induise la prolifération et migration des 

progéniteurs PW1+ en activant Rac1 via Dock180 ou via PI3K, qui à son tour transmettrait le signal via 

STAT3 et/ou PAK1. Afin de vérifier ces hypothèses, il faudrait tout d’abord confirmer l’activation de 

Rac1 dans les cellules progénitrices PW1+/PDGFRα+ dans le modèle d’HC et le modèle inductible 

d’activation constitutive du récepteur.  
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Pour cela, nous pourrions réaliser un triple marquage PDGFRα, β-gal et RacGTP (forme activée) sur des 

poumons de souris en normoxie ou exposées à une HC, ainsi que des poumons de souris PDGFRα+(S)/k 

induites et non induites. Suite à la confirmation d’une activation de Rac1 dans nos cellules cibles, il 

faudra réaliser à nouveau le triple marquage sur des souris hypoxiques traitées avec APA5, qui inhibe 

spécifiquement PDGFRα. Ces expériences devraient ainsi permettre de confirmer ou non l’activation 

de Rac1 par PDGFRα dans nos modèles. Dans un second temps, nous pourrions traiter des souris 

hypoxiques et des souris PDGFRα+(S)/k induites avec un inhibiteur de Rac1 (EHT1864 ou NSC 23766) et 

valider l’inhibition de la prolifération des cellules PDGFRα+/β-gal+ (triple marquage avec de l’EdU). En 

parallèle, nous pouvons regarder si cela impacte également leur différenciation en CML, en regardant 

la proportion de CML β-gal+ dans les vaisseaux pulmonaires muscularisées entre souris traitées et 

souris contrôles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 35 : Schéma des hypothèses mécanistiques de la signalisation de PDGFRα régulant la 

prolifération, la migration et la différenciation cellulaire.  

Les inhibiteurs des voies sont indiqués en rouge. 
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Le 2e projet de ma thèse était la réalisation d’une analyse single-cell RNAseq sur l’ensemble des cellules 

pulmonaires CD45-/β-gal+, soit à la fois les progéniteurs PW1+ et les cellules issues de leur 

différenciation. Cette analyse consistait à déterminer les sous-populations de progéniteurs PW1+ et de 

comparer l’évolution des populations identifiées (progéniteurs et cellules différenciées) ainsi que leur 

transcriptome entre normoxie et hypoxie. Nous avons ainsi pu identifier 21 clusters en normoxie et 22 

clusters en hypoxie. Nos analyses se sont concentrées sur l’étude des clusters mésenchymateux afin 

de faire corréler les résultats bio-informatiques du single-cell avec les résultats expérimentaux.  

Concernant les analyses de trajectoire, les résultats ne sont pas particulièrement probants avec notre 

hypothèse initiale, à savoir que les cluster CSM, 7A et B soient des progéniteurs directs de CML. En 

effet, en normoxie, on retrouve plutôt une relation entre les clusters fibroblastes et CML, et une 

relation plus ténue entre CSM, 7A, 7B avec le cluster fibroblastes. Ces relations évoluent quelque peu 

en hypoxie, avec une relation plus directe mais faible entre les 3 clusters CSM, 7A, 7B et le cluster CML, 

mais surtout une très forte relation entre fibroblastes et CML. Il semble fort probable que l’essentiel 

des CML β-gal+ soit issu du cluster CSM qui passe préalablement par l’état intermédiaire du 

cluster fibroblastes PDGFRα+/β-gal+. Cet état n’est pas détectable in vivo avec les marqueurs que nous 

utilisons actuellement en immunofluorescence. En effet, le marquage immunofluorescent PW1/EdU 

permet de détecter les cellules progénitrices prolifératives appartenant, essentiellement, aux clusters 

CSM, 7A et B (sans distinction possible) tandis que le marquage immunofluorescent αSMA vasculaire 

couplé à celui de la β-gal ne cible que les CML issues des progéniteurs PW1+. Une autre limite de notre 

analyse qui pourrait expliquer la difficulté de visualiser une trajectoire plus directe et forte entre le 

cluster CML et les clusters CSM, 7A et B, est le très faible nombre de cellules détectées et identifiées 

comme CML (23 cellules en normoxie et 17 cellules en hypoxie). En effet, avec un plus grand nombre 

de cellules, un plus grand nombre de gènes exprimés aurait pu être détecté et notamment des gènes 

plus faiblement exprimés pouvant traduire l’origine « souche/progénitrice » de la cellule analysée. 

