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1 ANATOMIE ET PHYSIOLOGIE DE L’APPAREIL CARDIOVASCULAIRE HUMAIN 

1.1  L’appareil cardiovasculaire : rôle et organisation 

L’importance vitale de la circulation sanguine a été mise en évidence très tôt, avec des 

écrits datant de l’Antiquité, et une description du système circulatoire dès 1242 par Ibn 

al-Nafis [1]. C’est en 1628 que le médecin anglais William Harvey effectue la première 

description complète de la circulation sanguine, une circulation fermée où le sang est 

propulsé par le cœur dans les artères, jusqu’aux organes, puis est ramené au cœur par 

les veines. C’est la première description complète de ce système commun aux 

mammifères, composé de la circulation systémique, appelée grande circulation, et la 

circulation pulmonaire, appelée petite circulation (Figure 1). 

 

Figure 1 : La circulation sanguine (d’après MARIEB) 

Le rôle de la circulation systémique est de transporter le sang riche en oxygène (O2) et 

pauvre en dioxyde de carbone (CO2) du cœur vers les différents tissus. Le sang issu de 

la grande circulation provient de l’aorte efférente du ventricule gauche et parcours les 

ramifications afin d’irriguer les organes à travers les parois des capillaires. Ensuite, le 

sang appauvri en O2 et enrichi en CO2 retourne au cœur via l’oreillette droite à travers 

les veines. C’est un système à haute pression, les pressions atteignant 100 à 140 mmHg 
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dans l’aorte. 

La circulation pulmonaire élimine le CO2 tout en réoxygénant le sang veineux. Elle 

prend naissance dans le ventricule droit, où le sang est éjecté par l’artère pulmonaire 

(AP) vers les capillaires pulmonaires, lieu d’échange avec les alvéoles pulmonaires. Le 

sang revient ensuite à l’oreillette gauche par les veines pulmonaires. C’est un système 

à basse pression qui assure l’oxygénation du sang, avec une pression artérielle 

pulmonaire moyenne (PAPm) d’environ 14 mmHg au repos, mais à haut débit, car elle 

reçoit tout le débit cardiaque.  

1.2  L’anatomie du cœur 

Le cœur est un organe musculaire creux agissant comme une pompe afin de 

réceptionner le sang riche en oxygène provenant des poumons et le distribuer dans 

tout l’organisme. Ses contractions régulières vont permettre, chez l’humain, un débit 

cardiaque au repos d’environ 5 l/min. Il est divisé en deux parties par une paroi épaisse, 

appelée septum (Figure 2). Chaque partie (droite et gauche) est composée de deux 

cavités, l’oreillette et le ventricule. Ces deux cavités sont séparées par une valve, 

tricuspide à droite et mitrale à gauche. Il est également retrouvé les valves sigmoïdes 

à la sortie des ventricules. Ces valves assurent la bonne circulation sanguine en 

s’ouvrant et se fermant en fonction des pressions dans les différentes cavités. 

 

Figure 2 : L'anatomie cardiaque 

1.3  La circulation pulmonaire 

D’un point de vue anatomique, les humains ont deux poumons : le poumon droit 

composé de trois lobes et le poumon gauche est composé de deux lobes. Cet organe 
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intrathoracique est situé dans la cavité pleurale. Il est recouvert d’une membrane 

protectrice, la plèvre, et est en contact avec le diaphragme, le muscle inspiratoire 

permettant l’entrée et la sortie d’air des voies respiratoires.  

L'arbre bronchique est principalement constitué de bronches subdivisées en 

bronchioles se terminant en sacs alvéolaires. Chaque ramification va provoquer 

l’augmentation de la surface d’échange afin d’assurer la principale fonction du 

poumon : les échanges gazeux (Figure 3).  

 

Figure 3 : La circulation pulmonaire et les échanges gazeux (d’après Larousse Médical) 

Ces échanges, appelés hématose, se produisent au niveau de la membrane alvéolo-

capillaire formée par un réseau de millions de vaisseaux broncho-alvéolaires et 

capillaires. L’O2 inhalé passera ainsi des alvéoles aux capillaires, tandis que le CO2 

excrété par les cellules entrera dans l’air alvéolaire. Le sang entrant dans les capillaires 

alvéolaires, arrivant des AP, aura une pression partielle de CO2 (pCO2) de 45 mmHg et 

40 mmHg de pO2, alors que le sang sortant aura une pCO2 de 40mmHg et une pO2 de 

104 mmHg. 
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1.4  Physiologie artérielle pulmonaire 

L’anatomie des AP est similaire à celle des 

artères systémiques. Les AP ont une paroi 

épaisse, musculeuse et élastique. Ces 

propriétés sont obtenues grâce aux 3 

couches concentriques distinctes qui les 

composent. Ces couches sont séparées entre 

elles par une limitante élastique composée 

d’élastine et de collagène [2]. À partir de la 

lumière, on distingue l’intima, la média puis 

l’adventice, et chacune de ces 3 couches 

joue un rôle particulier dans le maintien 

de l’homéostasie circulatoire (Figure 4).  

1.4.1  L’intima  

L’intima est la tunique en contact avec le flux sanguin. Elle est formée d’une 

monocouche de cellules endothéliales jointives, formant l’endothélium, d’une lame 

basale et d’une couche sous-endothéliale de tissu conjonctif. Situées à l’interface sang-

vaisseau, les cellules endothéliales sont capables de réagir à différents signaux : 

molécules du flux sanguin, variations de pressions osmotiques et les forces mécaniques 

(contraintes de cisaillement (shear stress), tension) provoquées par le flux sanguin 

(Figure 5).  

En réponse à ces stimuli, l’endothélium joue un rôle central dans la régulation de 

nombreuses fonctions biologiques, comme le tonus vasculaire [3]. Cela permet la 

modification du diamètre du vaisseau afin de l’adapter au débit sanguin. Le processus 

de mécanotransduction permet aux cellules endothéliales de modifier le diamètre 

artériel pulmonaire par la sécrétion de facteurs vasoactifs, soit vasoconstricteurs 

comme le thomboxane A2, l’endothéline-1 (ET-1), l’angiotensine II, soit vasodilatateurs, 

tels que le monoxyde d’azote (NO), la prostacycline ou le peroxyde d’hydrogène [4]. 

De plus, l’endothélium joue un rôle de régulation des phénomènes inflammatoires 

locaux, via la production de cytokines ou des reactive oxygen species (ROS). 

L’endothélium entretient ainsi un rôle de communication très important avec les autres 

tuniques et notamment la média.  

Figure 4 : Structure d'une artère pulmonaire 
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Figure 5 : Forces mécaniques s’exerçant sur l'artère pulmonaire (d’après [5]) 

1.4.2  La média  

La média est la tunique la plus épaisse de l’artère, et son épaisseur et sa structure 

déterminent la contractilité des artères. Cette couche intermédiaire est bordée par les 

deux limitantes élastiques, interne et externe. La média est organisée en feuillets 

musculo-élastiques formés par les cellules musculaires lisses (CML), cellules 

mononuclées fusiformes disposées concentriquement [6].  

Les CML sont capables de se contracter grâce à un réseau maillé de protéines 

contractiles insérées de façon circonférentielle dans la cellule. Cette contraction 

s’effectue via le cytosquelette, plus précisément grâce à l’interaction entre la myosine 

et l’actine qui est fixée au niveau des corps denses (Figure 6). Cette interaction 

s’effectue par la phosphorylation de la myosine light chain (MLC). Ces phosphorylations 

sont régulées par l’activité d’une kinase (myosine light chain kinase, MLCK) et de la 

phosphatase (Myosine light chain phosphatase, MLCP). Lorsque ces cellules se 

contractent, le diamètre artériel diminue, entraînant une augmentation de pression 

artérielle.  

 

Figure 6 : Contraction d'une cellule musculaire lisse [7] 
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1.4.3  L’adventice  

L’adventice, située à l’extérieur de la paroi vasculaire, est le feuillet le plus complexe de 

l’architecture vasculaire. Effectivement, elle est principalement composée de fibres de 

collagènes longitudinaux et de fibroblastes orientés concentriquement, mais contenant 

également des fibres élastiques, cellules progénitrices et cellules immunitaires (Figure 

7) [8–10]. L’adventice est aussi une couche innervée et vascularisée par un réseau de 

capillaires sanguins (provenant de la division d’autres artères) le vasa vasorum, 

permettant d’apporter des nutriments et de l’O2 aux vaisseaux [11].  

 

Figure 7 : Composition de l'adventice [12] 

L’adventice régule également la fonction vasculaire. En effet, en réponse à des stimuli 

hormonaux, inflammatoires ou mécaniques, les cellules adventitielles sont connues 

pour sécréter des cytokines, chimiokines, facteurs angiogéniques et de croissances 

pouvant réguler les cellules vasculaires et le vasa vasorum [12].  
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2 HYPERTENSION PULMONAIRE ET HYPERTENSION ARTERIELLE PULMONAIRE 

2.1  Définition et généralités 

L’hypertension pulmonaire (HTP) est un état pathologique défini par une élévation de 

la PAPm supérieure à 20 mmHg au repos, en opposition avec la PAPm de 14 ± 3 mmHg 

en condition non pathologique [13]. L’HTP est un trouble physiopathologique 

complexe, pouvant être associé à différentes maladies cardiovasculaires et 

pulmonaires, impliquant ainsi plusieurs conditions cliniques. Cette complexité implique 

un algorithme précis de prise en charge et détections des patients atteints d’HTP.  

L’HTP est caractérisée par l’augmentation des résistances vasculaires pulmonaires 

(RVP), imposant une résistance à l’éjection sanguine du ventricule droit (VD), entraînant 

son hypertrophie. Cette hypertrophie compensatoire, permettant la circulation du sang 

dans la circulation pulmonaire, va aboutir dans les cas d’atteintes chroniques à une 

insuffisance cardiaque droite et à terme au décès du patient. 

En termes de symptômes, l’HTP se traduit par des difficultés à l’effort (essoufflement, 

fatigue excessive voire évanouissement), qui peuvent passer inaperçues, rendant le 

diagnostic difficile.  