Ainsi, un plus grand nombre de CML et donc de gènes analysés aurait pu permettre de renforcer 

certaines trajectoires entre nos clusters mésenchymateux, et nos hypothèses de départ. 

 

Nous avons ensuite cherché à faire correspondre les 3 clusters mésenchymateux au profil de 

progéniteur :  7A, 7B et CSM respectivement avec nos 3 populations PW1+ isolées par FACS : c-kit+, 

péricytes, c-kit-. Pour cela, une analyse différentielle d’expression de gènes entre ces 3 clusters a 

permis de définir une liste de marqueurs discriminants : Scara5, CD248, Scn3a, Slc36a2, Itga8, PDGFRα, 

c-kit. 
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Itga8 est impliquée dans la communication cellule-cellule, les interactions avec la MEC et la migration 

cellulaire. Cette intégrine est exprimée dans les cellules mésenchymateuses, essentiellement par les 

CML et plus particulièrement les CML aortiques. [332] Il se peut qu’au cours de l’HC, Itga8 participe à 

la prolifération des CML, suite à son activation par la ténascin C. [332] Similairement au cluster 7B, que 

nous associons à la population péricytaire PW1+,  Itga8 a également été définie comme marqueur 

d’une sous-population de cellules étoilées hépatiques de type péricytaire. [333] De plus, dans 2 lignées 

cellulaires de Myélomes multiples, la surexpression d’Itga8 entraine une transition épithélio-

mésenchymateuse, avec l’acquisition de marqueurs de CS tel qu’OCT4, et une surexpression de 

PDGFRα et β, renforçant son potentiel rôle de marqueur de progéniteurs. [334] Sa signalisation est 

également impliquée dans diverses pathologies fibrotiques (pulmonaire, rénale, hépatique) avec 

cependant des effets opposés. En effet, son activation semble réduire la fibrose rénale en limitant 

l’activation des fibroblastes [335] et à l’inverse, elle semble promouvoir la fibrose hépatique en 

favorisant la différenciation des cellules étoilées hépatiques (péricytes) en myofibroblastes. [333], 

[336] Dans les 2 cas, Itga8 semble produire ses effets en régulant la signalisation de TGFβ. Concernant 

la fibrose pulmonaire, son rôle n’est pas totalement défini, avec des effets anti-fibrosant in vitro, mais 

sans impact apparent in vivo. Il est cependant à noter, qu’il s’agit d’une étude de délétion d’Itga8 

spécifiquement et uniquement dans les cellules PDGFRβ+, ce qui peut expliquer l’absence d’effet visible 

in vivo. [337] Au vu de ces différents résultats, il serait donc intéressant de déterminer si Itga8 participe 

au maintien des progéniteurs pulmonaires PW1+ (cluster 7) dans un état indifférencié ou si elle permet 

leur différenciation en CML/myofibroblastes, en régulant la signalisation des PDGFR.  

De plus, dans notre analyse bio-informatique, nous avons constaté une exclusion d’expression entre 

Itga8 (cluster 7) et CD248 (cluster MSC), qui a également été décrite dans 2 populations fibroblastiques 

pulmonaires chez la souris et chez l’Homme. [338] Il serait intéressant de rapprocher les 2 populations 

fibroblastiques de cette étude avec nos progéniteurs PW1+, d’autant plus que dans les 2 cas, les cellules 

expriment également, à des niveaux variables, Sca1. [338] CD248 (ou TEM1) peut également s’associer 