2.2  Classification de l’hypertension pulmonaire 

Afin de mieux appréhender, diagnostiquer et prendre en charge les patients atteints 

d’HTP, une classification clinique a été élaborée lors du 2nd congrès mondial des HTP 

en 1998. Cette classification est régulièrement révisée, la plus récente datant de 2022 

[13]. Elle contient cinq groupes, regroupant les HTP en fonction de leurs similitudes 

cliniques, mécanismes pathophysiologiques, caractéristiques hémodynamiques, et de 

leur prise en charge thérapeutique (Tableau 1). Le groupe 1 contient l’hypertension 

artérielle pulmonaire (HTAP), le groupe 2 l’HTP associée à une cardiopathie gauche, le 

groupe 3 l’HTP associée à des maladies pulmonaires et/ou à l'hypoxie, le groupe 4 

l’HTP associée à des obstructions de l'artère pulmonaire et le groupe 5 l’HTP avec des 

mécanismes peu clairs et/ou multifactoriels. Lors de ma thèse, je me suis 

particulièrement intéressé au groupe 1 de l’HTAP.  
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Tableau 1 : Classification de l’hypertension pulmonaire (d’après [13]) 

Groupe 1 : Hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) 

1.1 Idiopathique 

1.1.1 Non-répondants aux tests de vasoréactivité 

1.1.2 Répondants aigus aux tests de vasoréactivité 

1.2 Héritable 

1.3 Associée à des médicaments et des toxines 

1.4 Associée à : 

1.4.1 Maladie du tissu conjonctif 

1.4.2 Infection par le VIH 

1.4.3 Hypertension portale 

1.4.4 Cardiopathie congénitale 

1.4.5 Schistosomiase 

1.5 HTAP avec caractéristiques d'atteinte veineuse/capillaire (MVO/HCP) 

1.6 HTP persistante du nouveau-né 

Groupe 2 : HTP associée à une cardiopathie gauche 

2.1 Insuffisance cardiaque : 

2.1.1 avec fraction d'éjection préservée 

2.1.2 avec fraction d'éjection réduite ou légèrement réduite 

2.2 Cardiopathie valvulaire 

2.3 Affections cardiovasculaires congénitales/acquises entraînant une HTP 

postcapillaire 

Groupe 3 : HTP associée à des maladies pulmonaires et/ou à l'hypoxie 

3.1 Maladie pulmonaire obstructive ou emphysème 

3.2 Maladie pulmonaire restrictive 

3.3 Maladie pulmonaire avec profil restrictif/obstructif mixte 

3.4 Syndromes d'hypoventilation 

3.5 Hypoxie sans maladie pulmonaire (p. ex. haute altitude) 

3.6 Anomalies du développement pulmonaire 

Groupe 4 : HTP associée à des obstructions de l'artère pulmonaire 

4.1 HTP thrombo-embolique chronique 

4.2 Autres obstructions des artères pulmonaires 

Groupe 5 : HTP avec des mécanismes peu clairs et/ou multifactoriels 

5.1 Troubles hématologiques 

5.2 Troubles systémiques 

5.3 Troubles métaboliques 

5.4 Insuffisance rénale chronique avec ou sans hémodialyse 

5.5 Microangiopathie thrombotique tumorale pulmonaire 

5.6 Médiastinite fibrosante 
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2.3  L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) 

2.3.1  Définition de l’HTAP 

L’HTAP est définie par une PAPm supérieure à 20 mmHg, une pression artérielle 

pulmonaire d’occlusion inférieure ou égale à 15 mmHg et des résistances vasculaires 

pulmonaires (RVP) > 2 unités Wood. Ces valeurs sont mesurées par cathétérisme 

cardiaque droit, au repos. L’HTAP est elle-même sous-divisée en 6 groupes en fonction 

de l’origine et des caractéristiques de la pathologie.  

2.3.2  Classification 

2.3.2.1  HTAP idiopathique 

L’HTAP idiopathique (HTAPi) correspond aux HTAP dont la cause est inconnue. Ce 

groupe est divisé en deux groupes : non-répondants et répondants aigus aux tests de 

vasoréactivité. Cette distinction s’effectue grâce au test de réactivité vasculaire 

pulmonaire (cf. 2.3.4 ). Lors de ma thèse, j’ai principalement travaillé sur l’HTAPi. 

2.3.2.2  HTAP héritable 

Ce groupe comprend les patients dont l’HTAP a une cause génétique, que cela soit 

familial ou sporadique. Actuellement, une vingtaine de gènes de prédispositions à 

l’HTAP ont été identifiés (Tableau 2). La mutation du gène la plus fréquente est celle 

de BMPR2 (bone morphogenetic protein receptor 2), avec des mutations hétérozygotes 

et perte de fonction. Effectivement, les mutations de BMPR2 représentent 70-75 % des 

formes d’HTAPh [14,15]. Néanmoins, la pénétrance des variants BMPR2 est incomplète 

(20-27 %) [16]. Identifiée pour la première fois en 2000, la mutation de BMPR2 a permis 

de relier certaines HTAP à une origine génétique. Depuis, de nombreuses études ont 

identifié d’autres mutations. Parmi celles-ci, plusieurs concernent la signalisation 

BMPRII/TGF-β (ACVRL1, ENG, CAV1, SMAD1, SMAD4, SMAD9, GDF2 et BMP10) (voir 

partie 2.4.5.1 ).  

D’autres mutations concernent les canaux potassiques (KCNA5, KCNK3, ABCC8, 

ABCC9) et la signalisation calcique avec des mutations dans le gène EFCAB4B, codant 

pour CRACR2A, une protéine régulatrice du store-operated calcium entry (SOCE) et des 

single nucleotide polymorphism (SNP) dans le promoteur du gène TRPC6 (codant pour 

le canal calcique transient receptor potential canonical 6) chez des patients atteints 

d'HTAPi (cf 2.4.11 ).  
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La mutation de ces protéines va prédisposer le lit vasculaire au développement de 

l’HTAP, en le sensibilisant aux différents stimuli (hypoxie, changements 

hémodynamiques, inflammation, infection). 

Tableau 2 : Gènes mutés dans l'HTAP 

Gène Gène Transmission Référence 

ABCC8  
 

ATP-binding cassette 

transporter sub-family C 

member 8 

Autosomique dominant [17] 

ABCC9 
ATP binding cassette subfamily 

C member 9 
De novo [18] 

ACVLR1 Activin A receptor like type 1 Autosomique dominant [19] 

AQP1 Aquaporine 1 Autosomique dominant [20] 

ATP13A3 
Polyamine-Transporting 

ATPase 13A3 
Autosomique récessif [20–22] 

BMP10 Bone morphogenetic protein 10 - [23] 

BMPR2 

 

Bone morphogenetic protein 

receptor type II 
Autosomique dominant [24] 

CAV1 Caveolin 1 Autosomique dominant [25] 

EFCAB4B 
EF-Hand Calcium-Binding 

Domain-Containing Protein 4B 
Autosomique récessif [22] 

EIF2AK4 

 

Eukaryotic translation initiation 

factor 2 alpha kinase 4 

Autosomique 

dominant/autosomique 

récessif 

[26] 

ENG Endoglin Autosomique dominant [19] 

G6PD 
Glucose-6-phosphate 

dehydrogenase 
Autosomique dominant [27] 

GDF2 

Growth Differentiation Factor 

2/Bone morphogenetic protein 

9 

Autosomique 

dominant/autosomique 

récessif 

[20] 

GGCX Gamma-glutamyl carboxylase - [28] 

KCNA5 

Potassium Voltage-Gated 

Channel Subfamily A Member 

5 

- [29] 

KCNK3 

 

Potassium two pore domain 

channel subfamily K member 3 
Autosomique dominant [30] 

KDR Kinase Insert Domain Receptor Autosomique dominant [31] 

KLK1 Kallikrein 1 - [28] 

SMAD1 

Small Mother Against 

Decapenta-plegic Homologues 

family member 1 

Autsomoique dominant [32] 
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SMAD4 

Small Mother Against 

Decapenta-plegic Homologues 

family member 4 

Autsomoique dominant [32] 

SMAD9 

Small Mother Against 

Decapenta-plegic Homologues 

family member 8 

Autosomique dominant [32] 

SOX17 
SRY-Related HMG-Box 

Transcription Factor 17 
Autosomique dominant [20] 

TBX4 T-box transcription factor 4 Autosomique dominant [20,33] 
 

2.3.2.3  HTAP associé à des médicaments et des toxines 

Plusieurs médicaments ou toxines sont associés au développement de l’HTAP. Ces 

produits ont été classés comme association certaine ou potentielle avec la 

pathogenèse d’une HTAP (Tableau 3). De nos jours, parmi les associations certaines les 

causes les plus fréquentes sont la méthamphétamine, certains inhibiteurs de tyrosine 

kinase (dasatinib) alors que les suppresseurs d’appétit (aminorex, benfluorex, 

fenfluramine et dexfenfluramine) et l’huile de colza frelatée sont des causes plus 

historiques.  

Tableau 3 : Médicaments ou toxines associés avec l'HTAP 

Association certaine Association potentielle 

Aminorex 

Benfluorex 

Dasatinib 

Dexfenfluramine 

Fenfluramine 

Méthamphétamines 

Huile de colza frelatée 

Agents alkylants (cyclophosphamide, mitomycine C) 

Amphétamines 

Bosutinib 

Cocaïne 

Diazoxide 

Agents antiviraux à action directe contre l'hépatite 

Hépatite C (sofosbuvir) 

Indirubine (herbe chinoise Qing-Dai) 

Interféron alpha et bêta 

Leflunomide 

L-tryptophane 

Phénylpropanolamine 

Ponatinib 

Inhibiteurs sélectifs du protéasome (carfilzomib) 

Solvants (trichloroéthylène) 

Millepertuis 

2.3.2.4  HTAP associée à une pathologie 

Chez certains patients, l’HTAP peut être associée à une autre pathologie sous-jacente. 
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C’est le cas pour les maladies du tissu conjonctif, comme la sclérodermie systémique 

(la plus représentée en Europe et États-Unis), le lupus érythémateux systémique (le plus 

représenté en Asie), une maladie inflammatoire du tissu conjonctif [34–38]. L’HTAP 

peut aussi être liée à des maladies infectieuses, comme l’infection par le virus de 

l’immunodéficience humaine (VIH) ou la schistosomiase, une infection chronique par 

des vers parasitaires (trématodes du sang du genre Schistosoma) principalement 

retrouvés en Afrique, Amérique du Sud et Asie [39]. L’hypertension portale, définie par 

l’augmentation de pression sanguine dans la veine porte, est aussi associée à l’HTAP 

[40]. L’HTAP peut également être associée à une cardiopathie congénitale comportant 

un shunt gauche-droit (comme le syndrome d’Eisenmenger) provoquant une 

aggravation de la mortalité des patients [41].  