à PDGFRα et favoriser la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes ainsi que la production de 

collagène. [211] Une telle interaction pourrait donc intervenir au sein des cellules de la population c-

kit-/cluster MSC, contribuant à leur différenciation. De plus, CD248 est particulièrement exprimée par 

les péricytes et contrôle, in vitro, leur prolifération via la régulation de la phosphorylation de ERK1/2 

induite suite à l’activation des PDGFR par le PDGF-BB. [339], [340] Ainsi, similairement à la littérature, 

nous avons  observé que les péricytes PDGFRβ+/PW1+ exprimaient également CD248. Cette 

interaction/régulation n’est cependant pas indispensable à la régulation des péricytes puisque les 

souris déficientes en CD248 sont viables et ne présentent pas d’instabilités vasculaires contrairement 

aux souris déficiente en PDGF-B ou PDGFRβ. [341] 
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Scara5 est une protéine importante pour la migration et l’invasion des cellules cancéreuses et régule 

également positivement la prolifération des CML induite par PDGF-BB. En effet, in vitro, l’inhibition de 

Scara5 par siARN inhibe l’activation de PDGFRβ par le PDGF-BB ainsi que la prolifération des CML. [252] 

Les progéniteurs pulmonaires PW1+ exprimant majoritairement PDGFRα, il serait intéressant de 

vérifier si une interaction similaire s’effectue entre Scara5 et PDGFRα. 

Initialement choisis comme marqueurs membranaires discriminant les clusters 7 et MSC, il s’avère 

qu’Itga8, CD248 et Scara5 présentent des fonctions pouvant être impliquée dans la prolifération, la 

différenciation des progéniteurs et dans leur capacité migratoire, et par conséquent dans leur 

recrutement au cours de l’HP expérimentale et/ou de l’HTAP. D’autres marqueurs secrétés ou 

intracellulaires ont aussi été identifiés comme spécifique des populations 7 et MSC mais ils n’ont pas 

encore pu être vérifiés. Ils constituent eux aussi des molécules potentiellement importantes pour la 

fonction progénitrice de ces cellules.   

Cette liste de marqueurs a ensuite été testée par marquage immunofluorescent sur les populations 

correspondantes, en sortie de FACS. Les résultats des marquages ne sont pas particulièrement 

concordants avec les résultats bio-informatiques et n’ont pas permis à ce jour de confirmer nos 

hypothèses. L’analyse single-cell est probablement plus stricte et discriminatoire que le tri cellulaire 

par cytométrie en flux. En effet, elle se base sur l’expression de nombreux gènes permettant 

l’identification plus précise de différents types cellulaires tandis que le FACS, réalisé uniquement sur 3 

marqueurs, est potentiellement moins précis et nos 3 populations cellulaires pourraient, 

éventuellement, chacune englober différents clusters. Cela pourrait en partie expliquer la différence 

observée entre l’expression des ARNm des clusters et la présence ou non des protéines à la surface 

des cellules issues du FACS. De même, il est possible que certains gènes soient transcrits (single-cell) 

mais non traduits, ou à l’inverse, des protéines possédant une longue demi-vie soient présentes 

(populations cellulaires) sans pour autant que l’ARNm soit transcrit ou soit détectable par single-cell 

(faible expression du gène). Pour pallier à cette question, il faudrait réaliser des PCR avec les amorces 

correspondant aux gènes de la liste de marqueurs identifiés sur les ADNc obtenus des ARNm extraits 

des cellules isolées par FACS. L’identification de ces marqueurs avait un second but, à savoir leur 

utilisation chez le rat et sur des biopsies humaines pour pouvoir isoler les progéniteurs PW1+ 

indépendamment de la β-galactosidase non présente chez l’Homme et le rat. En termes de technique 

et de disponibilité des Ac, nous pourrions trier les cellules en associant les marqueurs CD45 (sélection 

négative), CD34 (sélection positive) puis une combinaison de sélection positive ou négative sur les 

marqueurs c-kit, PDGFRα et CD248 ou Scara5. 
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Afin d’approfondir le lien entre cluster et cellules in vivo, des marquages immunofluorescents 

préliminaires des marqueurs identifiés par analyse informatique (Scara5, Scn3a, CD248, PDGFRα) ont 

été effectués sur cryosections pulmonaires de souris. Bien que le résultat du co-marquage 