2.3.2.5  HTAP avec caractéristiques d'atteinte veineuse/capillaire 

(MVOP/HCP) 

Ce groupe rassemble les patients atteints de maladie veino-occlusive pulmonaire 

(MVOP) ou d’hémangiomatose capillaire pulmonaire (HCP). Histologiquement, la 

MVOP est caractérisée par une fibrose oblitérante des veines de petite taille ou des 

veinules pulmonaires. Ces modifications sont fréquemment accompagnées d’HCP, 

correspondant à une prolifération multifocale des capillaires pulmonaires pouvant 

envahir l’interstitium et infiltrer ou comprimer la paroi des vaisseaux [42]. Cliniquement, 

les patients ne montrent pas beaucoup de différences avec les autres groupes d’HTAP, 

ayant un profil hémodynamique similaire à ceux des HTP précapillaires. Cependant, 

étant donné que les biopsies pulmonaires sont déconseillées, car trop risquées, la 

MVOP/HCP peut être détectée au scanner et par un test de capacité de diffusion du 

monoxyde de carbone (DLCO) effondrée (cela représentant la capacité de transfert des 

gaz entre alvéoles et le lit capillaire). La MVOP/HCP peut être héritable, par mutations 

bialléliques du gène EIF2AK4 (Eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 4, 

codant pour la protéine GCN2) ou sporadique due à une exposition à des solvants 

(trichloroethylène) ou agents alkylants (cyclophosphamide et mitomycine C) ou 

certaines chimiothérapies.  

Il n’y a pas de traitement de la MVOP/HCP, les patients ne répondant pas aux thérapies 

de l’HTAP, l’action vasodilatatrice des traitements pouvant même provoquer des 

œdèmes pulmonaires à cause de l’obstruction des veines pulmonaires [43]. La 

transplantation pulmonaire reste donc la seule option curative de cette pathologie. 



 
14 

2.3.2.6  HTAP persistante du nouveau-né 

L’HTAP persistante du nouveau-né se produit lorsque les RVP restent anormalement 

élevées après la naissance. En effet, normalement à la naissance une chute de la RVP 

est observée (en raison du déclenchement de la respiration), accompagnée d’une 

augmentation de la résistance vasculaire systémique (enlèvement du placenta de la 

circulation), provoquant la fermeture du shunt entre les oreillettes. Dans ce cas 

pathologique, les RVP demeurent constantes par une combinaison de facteurs 

anatomiques, physiques, biochimiques et humoraux, provoquant une réduction du 

débit sanguin et donc une diminution de l’O2 sanguin. L’HTAP persistante du nouveau-

né peut être idiopathique, héritable, mais aussi secondaire à une maladie pulmonaire 

parenchymateuse ou une hypoplasie pulmonaire [44]. La prise en charge est effectuée 

via les trois voies de traitement de l’HTAP (NO, endothéline et prostacycline). 

2.3.3  Épidémiologie 

Les données récentes des registres nationaux provenant des systèmes de soins 

centralisés permettent d’estimer la prévalence mondiale de l’HTAP à 48-55 cas par 

millions de personnes avec incidence de 6 cas par millions de personnes [45]. Dans la 

plupart des études menées durant les 20 dernières années, c’est l’HTAPi qui est la plus 

représentée (entre 30 à 75 % des cas en fonction des registres), suivie par l’HTAP 

associée à une maladie du tissu conjonctif (15-30 % des cas), d’une cardiopathie 

congénitale (3-30 % des cas), puis d’une HTP portale (4-10 %). La prévalence de HTAP 

familiale est entre 2 et 8 % [46].  

Historiquement, l’HTAP est connue pour être diagnostiquée chez des patients jeunes 

(36 ± 15 ans chez les patients atteints d’HTAPi dans le premier registre américain de 

1987), avec un ratio femme/homme de 1,7 : 1 [47]. Cependant, ces dernières années, 

les données provenant d’Europe et des États-Unis suggèrent que l’HTAP est 

diagnostiquée chez des patients plus âgés, avec par exemple une moyenne de 65,7 ± 

15,5 ans pour un registre européen [48,49]. Cette différence d’âge est probablement 

due à l’amélioration des outils de diagnostic et de sensibilisation, l’HTAP pouvant être 

difficile à diagnostiquer. Ce « vieillissement » provoque dans le même temps une 

distribution intersexe plus égale. En effet, un registre européen (2007-2011) démontre 

deux fois plus de femmes touchées que d’hommes à 54 ans contre uniquement 1,2 fois 

plus pour les patients de 75 ans [50]. Néanmoins, ce constat historique reste valable 

pour l’HTAPh, qui touche deux fois plus de femmes que d’hommes. De surcroît, les 
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porteurs de mutation BMPR2 développent une HTAP 7 à 10 ans plus tôt que ceux qui 

n’ont pas la mutation [51]. De plus, il a été montré pour l’HTAPi, HTAPh et HTAP 

associés à des médicaments ou toxines que les femmes ont une meilleure survie que 

les hommes [52]. Bien que leur influence n’est pas totalement comprise, les hormones 

féminines seraient impliquées, le ratio femme/homme diminuant lors des diagnostics 

de patients plus âgés ce qui correspond notamment avec l’apparition de la ménopause 

[53].  

L’amélioration de la prise en charge des patients atteints d’HTAP lors de ces dernières 

années a permis une amélioration de la survie des patients. Cependant, la mortalité de 

l’HTAP reste élevée, avec par exemple des taux de survie de 89,2 %, 75,6 % et 56 % à 

1, 3 ou 5, ans, en présence de traitements après diagnostic pour étude menée de 2009 

à 2020 sur une cohorte canadienne [54]. Une étude menée aux Pays-Bas entre 2005 et 

2020 a déterminé que la médiane de survie globale, sans transplantation, était de 6,2 

ans [55].  

2.3.4  Diagnostic 

La suspicion d’HTAP se fait dans un premier temps grâce à différents critères cliniques, 

avec notamment une stratification des patients selon le statut fonctionnel réalisée par 

la World Health Organization [56].  

Ensuite, l’imagerie permet d’évaluer de manière non invasive la fonction du VD, avec 

notamment l’échocardiographie, ou l’imagerie par résonnance magnétique cardiaque. 

Néanmoins, la présence d’HTAP doit être confirmée par cathétérisme cardiaque droit, 

qui doit être réalisé dans un centre expert. Le cathétérisme cardiaque droit est un test 

invasif permettant d’obtenir des valeurs hémodynamiques comme la PAPm ou la 

pression artérielle pulmonaire d’occlusion (PAPO) pour discriminer les HTP pré et 

postcapillaire.  

Lors du cathétérisme cardiaque droit, un test de réactivité vasculaire est réalisé. Celui-

ci permet de déterminer les patients répondeurs aux traitements par inhibiteurs 

calciques (voir partie 2.5.1 ) en utilisant un agent vasodilatateur comme le monoxyde 

d’azote ou l’iloprost. Lors du cathétérisme cardiaque droit, l’agent vasodilatateur est 

inhalé par le patient. Le patient est considéré répondant si l’inhalation induit une 

diminution supérieure ou égale à 10 mmHg afin d’obtenir une valeur inférieure ou 

égale à 40 mmHg de PAPm, sans changement du débit cardiaque. En fonction de ce 

constat, le patient pourra être traité par inhibiteurs calciques ou non. Afin d’affiner la 
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prise en charge thérapeutique, la stratification de sévérité des patients est effectuée 

selon différents tests. Ceux-ci incluent un test d’effort, comme le test de marche de 6 

minutes, mesurant la distance parcourue en 6 minutes, ou encore la mesure de 

biomarqueurs comme le peptide cérébral natriurétique (brain natriuretic peptide, BNP) 

et N-terminal pro BNP, une hormone cardiaque corrélée avec le stress myocardial [57].  

2.4  Physiopathologie de l’HTAP 

L’HTAP est caractérisée par une obstruction vasculaire provoquant l’augmentation des 

résistances vasculaires. Cette obstruction est retrouvée sur les artères pulmonaires 

musculaires distales (70 à 500 µm), mais aussi sur les artérioles (20 à 70 µm) [58]. Cette 

obstruction est provoquée par des mécanismes multifactoriels induisant un intense 

remodelage vasculaire pulmonaire, une vasoconstriction et une inflammation 

périvasculaire provoqués par différents mécanismes cellulaires et moléculaires. 

2.4.1  Aspects tissulaires et lésions anatomopathologiques 

Histologiquement, plusieurs types d’atteintes vasculaires pulmonaires sont 

caractéristiques de l’HTAP : lésions intimales, hypertrophie de la média et lésions 

plexiformes.  

2.4.1.1  Lésions intimales 

Des lésions intimales sont fréquemment retrouvées au niveau des AP de petits 

diamètres. Ces lésions consistent en l’épaississement du feuillet intimal, à cause de la 

prolifération et le recrutement des cellules endothéliales, fibroblastes, myofibroblastes, 

cellules musculaires lisses ou cellules du tissu conjonctif [59]. Ces lésions sont 

anormalement constituées de fibroblastes avec une sécrétion et un dépôt excessif de 

collagène.  

L’épaississement de l’intima peut être concentrique ou excentrique (Figure 8A). Les 

lésions concentriques, uniformes, sont composées de couches fibrotiques (laminaires 

ou non), disposées « en couche d’oignons ». À l’inverse, certaines lésions se forment 

excentriquement, souvent associées à des thrombi ou résidus de thrombi adhérant à 

la paroi. Cela peut conduire à des lésions appelées « en forme de passoire », issues de 

l’organisation et de la recanalisation de matériel thrombotique (Figure 8B). 
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Figure 8 : Lésion intimale d'AP de patients atteints d'HTAP [58] 

A. Fibrose laminaire concentrique de l'intima, « couche d’oignons » B. Lésion excentrique généralement 

interprétée comme thrombotique 

Par ailleurs, ces lésions intimales peuvent être associées à une fibrose adventitielle ou 

à un infiltrat de cellules immunitaires, en particulier des lymphocytes. 

2.4.1.2  Hypertrophie de la média 

L’hypertrophie de la média est probablement la lésion vasculaire la plus fréquente dans 

l’HTAP. Cette hypertrophie de la média concerne les AP muscularisées, pour lesquelles 

la média est considérée hypertrophiée si la couche entre les deux limitantes élastiques 

est supérieure à 10 % du diamètre total de 

l’AP. Une néo-muscularisation des artérioles 

non musculaires est également observée [59].  

L’épaississement de cette média est 

principalement provoqué par la prolifération 

excessive des CML d’artères pulmonaires 

(CML-AP), mais également leur phénotype de 

résistance à l’apoptose. Cette lésion est 

souvent associée à d’autres lésions, comme la 

fibrose adventitielle (Figure 9). 