CD248/Scara 5 soit encourageant, nos premiers résultats ne permettent pas encore d’étayer notre 

hypothèse de corrélation entre les 3 clusters mésenchymateux MSC, 7A, 7B et les 3 populations 

cellulaires de FACS : c-kit+, c-kit-, péricytes. En effet, de nombreux autres co-marquages avec 

notamment la β-gal, c-kit, PW1, Scn3a et Itga8 sont nécessaires pour approfondir ces liens. En 

combinant des données PCR (cellules FACS), des triples marquages pour confirmer les co-expressions 

et estimer des proportions cellulaires (immunofluorescence sur cryosection), et enfin prendre en 

compte les proportions cellulaires des 3 populations d’intérêts obtenues lors des FACS, nous pourrions 

mieux superposer les données bio-informatiques et les données expérimentales in vivo. 

Lors de l’étude précédente, très peu de CE β-gal+ avaient été observées par marquage 

immunofluorescent sur cryosections pulmonaires murines. [12] Ce fut donc avec étonnement que 

nous identifiâmes 4 clusters de CE en normoxie et 5 clusters de CE en hypoxie, représentant près de 

19% et 10% des cellules identifiées, respectivement en normoxie et hypoxie. La différence de 50% 

entre les 2 conditions pourrait s’expliquer par une apoptose importante des CE, induite par l’HC. Il 

serait donc intéressant d’étudier l’expression des différents marqueurs de la voie de l’apoptose dans 

les clusters endothéliaux et de déterminer par analyse différentielle s’ils sont effectivement plus 

exprimés en hypoxie qu’en normoxie. De plus, en condition hypoxique, un 5e cluster de CE apparait. 

Ce cluster regroupe près de 66% des CE (vs 0% en normoxie) alors qu’en normoxie le cluster majoritaire 

était le Capillary 2, regroupant 88% des CE contre seulement 12% en hypoxie. On peut supposer que 

les cellules du cluster capillary2 ont adopté un nouveau phénotype transcriptionnel induit par 

l’hypoxie, devenant ainsi le nouveau cluster CE hypox. Cette hypothèse est soutenue par l’analyse de 

trajectoire en hypoxie (Fig 27) sur laquelle nous pouvons constater une forte relation entre ces 2 

clusters.  

Une autre découverte intéressante est la double appartenance du cluster 7A qui exprime à la fois des 

marqueurs de CML/péricytes ainsi que des marqueurs endothéliaux. Cela semble signer une bi-

potentialité de ces cellules en terme de différenciation vers les CML ou vers les CE. Suite à notre 

hypothèse selon laquelle le cluster 7A correspondrait à la population c-kit+, nous avons donc initié leur 

différenciation en CE. Nous avons ainsi observé quelques cellules CD31+ et vwf+ organisées en structure 

pseudo tubulaire. Précédemment, nous avions déjà pu les différencier en CML-like αSMA+, sous 

induction combinée du PDGF-BB et du TGFβ. (FD 2016) Ces résultats renforcent ainsi l’idée selon 

laquelle la population c-kit+, ou du moins une partie, correspondrait au cluster 7A et suggèrent 

fortement leur bi-potentialité.  
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Cependant, au vu du faible nombre de cellules vwf+ ou CD31+ observé, il faudrait confirmer que ce sont 

bien les mêmes cellules qui peuvent se différencier à la fois en CE et en CML et non une sous-

population au sein de la population c-kit+ qui se différencie uniquement en CE. La possibilité d’obtenir 

à la fois des CE et des CML à partir d’une même population de cellules progénitrices a également été 

décrit et démontré in vitro par Hill et al. à partir de CS embryonnaires humaines. Cependant, il 

semblerait plutôt que le phénomène décrit soit dû à une transition EndoMT puisque l’équipe initie la 

différenciation des CS en CE puis change les conditions de culture afin d’obtenir des CML. [342] En 

revanche, Ferreira et al. ont initié la différenciation de CS embryonnaires humaines directement en CE 

ou en CML. [96] Une limite de ces 2 études est associée à l’origine des CS utilisées puisqu’il s’agit de 

lignées commerciales et non d’une population cellulaire isolée par cytométrie en flux avec des 

marqueurs bien définis à partir de biopsies ou autres prélèvements. Plus récemment, une sous-

population CD45-/CD31+/VEGFR2- de la side population (SP) pulmonaire a été isolée et décrite comme 

ayant la capacité de se différencier in vitro en CML ou en CE. [343] Une origine commune de certaines 