 

 

Figure 9 : Hypertrophie de la média d'une artère 

pulmonaire d’un patient atteint d'HTAP [59]  

Grossissement x200, coloration de Weigert-

hématoxyline-phloxine-safran. 
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2.4.1.3  Lésions plexiformes 

Les lésions plexiformes sont des lésions très 

caractéristiques d’un intense remodelage 

vasculaire. La lésion plexiforme est un 

assemblage de prolifération cellulaire (CE, 

CML) en structure glomérulaire, avec une 

angiogenèse désorganisée, et une matrice 

extracellulaire riche en collagène [60] 

(Figure 10). Cela peut être responsable 

d’une hémorragie et de l’organisation de la 

fibrose [61]. Certains patients ont 

également développé des lésions 

fibrovasculaires singulières, connectant la 

structure vasculaire systémique aux artères 

pulmonaires et aux veines.  

2.4.2   Les modèles animaux d’études précliniques de l’HTAP 

Au cours des années, il a été développé une variété de modèles animaux de l’HTAP. 

Cependant, ces modèles ne reproduisent pas parfaitement tous les paramètres 

cliniques et physiopathologiques de l’HTAP. La plupart des études sont menées 

principalement sur des rongeurs, mais certaines expériences ont également été 

menées sur des gros animaux. 

2.4.2.1  Modèle monocrotaline 

Ce modèle est induit par exposition à la MCT, un alcaloïde pyrrolizidine toxique 

provenant de la plante Crotalaria spectabilis [62]. La MCT est métabolisée au niveau du 

foie par le cytochrome P-450 (CYP3A4) en MCT pyrrole (MCTP), qui est la forme active 

de la molécule, qui est ensuite transportée par le sang jusque dans la circulation 

pulmonaire. Ce modèle est principalement utilisé chez le rat, l’administration de la MCT 

chez la souris ne provoque pas le développement d’HTAP [63]. Ce modèle permet aussi 

le développement d’une HTAP sur des plus gros animaux (primates non humains, 

chien) [64,65].  

Mis au point en 1967, initialement par ingestion de Crotalaria spectabilis, ce modèle 

d’HTAP se démarque aujourd’hui en raison de sa facilité d'utilisation (une seule 

Figure 10 : Lésion plexiforme à canaux 

sinusoïdaux multiples d'artère pulmonaire 

d’un patient atteint d'HTAP [58] 
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injection sous-cutanée) et de sa fiabilité, ce qui en fait un modèle largement utilisé. 

Classiquement, la MCT est injectée à 60 mg/kg chez le rat, bien que cela puisse varier 

entre 40 et 100 mg/kg. Les rats développent une HTAP en 3 à 4 semaines, avec de 

nombreuses caractéristiques de l'HTAP humaine : augmentation de la pression 

artérielle pulmonaire, remodelage vasculaire pulmonaire (hyperplasie intimale, 

hypertrophie médiale), atteinte endothéliale (activation facteurs prolifératifs et 

antiapoptotiques, perturbation trafic intracellulaire) [66]. Cela conduit également à une 

hypertrophie ventriculaire droite et à une défaillance cardiaque [66,67]. Un rôle 

important des cellules inflammatoires est également décrit dans le modèle MCT 

[68,69]. Bien que les mécanismes d’induction de l’HTAP expérimentale ne soient pas 

connus, les premières lésions sont observées au niveau endothélial [70]. De plus, le 

développement de l’HTAP est progressif, avec un remodelage vasculaire et des 

pressions systoliques dans le VD déjà détecté entre la première et deuxième semaine 

post-injection. 

Cependant, les lésions plexiformes caractéristiques de l’HTAP ne sont pas retrouvées 

dans ce modèle. Par ailleurs, bien que reproduisant de nombreuses caractéristiques de 

l’HTAP, ce modèle peut être critiqué de par son induction, les altérations du foie et du 

rein par le nombre de traitements améliorant l’HTAP induite par la MCT [71,72].  

2.4.2.2  Modèle d’hypoxie chronique 

L'hypoxie chronique est associée à des changements structurels similaires chez de 

nombreux mammifères. Au début des années 1970, plusieurs études ont fait 

l’observation de l’impact de la haute altitude (bovin, lama, chien, chat, rongeurs) sur le 

développement de l’HTAP ainsi que de l’effet de l’hypoxie chronique expérimentale sur 

des rats placés en chambre à hypoxie hypobarique [73–75]. Le modèle d’hypoxie 

chronique est plus reconnu comme un modèle de groupe 3 d’HTP (associé à une 

maladie pulmonaire ou à l’hypoxie) [76]. L'hypoxie normo- et hypobare est 

fréquemment utilisée chez la souris ou le rat. Cela consiste généralement à exposer les 

rongeurs à 10 % d'oxygène pendant 3 à 4 semaines pour induire l’HTAP. Cela provoque 

une augmentation des pressions artérielles pulmonaires associée à une 

muscularisation rapide des petites artères [77]. Cependant, l'hypoxie chronique induit 

une HTAP modérée, avec une hypertrophie du VD, mais pas de défaillance cardiaque. 

Le remodelage observé n’est pas aussi sévère que chez les rats MCT, et que chez 

l’humain, ne permettant pas d’observer de lésions intimales obstructives des AP 

périphériques. Il est observé une inflammation périvasculaire pulmonaire avec 
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recrutement de cellules inflammatoires [78]. Par ailleurs, ce modèle est réversible en 

quelques semaines grâce à un retour en normoxie, et à l’avantage d’être reproductible 

au sein de la même souche animale [79].  

2.4.2.3  Modèle Sugen-hypoxie 

Afin d’améliorer le modèle d’hypoxie chronique, pas assez sévère, le modèle 

Sugen/hypoxie (Su/Hx) a été développé : il combine l'utilisation d'un inhibiteur du 

récepteur VEGFR-2, le Sugen 5416, et l'hypoxie chronique [80,81]. En effet, l’injection 

de Sugen 5416 sur des rats en normoxie provoque un remodelage vasculaire 

pulmonaire et une HTAP modérée, et l’injection sur des rats en combinaison avec 

l’hypoxie chronique conduit à une HTAP prononcée, avec formation de lésions 

plexiformes similaires à celles observées dans l'HTAP chez l'Homme [82]. Le protocole 

le plus couramment utilisé, chez le rat, consiste en une injection unique sous-cutanée 

de Sugen 5416 (20 mg/kg), suivie d'une exposition à l'hypoxie pendant 3 semaines, et 

d'un retour à la normoxie pendant 3 à 11 semaines supplémentaires. Effectivement, il 

a été démontré chez le rat que la pression systolique du VD augmente progressivement 

jusqu’à atteindre un plateau (100 mmHg) 5 semaines après l’injection de Sugen 5416, 

et cela est en corrélation avec l’occlusion des artères pulmonaires de petit diamètre 

[83]. Ceci est accompagné d’un déclin cardiaque entre la 3ème et 5ème semaine, qui 

s’aggrave avec les semaines en normoxie, montrant une aggravation progressive. Le 

modèle a aussi été effectué chez la souris avec un protocole similaire, permettant 

également le développement d’un remodelage vasculaire pulmonaire, d’une 

augmentation de la PAPm et une hypertrophie du VD [84]. De Raaf et al., grâce à une 

étude menée sur l’évolution chronologique du modèle, ont démontré que le retour à 

la normoxie diminue la pression systolique du VD, provoquant une forme un plus 

légère, mais persistante d’HTAP [85]. Cependant, histologiquement ils ont mis en 

évidence que le remodelage vasculaire continuait à progresser après le retour en 

normoxie. Cela démontre l’intérêt du modèle avec une première phase 

vasoconstriction hypoxique, en partie réversible, associée à un remodelage vasculaire 

pulmonaire par la suite. Une étude, menée sur rats Wistar, avec 3 semaines d’hypoxie 

après l’injection de Sugen 5416 puis deux semaines de normoxie a reporté des 

emphysèmes [86]. Cependant, cela n’est pas retrouvé dans d’autres souches de rat [87].  

Des années après la découverte de ce modèle, les mécanismes d’action impliqués ne 

sont pas encore compris. Il semblerait que l’inhibition du VEGFR combiné à l’hypoxie 

induit une apoptose des CE-AP, suivi par l’émergence de CE-AP avec un phénotype 
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pro-prolifération et résistant à l’apoptose. Par ailleurs, Sitapara et al. ont démontré que 

le remplacement du Sugen 5416 par le cabozantinib, un inhibiteur plus puissant et 

spécifique, avec une injection unique ou par diffusion via des mini pompes osmotiques 

pendant 14 jours, n’induisait qu’une légère augmentation réversible de la pression 

systolique du VD et aucun remodelage vasculaire pulmonaire significatif. Ils ont aussi 

démontré que le Sugen 5416, contrairement au cabozantinib, peut inhiber l’activité de 

BMPRII, suggérant une inhibition in vivo de VEGFR et BMPRII. 

2.4.2.4  Modèles alternatifs 

2.4.2.4.1  Modèle monocrotaline associé à l’hypoxie chronique 

Ce modèle est l’association du modèle MCT et hypoxie chronique. Celui-ci conduit à 

une HTAP plus sévère que les modèles indépendants, avec un remodelage vasculaire 

pulmonaire comprenant des lésions intimales, une hypertrophie médiale et des lésions 

plexiformes et même l’occlusion de certains vaisseaux avec des thrombi fibrotiques 

[88,89].  

2.4.2.4.2  Pneumonectomie associée à la monocrotaline ou au Sugen 5416 

Dès les années 1996, Tanaka et al. font l’hypothèse que les conditions 

hémodynamiques agissent sur les vaisseaux sanguins et donc modifient le remodelage 

artériel pulmonaire [90,91]. Ils ont donc développé un modèle de rat où l’injection de 

MCT est effectuée une semaine après une lobectomie du poumon gauche afin 

d’augmenter le flux sanguin du poumon droit. Il a également été démontré que le 

modèle pouvait également être effectué avec une injection de MCT suivi d’une 

lobectomie une semaine après. Afin d’exclure la possibilité que les observations 

effectuées soient dues à une croissance compensatoire du poumon, ce modèle a été 

confirmé par une anastomose entre l'artère sous-clavière et l'artère pulmonaire. Une 

augmentation des PAPm ainsi qu’une hypertrophie du VD, associées à des altérations 

néointimales des AP, ont été observées. L’histologie a également révélé une 

inflammation tissulaire [92]. Ce modèle a également été développé avec un second 

« hit » au Sugen 5416, provoquant une HTAP sévère à 6 semaines, incluant des lésions 

oblitérantes et inflammation [93,94]. 