CML et CE a également pu être démontrée in vivo, grâce à un modèle murin de traçage de lignage de 

progéniteurs neuronaux GFAP+. Similairement aux progéniteurs PW1+, il semblerait, in vivo, que ces 

progéniteurs neuronaux GFAP+ se différencient préférentiellement en CML, constituant une source 

majeure de CML (≈30%) au niveau de l’artère carotide, de l’arc aortique et de l’aorte thoracique. A 

l’inverse, de rares CE issues de ces progéniteurs GFAP+ sont observées uniquement au niveau de l’arc 

aortique. Cependant, la forte proportion de cette population spécifique de CML n’est pas retrouvée 

dans tous les lits vasculaires : 10% et 2% des CML respectivement de l’aorte ascendante et de l’aorte 

abdominale. De plus, au niveau de l’artère fémorale on observe un résultat inverse avec 0% de CML 

mais 15% de CE issues de ces progéniteurs neuronaux. [344] L’ensemble de ces études et nos résultats 

supportent fortement l’existence de cellules progénitrices communes aux CML et aux CE. Leur 

existence chez l’Homme est encore débattue, cependant, Shafiee et al. ont récemment isolé à partir 

de placenta humain des progéniteurs CD45-/CD34+/CD144+/CD31low possédant la double capacité de 

se différencier en CML ou CE in vitro. [345] 

Pour conclure, le principal apport de notre single-cell est l’identification des sous-populations de 

progéniteurs PW1+ rendue possible par une sélection en amont des cellules CD45-/β-gal+. En effet, ces 

populations ne sont pas retrouvées dans les single-cell sur poumon entier, et lorsqu’on s’intéresse à 

l’expression des marqueurs que nous avons identifiés, il s’avère que les cellules positives pour les 

marqueurs d’intérêts sont regroupées dans une petite sous-population de cellules regroupées sous le 

terme de « fibroblastes » (site LungGENS). Notre analyse single-cell des progéniteurs aurait 

potentiellement pu être améliorée si nous avions également écarté les cellules épithéliales lors du tri 

cellulaire sélectif.  
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Son analyse demande encore beaucoup d’investissement pour finaliser nos hypothèses sur les clusters 

mésenchymateux et pour compléter l’étude des voix régulées par l’HC dans les cellules progénitrices, 

dont les résultats préliminaires font ressortir des voix liées à la MEC. Des analyses sont également 

nécessaires pour explorer l’aspect endothélial dont l’évolution est la plus marquée entre les 2 

conditions étudiées.  

L’ensemble de cette thèse améliore notre connaissance des différentes populations de progéniteurs 

PW1+. La première partie a été développée autour de marqueurs de progéniteurs définis a priori 

(marqueurs candidats issus de la bilbiographie) au début du projet d’étude des progéniteurs dans 

l’HTAP (PW1, CD34, PDGFRa, c-kit). Les résultats obtenus à partir de l’analyse single cell, sans a priori, 

nous permettent d’identifier de nouveaux marqueurs cellulaires pour discriminer les différentes 

populations PW1+ qui dévoilent que les populations identifiées initialement sont probablement plus 

intriquées au niveau de leur transcriptome que ce que les partitions simplistes issues des analyses par 

cytométrie en flux laissaient présager.  La validation in situ de ces marqueurs pourra ainsi permettre 

d’étudier les progéniteurs PW1+ dans d’autres modèles animaux tel que le rat MCT, mais également 

permettre une exploration chez l’Homme plus approfondie, avec notamment des tris cellulaires ainsi 

que des études in vitro. Enfin, l’analyse des effets de l’hypoxie sur les profils d’expression des différents 

clusters ajoutera une compréhension complémentaire à la première partie de ce mémoire concernant 

les différents mécanismes impliqués dans la régulation des progéniteurs ainsi que dans l’établissement 

de l’HTAP.   
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Résumé 

L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) est une maladie rare et sévère due à l’occlusion 

progressive des artérioles pulmonaires. Les progéniteurs vasculaires pulmonaires PW1+/PDGFRα+ 

participent au remodelage vasculaire en proliférant et en se différenciant en cellules musculaires lisses 

(CML). Au cours de ce travail de thèse, j’ai étudié les populations de progéniteurs vasculaires ainsi que 

leur régulation par la voie PDGFRα. Chez les patients, le nombre de cellules périvasculaires 

PW1+/PDGFRα+/αSMA- et celui des cellules PW1+/PDGFRα+/αSMA+ dans la media et la néointima des 

vaisseaux pulmonaires sont augmentés, potentiellement suite à l’activation de PDGFRα. Dans un 

modèle d’hypertension pulmonaire (HP) chez la souris, l’hypoxie chronique (HC) induit une 

prolifération et une différenciation des progéniteurs PW1+ en CML dès 4 jours, contribuant au 

remodelage des artérioles pulmonaires. L’inhibition de PDGFRα prévient ces phénomènes précoces 

sans empêcher l’établissement d’une HP à 28 jours d’HC. A l’inverse, en normoxie, l’activation 

constitutive de PDGFRα induit dès 15 jours la différenciation des progéniteurs PW1+ en CML et la 

(néo)muscularisation des artérioles pulmonaires, ainsi qu’une HP (uniquement chez les mâles) après 5 

semaines. In vitro, l’activation de PDGFRα entraine la prolifération, mais pas la différenciation, des 

cellules PW1+/PDGFRα+/c-kit-.  Pour conclure, PDGFRα régule la prolifération des progéniteurs PW1+ 

et leur différenciation en CML, contribuant ainsi au remodelage vasculaire lors de l’HTAP. 

Un second projet a été initié pour caractériser, par single-cell RNA-sequencing, les différentes 

populations progénitrices PW1+ et celles qui en dérivent. Nous avons identifié 3 clusters de 

progéniteurs, qui semblent se différencier en CML d’après l’analyse de trajectoire. L’un des clusters de 

progéniteurs présente une bi-potentialité, observée in vitro en différenciant les cellules 

PW1+/PDGFRα+/c-kit+ en CML et en CE. 

Abstract 

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a rare and severe disease caused by a progressive occlusion 

of pulmonary arterioles. PW1+/PDGFRα+ pulmonary vascular progenitors participate in the vascular 

remodeling by proliferating and differentiating into smooth muscle cells (SMCs). In this work, I studied 

the vascular progenitor populations and their regulation by the PDGFRα pathway. In patients, the 

number of perivascular PW1+/PDGFRα+/αSMA- cells and PW1+/PDGFRα+/αSMA+ cells in the media and 

neointima of pulmonary vessels are increased, potentially as a result of PDGFRα activation. In a mouse 

model of pulmonary hypertension (PH), chronic hypoxia (CH) induces proliferation and differentiation 

of PW1+ progenitors into SMCs at 4 days of HC, contributing to pulmonary arteriolar remodeling. 

Inhibition of PDGFRα prevents these early phenomena without preventing the establishment of PH at 

28 days of HC. Conversely, in normoxia, constitutive activation of PDGFRα induces differentiation of 

PW1+ progenitors into SMCs and (neo)muscularization of pulmonary arterioles at 15 days, as well as 

PH (only in males) after 5 weeks. In vitro, PDGFRα activation leads to proliferation but not to 

differentiation of PW1+/PDGFRα+/c-kit-. In conclusion, PDGFRα regulates the proliferation of PW1+ 

progenitors and their differentiation into SMCs, thus contributing to vascular remodeling in PAH. 

A second project was initiated to characterize, by single-cell RNA-sequencing, the different PW1+ 

progenitor populations and those derived from them. We have identified 3 clusters of progenitors, 

which appear to differentiate into SMCs based on trajectory analysis. One of the progenitor clusters 

exhibits a bi-potentiality, observed in vitro by differentiating PW1+/PDGFRα+/c-kit+ cells into SMCs and 

ECs. 