2.4.2.4.3  Modèle de cerclage de l’artère pulmonaire 

Le modèle de cerclage de l’artère pulmonaire s’effectue principalement sur des rats, 

grâce à une constriction de l’AP avec des fils chirurgicaux. La constriction est rendue 
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fiable et reproductible grâce au placement d’un guide le long de l’AP lors de la 

constriction [95]. Ce modèle n’est pas réellement un modèle d’HTAP, mais un modèle 

permettant d’étudier l’adaptation du VD ainsi que sa défaillance indépendamment des 

changements vasculaires pulmonaires. Il permet donc d’étudier les mécanismes 

d’adaptation et de défaillance du VD, mais aussi l’effet cardioprotecteur de certaines 

molécules [96]. 

Bien qu’ils ne reproduisent pas parfaitement tous les paramètres cliniques et 

physiopathologiques de l’HTAP, ces modèles disposent de nombreux paramètres 

similaires à l’HTAP et permettent d’étudier de nouvelles cibles ou voies impliquées dans 

la pathogenèse de l'HTAP 

2.4.3  La dysfonction des cellules vasculaires pulmonaires 

Ces différents modèles d’études ainsi que les travaux menés sur le tissu et les cellules 

humaines ont permis de démontrer la dysfonction des cellules du lit vasculaire 

pulmonaire : CE-AP, CML-AP, fibroblastes, cellules inflammatoires, péricytes et 

progéniteurs.  

2.4.3.1  Dysfonction des cellules endothéliales d’artères pulmonaires (CE-

AP) 

Une des premières dysfonctions cellulaires responsables de cet intense remodelage 

vasculaire pulmonaire est la dysfonction endothéliale. Comme expliqué 

précédemment, les CE-AP sont exposées à différents stimuli (flux sanguin, oxygénation 

du sang, facteurs circulants), qui, en condition pathologique, peuvent entraîner un 

dysfonctionnement endothélial. Cependant, les causes responsables de cette 

dysfonction sont encore mal comprises. Cette dysfonction comprend un déséquilibre 

de la balance prolifération et apoptose des CE-AP, avec un phénotype pro-prolifératif 

et résistant à l’apoptose [97,98]. Une hypothèse explique en partie cette prolifération 

endothéliale. Dans un premier temps, suite à une lésion vasculaire, les CE-AP 

rentreraient en apoptose favorisant dans un second temps l’émergence de CE-AP 

résistantes à l’apoptose [99]. En plus de la prolifération aberrante, les CE-AP vont 

développer un phénotype angiogénique (prolifération et migration accrue), associé à 

une rupture de la barrière endothéliale [100].  

Au cours de la pathogenèse de l’HTAP, les cellules vasculaires pulmonaires vont subir 

différents changements. Les CE-AP vont entrer dans un processus de transition 
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endothélio-mésenchymateuse (endoMT), consistant au passage d’un phénotype 

endothélial à un phénotype de type mésenchymateux [101,102]. Ce processus va 

commencer par la perte de différentes protéines membranaires notamment impliquées 

dans l’adhésion et les jonctions cellulaires (VE-cadhérine, CD31 (PECAM-1) et caténine 

p120), associé à une invasion et migration des CE-AP dans le tissu interne du vaisseau 

[103,104]. Cela va provoquer, en plus de la perte des marqueurs endothéliaux (p. ex. le 

facteur Von Willebrand, VWF), l’apparition de marqueurs mésenchymateux ou 

myofibroblastiques comme l’α-smooth muscle actin (α-SMA), la vimentine, FSP-1 

(fibroblast-specific protein1, aussi appelé S100 calcium binding protein A4), la 

fibronectine ou la transgéline (SM22 α) [105]. Ces modifications vont également 

perturber la production de molécules vasodilatatrices comme le NO et la prostacycline 

et de molécules vasodilatatrices comme le thromboxane, l’endothéline-1 et 

l’angiotensine (voir partie 2.4.4 ). Une dérégulation de la production de facteurs de 

croissance tels que le vascular endothelial growth factor (VEGF), fibroblast growth factor 

2 (FGF2), platelet-derived growth factor (PDGF) ou transforming growth factor β (TGF β) 

est aussi observé (voir partie 2.4.5 ). De plus, cela engendre également une modification 

de la composition et quantité de matrice extracellulaire.  

2.4.3.2  Dysfonction des cellules musculaires lisses d’artères pulmonaires 

(CML-AP) 

En condition physiologique, la fine régulation de la balance prolifération / apoptose 

des CML-AP est primordiale afin de maintenir l’intégrité et la fonction vasculaire. 

Cependant, dans l’HTAP, la dérégulation de cette balance est responsable de 

l’épaississement de la média et ainsi de l’obstruction des AP. En effet, les CML-AP de 

patients HTAP ont une prolifération et une migration exacerbée associée à une 

résistance à l’apoptose [106]. Ce phénotype est retrouvé dans les CML-AP en culture 

isolées des patients atteints d’HTAP et donc sorti de l’environnement local du lit 

vasculaire. Cela indique que les CML-AP présentent des dérégulations intrinsèques en 

plus des anomalies provoquées par les modifications de stimuli ou matrice 

extracellulaire [107]. En effet, les CML sont connues pour avoir un phénotype 

synthétique ou contractile. Les CML avec un phénotype synthétique sont des cellules 

proliférantes, migratoires, synthétisant de la matrice extracellulaire et peu contractiles, 

tandis que le phénotype contractile est plus quiescent, avec une faible synthèse de 

matrice extracellulaire. Dans des conditions physiologiques, les CML-AP composant la 

média sont principalement contractiles, et acquièrent un phénotype synthétique dans 
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l’HTAP. Ce changement phénotypique est notamment dû à la dysfonction endothéliale 

et la perte d’intégrité de la barrière endothéliale, ce qui va exposer les CML-AP a des 

stimuli physiques, hypoxiques, de la matrice extracellulaire ou à des facteurs solubles 

(TGF-β, PDGF, VEGF…). La dérégulation des CML-AP influe également sur le dialogue 

avec l’endothélium, pouvant ainsi renforcer ce phénotype pathologique et la 

vasoconstriction. Plusieurs études ont également mis en évidence une 

reprogrammation métabolique des CML-AP accompagnant ce changement 

phénotypique, avec notamment un passage de la phosphorylation oxydative à la 

glycolyse (voir partie 2.4.7 ).  

De plus, la dérégulation de l’expression et de la fonction des canaux ioniques est 

un mécanisme important de la dysfonction des CML-AP. En effet, il est observé 

des dérégulations des canaux potassiques, chlorures et de la signalisation 

calcique pouvant affecter la prolifération, migration, résistance à l’apoptose, 

mais aussi la vasoconstriction (voir partie 2.4.11 ).  

Toutes ces modifications se traduisent par la dérégulation de différentes voies de 

signalisation. Notre équipe a montré que les CML-AP de patients atteints d’HTAPi ont 

une plus forte activation de ERK1/2, P38 et Akt1, qui sont connus pour réguler la 

prolifération, migration ou l’apoptose cellulaire [108]. Cela n’est pas lié à une 

augmentation de la synthèse pour ERK1/2 et Akt, mais à une augmentation des formes 

phosphorylées, tandis qu’une augmentation de la synthèse de P38 est retrouvée. Une 

diminution de l’expression de P21, un inhibiteur du cycle cellulaire, de la pro-caspase9 

(sans changement de la caspase 9 clivée, un inhibiteur de l’apoptose) ainsi qu’une 

augmentation de la survivine, qui a un rôle d’inhibition de l’apoptose a également été 

trouvée.  

2.4.3.3  Dysfonction des fibroblastes d’artères pulmonaires 

Les fibroblastes, situés au niveau de l’adventice, sont capables d’interagir avec 

l’endothélium et la média, mais aussi avec les cellules « externes » comme les cellules 

immunitaires. Les dysfonctions ayant lieu dans l’HTAP vont également activer les 

fibroblastes. Cette activation va induire leur dédifférenciation en myofibroblastes, qui 

sont retrouvés dans les parois des vaisseaux remodelés. L’état myofribroblaste 

correspond également à l’acquisition d’un phénotype proprolifératif, augmentant ainsi 

la sécrétion de MEC et participant fortement au remodelage de la MEC (voir partie 

2.4.9 ). De plus, les fibroblastes participent également à l’inflammation observée dans 

les vaisseaux remodelés (voir partie 2.4.10 ). En effet, plusieurs études menées par le 
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groupe de Stenmark ont démontré que les fibroblastes adventitiels issus d’AP de 

patients atteints d’HTAPi et de bovins hypertendus régulent l’activation des 

macrophages notamment par des signaux paracrines Interleukine-6 (IL6) ou hypoxia 

inducible factor-1 (HIF1) [109]. Une reprogrammation métabolique avec glycolyse 

anaérobie a également été retrouvée dans les fibroblastes adventitielles de patients 

atteints d’HTAPi [110]. Cette reprogrammation est liée au phénotype prolifératif et 

inflammatoire des fibroblastes. La dysfonction des fibroblastes peut aussi être régulée 

par des canaux calciques, notamment avec le canal TRPV4 (voir partie 2.4.11 ). 

2.4.3.4  Dysfonctions d’autres types cellulaires 

Le processus inflammatoire est reconnu comme un élément pathogénique du 

remodelage vasculaire pulmonaire. En effet, différentes cellules comme les 

macrophages et les lymphocytes sont retrouvées au sein des lésions, et sont 

responsables d’une élévation des taux de cytokines et chimiokines (voir partie 2.4.10 ). 

Les péricytes sont des cellules occupant une position stratégique à l'interface entre le 

sang et l'espace interstitiel, à proximité immédiate des cellules endothéliales et 

musculaires lisses. De ce fait, ils sont capables de réguler la prolifération, migration et 

différentiation des CE-AP, la contraction des CML-AP et les fonctions des cellules 

immunitaires. En 2014, Ricard et al. ont démontré une surabondance des péricytes 

autour des AP distales dans l’HTAP humaine et expérimentale, potentiellement lié au 

FGF2 et à l’IL6 [111]. En effet, les péricytes sont deux fois plus présents autour des AP 

de patients atteints d’HTAP et ont une prolifération et migration, une fois isolés in vitro, 

plus importante que les péricytes des patients contrôles. De plus, le traitement des 

péricytes avec du TGF-β promeut leur différenciation en CML.  

Au sein du lit vasculaire pulmonaire, il est également possible de trouver des cellules 

progénitrices endothéliales. Ces cellules sont des précurseurs endothéliaux d’origine 

médullaire pouvant se différencier en cellules endothéliales suite à une lésion 

vasculaire. Il a été trouvé une augmentation des marqueurs de ces cellules 

progénitrices dans les artères remodelées de patients atteints d’HTAP, en particulier 

dans les lésions plexiformes [112]. Le traitement avec des cellules progénitrices 

endothéliales ou un milieu conditionné par ces cellules améliore la relaxation des AP, 

suggérant un rôle paracrine vasoprotecteur, notamment grâce à la libération de 

prostacycline et AMPc [113].  

Par ailleurs, plusieurs cellules progénitrices des CML comme les cellules souches 
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mésenchymateuses ont été identifiées dans les AP. Ces cellules sont capables de se 

différencier en CML suite à des stimuli (comme les facteurs de croissance dérivés des 

CE) et peuvent être responsables de la néomuscularisation de certaines artérioles [114].  

2.4.4  Le déséquilibre des facteurs vasoactifs 

2.4.4.1  Monoxyde d’azote 

Le monoxyde d’azote, aussi appelé oxyde nitrique (NO) est un médiateur de différentes 

fonctions biologiques, jouant un rôle de neurotransmetteur, de médiateur du système 

immunitaire, mais surtout de vasodilatateur au sein du système cardiovasculaire. C’est 

en 1980 que Furchgott et Zawadzki démontrent que les CE contrôlent la relaxation des 

CML via le NO [3]. Cette découverte a donné lieu au prix Nobel de physiologie en 1988.  

Le NO est principalement produit par la conversion de l’acide aminé L-arginine par la 

NO synthase endothéliale (eNOS) pour former la L-citruline et le NO, grâce à des 

cofacteurs comme le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADP), la 

tétrahydrobioptérine (BH4) et la flavine adénine dinucléotide (FAD) [115]. Elle est 

régulée par la calmoduline, une protéine régulée par la concentration calcique 

intracellulaire ([Ca2+]i) [116]. Dans la circulation pulmonaire, le NO est principalement 

produit par les CE-AP, grâce à la eNOS [117]. Le NO ainsi produit va diffuser et agir sur 

les CML-AP, en stimulant l’enzyme guanylate cyclase soluble (GCs) qui va ainsi produire 

la guanosine monophosphate cyclique (GMPc). La GMPc va activer la protéine kinase 

G (PKG) ce qui va conduire à la relaxation des CML-AP. Par ailleurs, il a également été 

mis en évidence que le NO pouvait agir directement sur la prolifération des CE-AP et 

CML-AP via l’activation de la GCs [118]. L’action du NO est résumée en Figure 11. 

 

Figure 11 : Voie du monoxyde d'azote (NO) conduisant à la relaxation cellulaire 
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Du fait de son action vasodilatatrice importante, de nombreuses études se sont portées 

sur la production du NO chez les patients atteints d’HTAP. Tout d’abord, Giaid et Saleh 

ont démontré une diminution de l’expression de la eNOS dans les poumons de patients 

atteints d’HTAP, en corrélation avec les modifications histologiques et les RVP [119]. Le 

taux de NO exhalé par les patients atteints d’HTAP est également diminué [120,121]. 

Cependant, une expression pulmonaire inchangée de la eNOS a également été 

retrouvée sur d’autres patients atteints d’HTAP [122]. Paradoxalement, la eNOS est 

également fortement exprimée au niveau des lésions plexiformes [123]. Dans les 

modèles expérimentaux de l’HTAP, il y a une diminution de la eNOS pulmonaire chez 

les rats traités à la MCT, associée à une diminution de la phosphorylation Ser1177, 

marqueur de l’activation de la eNOS par la kinase Akt. À l’inverse, une augmentation 

de l’expression de la eNOS est retrouvée chez les rats exposés à l’hypoxie chronique 

[124–126]. Cependant, cela semble être dépendant du stade du développement de 

l’HTAP, la phosphorylation Ser1177 étant diminuée après une semaine d’hypoxie. 

Néanmoins, la modification d’expression de la eNOS ne signifie pas obligatoirement 

une modification de production du NO, cette dernière étant aussi dépendante des 

cofacteurs : un couplage et une activation incomplète de la eNOS provoquent la 

production des superoxydes OONO-. Ces superoxydes sont capables de capturer le NO 

produit, ce qui induit une diminution de la disponibilité du NO. Dans les CE-AP de 

patients atteints d’HTAP, Gosh et al. n’ont pas retrouvé de modification d’expression 

de la eNOS, mais ont démontré une phosphorylation augmentée Thr495, ayant pour 

conséquence une inhibition de l’enzyme [127].  

Les phosphodiestérases (PDE) sont aussi des acteurs importants de la voie du NO. La 

famille des PDE est composée de 11 isoformes, différentes de parts leurs structures, 

activités catalytiques et leur expressions. Ces enzymes sont capables d’hydrolyser les 

liaisons phosphodiesters, permettant le passage de la forme active de la guanosine 

monophosphate cyclique (GMPc) à la forme inactive (GMP), ou de l’adénosine 

monophosphate cyclique (AMPc) en AMP. Le passage à la forme inactive va ainsi 

réduire l’effet vasorelaxant de la voie du NO [128]. Les PDE1, PDE2, PDE3, PDE10 et 

PDE11 peuvent hydrolyser le GMPc et l’AMPc tandis que les PDE5, PDE6 et la PDE9 

n’hydrolysent que le GMPc [129]. L’expression et l’activité des PDE ont ainsi été 

étudiées dans l’HTAP, avec notamment la PDE5 qui est connue pour être ubiquitaire, 

mais abondante dans le poumon et les CML-AP [130]. Une expression et une activité 

augmentée de la PDE5 ont été retrouvées dans les CML-AP isolées de patients atteints 
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d’HTAP et l’inhibition de la PDE5 induit une diminution de la prolifération et une 

augmentation de l’apoptose des CML-AP [131]. Son inhibition provoque une relaxation 

des AP dose-dépendante [132]. De plus, une augmentation de l’expression de la PDE5 

est retrouvée dans le VD humain et de rats exposés à la MCT [133]. L’expression de la 

PDE5 est également augmentée dans les AP de rats exposés à l’hypoxie chronique, et 

son inhibition réduit les effets hémodynamiques de l’hypoxie chronique [134].  

Dans les CML-AP de patients atteints d’HTAP et dans différents modèles animaux 

d’HTAP, l’expression de la PDE1, une PDE calcium/calmoduline dépendante impliquée 

dans la prolifération et la vasodilatation par le NO, est augmentée [135–139]. Une 

augmentation d’expression de l’ARNm (acides ribonucléiques messagers) de PDE3, 

impliquée dans la vasorelaxation dépendante du NO, est observée dans les AP de rats 

et les CML-AP humaines contrôles exposés in vitro à l’hypoxie [140]. Concernant la 

PDE4, impliquée dans la prolifération, son inhibition atténue le remodelage vasculaire 

pulmonaire chez le rat exposé à la MCT ou à l’hypoxie chronique [141]. Pour finir, dans 

les poumons de rats MCT, l’expression de l’ARNm de PDE7 et 10A est augmentée tandis 

que la PDE8 est diminuée. Dans ce même modèle, l’inhibition de la PDE10A réduit la 

prolifération des CML-AP et réduit la sévérité de l’HTAP expérimentale [142].  

Le rééquilibre de la voie du NO est un axe de traitement important de l’HTAP, soit par 

activation de la production de GMPc (activateur de la GC) ou par inhibiteur de la 

dégradation du GMPc (inhibiteur de la PDE5) (voir partie 2.5.3 ). 

2.4.4.2  Prostacycline et thromboxane A2 

La prostacycline (aussi appelée prostaglandine I2, PGI2) et le thromboxane A2 (TXA2) 

sont des prostanoïdes, métabolites de l’acide arachidonique. La PGI2 est produite 

principalement au niveau endothélial par la cyclo-oxygénase (COX) 2, pour former les 

endopéroxydes prostaglandine 2 (PGG2) et prostaglandine H2 (PGH2), puis 

transformée en PGI2 par la prostacycline synthase (Figure 12).  

La production du TXA2 résulte principalement de l’activité de la COX1 plaquettaire puis 

la thromboxane synthase. Ces prostanoïdes ont une demi-vie courte, ils sont 

rapidement métabolisés en 6-ketoprostagladin F1α et 2,3-dinor-6-ketoPGF1α pour les 

PGI2, et thromboxane B2 (TXB2) ou ses dérivés 2,3-dinor-TXB2 et 11-dehydroTXB2 

pour le TXA2 [143]. L’expression des COX peut être stimulée par le Ca2+ [144]. La PGI2 

est un puissant vasodilatateur et inhibiteur de l’agrégation plaquettaire. Son action 

vasodilatatrice s’effectue sur les CML-AP par le biais de son récepteur couplé aux 
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protéines G (récepteur de la PGI2, ou récepteur IP). Il a également été reconnu un rôle 

de la PGI2 sur l’angiogenèse et sur le maintien de l’intégrité endothéliale, avec 

notamment une action anti-inflammatoire [145,146]. Le TXA2 est lui un 

vasoconstricteur puissant. Il peut avoir un effet autocrine sur la régulation des 

plaquettes, mais aussi avoir un effet paracrine sur les CML-AP, via son récepteur couplé 

aux protéines G (récepteur du TXA2, ou récepteur TP) et donc provoquer la contraction.  

 

Figure 12 : Production de thromboxane A2 (TXA2) et Prostacycline (PGI2) 

Dès 1992, Christman et al. ont reporté un déséquilibre des métabolites urinaires de ces 

prostanoïdes avec une diminution du PGI2 associée à une augmentation de TXA2 chez 

les patients atteints d’HTAP [147]. Une diminution de l’expression transcriptionnelle et 

protéique de la prostacycline synthase dans les poumons de patients atteints d’HTAP 

a également été observée [148]. Dès 1986, Czer et ses collègues avaient mis en 

évidence un bénéfice d’un traitement par PGI2 sur des modèles d’HTAP de chien traité 

à la MCT [64]. À l’inverse, en 1997, Nagata et al. ont démontré que l’inhibition de la 

thromboxane synthase ou l’utilisation d’antagoniste des récepteurs du TXA2 réduisait 

le développement de l’HTAP induite par la MCT chez le rat [149]. Par la suite, le 

terbogrel, un inhibiteur de la TXA2 synthase et antagoniste du récepteur au TXA2, a 

été testé chez des patients atteints d’HTAP. Malgré une efficacité pharmacologique 

(réduction des métabolites du thromboxane), cela n’a pas été accompagné d’une 

amélioration hémodynamique et les patients ont eu de fortes douleurs aux jambes, 

écartant la possibilité de traitement par le terbogrel [150]. Plus récemment, le NTP42, 
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un nouvel antagoniste du récepteur au TXA2, a permis de réduire le remodelage 

vasculaire pulmonaire, la fibrose, l’inflammation et a permis une amélioration 

hémodynamique des rats traités à la MCT [151]. Il a également été démontré, dans le 

modèle d’HTAP de rats Sugen/hypoxie, que la monothérapie par traitement au NTP42 

ou Sildenafil (un inhibiteur de la PDE5 approuvé pour le traitement de l’HTAP) était 

insuffisante pour permettre une amélioration hémodynamique, alors que la bithérapie 

améliore les caractéristiques hémodynamiques [152]. Afin d’évaluer son effet 

cardioprotecteur, le NTP42 a également été testé sur le modèle de dysfonction 

ventriculaire droite de cerclage de l’AP. Le traitement des rats a atténué le 

dysfonctionnement du VD, montrant un effet cardiaque en plus de l’effet sur les 

vaisseaux pulmonaires [153]. La phase 1 des essais cliniques a confirmé que le NTP42 

était bien toléré et avec un bon profil pharmacocinétique chez les patients [154].  

L’équilibre entre le facteur vasodilatateur PGI2 et le facteur vasoconstricteur TXA2 est 

donc modifié chez les patients atteints d’HTAP. La restauration de la balance des 

prostanoïdes a rapidement donné lieu à un traitement des patients avec 

l’administration de prostacycline [155]. Le rééquilibre de cette balance représente un 

axe important des traitements des 20 dernières années (voir partie 2.5.3 ). 

2.4.4.3  Endothéline-1 

L’endothéline-1 (ET-1) est un peptide vasoconstricteur de 21 acides aminés découvert 

en 1988 par Yanagisawa et al. [156]. L’ET1 est synthétisée principalement dans les CE, 

sous la forme de prépro-ET1, une forme quasiment inactive biologiquement. La 

prépro-ET1 est clivée par une peptidase afin de former la pro-ET1, de 38 acides aminés, 

puis est activée par des métalloprotéases appelées enzyme de conversion de 

l’endothéline (ECE) afin de former l’ET-1 [157]. L’ET-1 forme avec l’ET-2 et ET-3 la famille 

de l’endothéline. Les CE-AP produisent essentiellement de l’ET-1. 

Suite de la découverte de l’ET-1, les deux récepteurs de l’ET-1 ont été clonés et se sont 

révélés être des récepteurs, à 7 domaines transmembranaires (RCPG), couplés aux 

protéines G : ET-A et ET-B [158–161].  

L’ET-A est principalement exprimé dans les CML-AP tandis que l’ET-B est retrouvé dans 

les CE-AP et CML-AP [162]. Une fois l’ET-1 fixée sur les récepteurs des CML-AP, la sous-

unité Gαq des récepteurs ET-A et ET-B va activer la phospolipase C (PLC) qui va 

hydrolyser le phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) en diacylglycérol (DAG) et 

l’inositol-3,4,5-trisphosphate (IP3). Le DAG ainsi formé va activer la PKC qui va notamment 
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phosphoryler des protéines pro-prolifératives comme les Mitogen-activated protein 

kinases (MAPK) ou P38 et ainsi induire la prolifération des CML-AP [163]. L’IP3 va, lui, se 

fixer sur son récepteur à l’IP3 (IP3R) situé à la membrane du réticulum sarcoplasmique (RS) 

et ainsi provoquer une libération de calcium du RS provoquant la contraction cellulaire.  

Au niveau endothélial, l’activation de l’ET-B a un effet autocrine en favorisant la clairance 

de l’ET-1 circulante, en stimulant la production du NO et du PGI2 par activation de la PLC, 

augmentation du [Ca2+]i et ainsi stimulation de la eNOS et des COX, mais également en 

inhibant l’expression de l’ECE-1, favorisant une vasodilatation [164,165].  

Les récepteurs à l’endothéline sont également présents sur les fibroblastes (l’ET-A est 

prédominant), augmentant la synthèse de collagène et la fibrose, et sur les cellules 

immunitaires (macrophages, monocytes et leucocytes) [166]. Le mécanisme d’action de 

l’endothéline sur les CE-AP et CML-AP est résumé en Figure 13. 

  

Figure 13 : Production et rôle de l'endothéline-1 sur les cellules vasculaires pulmonaires 

Chez les patients atteints d’HTAP, une élévation du taux plasmatique d’ET-1 est observée, 

et cette augmentation corrèle avec l’augmentation des RVP [167,168]. L’ET-1 et la 

preproET-1 ont été retrouvées fortement exprimées au niveau des cellules endothéliales 

des AP muscularisées et les lésions plexiformes alors que cela est rarement observé au 

niveau des AP des patients contrôles [169].  

De ce fait, des antagonistes des récepteurs à l’ET-1 ont été développés dans les 20 

dernières années, montrant leur efficacité sur les modèles précliniques d’HTAP ainsi que 

sur les patients atteints d’HTAP [170,171].  

2.4.4.4  Le système rénine-angiotensine-aldostérone 

Le système rénine-angiotensine-aldostérone est un système hormonal très important 
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organisé autour du rein et du foie, mais agissant sur le système cardiovasculaire. La 

principale régulation de ce système s’effectue par la rénine, synthétisée par le rein, 

clivant l'angiotensinogène en Angiotensine I, qui est ensuite clivée par l’enzyme de 

conversion de l’angiotensine (angiotensin converting enzyme, ACE) pour former 

l'angiotensine II (AngII). L’ACE est exprimé par l’endothélium pulmonaire et rénal. 

L'AngII ainsi formé est un peptide actif se fixant sur les récepteurs 1 et 2 de 

l'angiotensine (AT1R et AT2R).  

Dans l’HTAP, certains polymorphismes du récepteur AT1 et de l’ACE ont été associés 

avec la progression de la pathologie [172,173]. De plus, l’activité de l’ACE est 

augmentée dans les CE pulmonaires de patients atteints d’HTAP, provoquant une 

production importante d’AngII résultant en l’augmentation de la prolifération et la 

vasoconstriction [174,175]. Il a également été mis en évidence une surexpression de 

l’AT1R dans les AP de patients atteints d’HTAPi.  

Il a été mis en évidence une augmentation de l’ACE dans les AP de rats exposés à 

l’hypoxie chronique [176,177]. De surcroît, le traitement au losartan (antagoniste des 

AT1R) améliore le remodelage vasculaire et ventriculaire droit dans le modèle de rats 

exposés à la MCT.  

En outre, les taux plasmatiques et les niveaux d’expression pulmonaire de l’aldostérone 

sont élevés dans les patients atteints d’HTAP. Cette hormone minéralocorticoïde, 

sécrétée par les glandes surrénales, peut avoir un effet sur la prolifération des CML-AP, 

le stress oxydatif et l’inflammation par le biais du récepteur aux minéralocorticoïdes 

(un récepteur nucléaire de facteurs de transcription). De plus, l’AngII peut activer ce 

récepteur intracellulaire aux minéralocorticoïdes via l’activation de la PKC par l’AT1R 

[178]. Il a été démontré que le traitement à l’eplerenone, un antagoniste sélectif du 

récepteur aux minéralocorticoïdes, ou au spironolactone, un antagoniste non sélectif 

du récepteur aux minéralocorticoïdes, réduisait le remodelage vasculaire pulmonaire 

et la condition hémodynamique dans les modèles d’HTAP induit par exposition à la 

MCT ou l’hypoxie chronique chez le rat [179,180]. De plus, Ly et al. ont démontré que 

le finerenone, un antagoniste non stéroïdien du récepteur aux minéralocorticoïdes 

(avec une plus grande affinité pour le récepteur comparé aux antagonistes stéroïdiens) 

atténue le remodelage vasculaire, l’infiltration de cellules inflammatoires et les données 

hémodynamiques des rats exposés à la MCT ou à un protocole Sugen/hypoxie [181].  

Le système rénine-angiotensine-aldostérone est donc un axe de traitement important 

de l’HTAP, pouvant être régulé par différentes voies. Cependant, ce système est 
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impliqué dans de nombreux mécanismes et doit donc être régulé avec prudence. 

2.4.5  Les facteurs de croissance 

Les facteurs de croissance sont des protéines induisant des voies de signalisation 

spécifiques par liaison avec des récepteurs à activité tyrosine kinase (récepteurs-

enzymes s’autophosphorylant sur les résidus tyrosine), favorisant ainsi la prolifération, 

migration, différentiation et la survie cellulaire. Depuis plusieurs années, les facteurs de 

croissance sont connus pour être impliqués dans le développement de l’HTAP, avec 

notamment la superfamille du transforming growth factor-β (TGF-β), le platelet-derived 

growth factor (PDGF) et Fibroblast growth factor-2 (FGF-2).  

2.4.5.1  La superfamille du transforming growth factor-β 

La superfamille du TGF-β est une famille de protéines regroupant une grande diversité 

de facteurs de croissance polypeptidique. Les ligands comprennent les TGF-β, les bone 

morphogenetic proteins (BMP), les activins, les inhibins, growth differentiation factor 

(GDF) ou encore les left-right determination factor (lefty), l’homologue nodal ou 

l’hormone anti-müllerienne (AMH) [182]. L’action de ces ligands s’effectue par un 

complexe comprenant deux récepteurs de type I et deux récepteurs de type II 

(s’associant en dimère). Les récepteurs de type I sont les ALK, qui comprennent 7 

isoformes (ALK1-7) tandis que les récepteurs de type II comprennent le récepteur du 

TGF-β de type II, le BMPRII, le récepteur de l’activine type 2 (A ou B, ActRIIA/actRIIB) 

ou le récepteur de l’AMH [183]. De plus, l’endogline (Eng) et le bétglycan sont des 

corécepteurs de ce complexe.  

Ces différents récepteurs, co-récepteurs et facteurs de croissance ont des interactions 

et des signalisations complexes qui peuvent être régulées par des antagonistes 

endogènes (Noggine, gremlin-1, chordine ou follistatine). Lors de la fixation d’un 

ligand, le récepteur de type II phosphoryle le récepteur de type I, déclenchant une voie 

canonique, dépendante des Smad (small mother against decapentaplegic), et une voie 

non canonique, indépendante des Smad, notamment par les voies PI3K/AKT, MAPK ou 

JNK. 

Les Smad sont regroupées en 3 catégories : les Smad2/3 et Smad1/5/8 servent à 

transduire le signal ; Smad4, agissant comme cofacteur en permettant aux Smad2/3 et 

Smad1/5/8 de transloquer au noyau et jouer le rôle de facteur de transcription ; et 

Smad 6/7 qui ont une action inhibitrice sur la signalisation du signal. Les Smad 2/3 sont 
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activés par le TGF-βR associé à Alk4, Alk5 ou Alk7 à la suite de la liaison du TGF-β, 

l’activin-A, l’homologue nodal ou certains GDF. Les Smad1/5/8 sont activées par le 

BMPRII ou le récepteur de l’AMH associé à Alk1, Alk2, Alk3 ou Alk6 à la suite de la 

fixation des BMP, de certains GDF ou de l’AMH (Figure 14). Cela peut mener, comme 

dans le cas du TGF-β, à favoriser les mécanismes de prolifération, migration et 

angiogenèse [184,185]. La détermination de l’activation de la voie canonique ou non 

canonique est complexe et liée à la dimérisation des récepteurs. Les dimères BMPRII 

déjà formés semblent activer préférentiellement la voie canonique, tandis que la liaison 

entre les récepteurs de type I et II induite par les ligands semble activer la voie non 

canonique [185].  

 

Figure 14 : Voies de signalisation liées au transforming growth factor-β (TGF-β)et au bone 

morphogenetic proteins (BMP) [186] 

Ces deux voies, agissant en parallèle afin d’assurer l’équilibre de la balance 

prolifération/apoptose, sont dérégulées dans l’HTAP. Tout d’abord, différentes 
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mutations impliquant des membres de la voie ALK1/BMPRII ont été retrouvées, avec 

notamment les mutations hétérozygotes perte de fonction de BMPR2 qui représentant 

53 à 86 % des patients avec une HTAP familiale et dans 14 à 35 % des patients avec 

une HTAP sporadique [186]. Cependant, outre ces mutations démontrant qu’une perte 

d’activité de l’axe des BMP induit une prédisposition à l’HTAP, plusieurs études ont 

confirmé qu’un déséquilibre de cette balance a lieu dans l’HTAP. Il a été détecté une 

plus forte présence, par immunohistologie, de ALK3, BMPRII, Smad 3 et pSmad 1/5/8 

dans les artères pulmonaires de patients atteints d’HTAP, tandis qu’une 

immunoréactivité plus forte a été retrouvée pour l’activin A, GDF-8, 11 et 15, pSmad2/3 

et TGF-β3 [186]. TGF-β1 est augmenté dans les CE-AP ainsi qu’au niveau des lésions 

plexiformes de patients atteints d’HTAP [187]. Des résultats similaires ont été observés 

dans le sérum de rats exposés à l’hypoxie chronique ou la MCT. Plusieurs modèles de 

souris génétiquement modifiées (déficience en ALK1, BMPRII, ENG, Smad1 ou Smad8) 

ou les rats déficients en BMPRII ont montré une plus grande susceptibilité au 

remodelage vasculaire pulmonaire [188].  

La superfamille du TGF-β joue donc un rôle majeur dans l’HTAP, avec une réduction de 

la voie de signalisation du TGF-β et une augmentation de la voie de signalisation du 

BMPRII favorisant la prolifération et le développement de l’HTAP. Différents acteurs de 

cette voie sont fortement étudiés et représentent de potentielles thérapies (voir partie 

2.5.5 ).  

2.4.5.2  Platelet-derived growth factor 

Le PDGF a été découvert dans les années 1970 au niveau des plaquettes, mais il est 

également exprimé dans les cellules vasculaires pulmonaires [189]. Il existe 4 isoformes 

(PDGF-A à PDGF-D), pouvant former des homodimères (PDGF-AA, -BB, -CC et -DD) ou 

un hétérodimère (PDGF-AB) [190]. Le PDGF va se lier et activer les RTK PDGFRα et 

PDGFRβ. La fixation de ces ligands sur les récepteurs entraîne leur dimérisation, 

phosphorylation et l’activation de voies de transduction impliquées dans la 

prolifération, survie et migration cellulaire [191].  

Dès 1998, Humbert et al. ont mis en évidence une expression accrue du PDGF-A dans 

les poumons de patients atteints d’HTAP [192]. Ces résultats ont ensuite été confirmés 

et précisés, avec une expression accrue du PDGF-A, PDGF-B et de ses deux récepteurs 

au niveau des lésions vasculaires pulmonaires et le tissu pulmonaire de patients atteints 

d’HTAP [164]. L’expression du PDGF-BB est aussi augmentée dans le sérum de ces 
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patients [195]. Ogawa et al. ont trouvés que le traitement de CML-AP isolées des 

patients contrôles avec du PDGF a stimulé l’expression du canal calcique Orai1 et de 

son partenaire STIM1 via la voie de signalisation Akt [196].  

Par ailleurs, il a été démontré que le PDGF favorise la prolifération des CML-AP de rat, 

en induisant notamment l’augmentation de l’expression du canal calcique TRPC6 [167]. 

L’expression du PDGFRβ est également augmentée dans les poumons de rongeurs 

exposés à l’hypoxie chronique ou la MCT. L’expression du PDGFRα et du PDGFRβ est 

également augmentée, à un stade précoce, dans les poumons de souris exposés à 

l’hypoxie chronique [199]. 

L’activation constitutive de PDGFRβ par mutation génétique (mutation induisant une 

autophosphorylation du récepteur indépendante du ligand) chez la souris ne permet 

pas à elle seule d’induire une HTAP, mais aggrave l’HTAP expérimentale induite par 

exposition à l’hypoxie chronique [200]. De plus, le traitement de ces souris avec 

l’imatinib (inhibiteur du PDGFR et des kinases c-kit et Abl) réduit l’HTAP expérimentale 

induite par l’hypoxie chronique. Une seconde étude a démontré une augmentation des 

pressions systoliques et de l’hypertrophie du VD après 5 semaines d’activation 

constitutive du PDGFRα par mutation génétique chez les souris mâles, mais pas chez 

les souris femelles [201]. De plus, in vivo, l’inhibition du PDGFR par l’imatinib réduit 

l’HTAP induite par la MCT ou l’exposition à l’hypoxie chronique chez le rat [202]. 

L’imatinib a fait l’objet d’un essai clinique de phase 3, par voie orale [203,204]. 

Malheureusement, malgré une amélioration de certains paramètres hémodynamiques 

chez les patients traités avec l’Imatinib, les essais ont été suspendus en raison 

d’apparitions de sérieux effets secondaires (apparition d’hématomes sous-duraux) 

[205].  

À l’inverse, il a été démontré que le Dasatinib, un inhibiteur des RTK, peut prédisposer 

au développement d’HTAP [206]. Contrairement à l’imatinib, le Dasatinib entraine une 

dysfonction endothéliale provoquant une surproduction des ROS pouvant prédisposer 

les patients au développement de l’HTAP [207]. Néanmoins, le Dasatinib est connu 

pour réguler d’autres molécules, dont la tyrosine kinase Src. Dans les CML-AP 

humaines, cette kinase est colocalisée avec le canal potassique KCNK3 (Potassium two 

pore domain channel subfamily K member 3), dont l’équipe a démontré que les 

dysfonctions contribuent au développement de l’HTAP (voir partie 2.4.11.1 ). La sous-

expression de la kinase Src diminue la fonction de KCNK3, induisant une dépolarisation 

des cellules pouvant contribuer à la pathogenèse de l’HTAP induite par le dasatinib 

[208,209]. 
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Malgré plusieurs essais cliniques, la toxicité des inhibiteurs des RTK demeure un frein 

à la réussite de ces traitements, et plusieurs solutions sont étudiées afin de réduire les 

effets secondaires de ces molécules [201]. Actuellement, un essai clinique de phase 3 

est en cours pour l’imatinib inhalé, qui est bien toléré par les patients, évitant les effets 

systémiques provoqués par l’imatinib par voie orale [210].  

2.4.5.3  Fibroblast growth factor-2 

Le FGF-2 fait partie de la famille des FGF, composé de 23 membres. Il est secrété par 

différents types cellulaires, incluant les CE, fibroblastes et macrophages. Le FGF2 a une 

action grâce à sa liaison sur un récepteur à activité tyrosine kinase, le FGFR (FGFR1 et 

FGFR2). Une augmentation du taux circulant et de l’expression pulmonaire du FGF2 a 

été mise en évidence chez les patients atteints d’HTAP [211]. Cela est également le cas 

dans les modèles expérimentaux d’HTAP (rat exposé à la MCT et agneau dont l’HTAP 

a été développée par mise en place d’un pontage aorto-pulmonaire) [212,213]. De plus, 

in vitro les CE-AP isolées de patients atteints d’HTAP sécrètent plus de FGF-2 que les 

CE-AP des patients contrôles, et cette augmentation contribuait à l’hyperprolifération 

des CML-AP [214]. Cette surproduction de FGF-2 peut également être à l’origine d’un 

effet autocrine participant au maintien du phénotype hyperprolifératif et de la 

résistance à l’apoptose des CE pulmonaires de patients atteints d’HTAP [215]. Au 

contraire, la suppression de FGFR1 ou FGFR2 (par transgenèse) spécifiquement dans 

les CE de souris, favorise le développement de l’HTAP de ces souris exposées à 

l’hypoxie chronique. À l’inverse, les souris ayant une activation constitutive du FGFR1 

spécifiquement au niveau des CE sont protégées contre le développement l’HTAP 

induite par exposition l’hypoxie chronique [216]. Une fine régulation de la production 

et sécrétion du FGF2 semble donc importante dans le développement de l’HTAP. 

2.4.6  Sérotonine 

La sérotonine ou 5-hydroxytryptamine (5-HT) est une monoamine jouant un rôle de 

neurotransmetteur dans le système nerveux central et une hormone locale dans le 

système périphérique. La 5-HT est synthétisée à partir du L-tryptophane via l'activité 

de la tryptophane hydroxylase (TPH1), qui convertit le L-tryptophane en 5-hydroxy-L-

tryptophane. Cette dernière est convertie en sérotonine par la décarboxylase de l'acide 

L-aminé aromatique et la 5-hydroxytryptophane décarboxylase. La majorité de la 

production corporelle de 5-HT s’effectue par les cellules entérochromaffines de la paroi 
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intestinale. La 5-HT peut également être synthétisée au niveau de l’endothélium 

pulmonaire, et il a été montré que la TPH1 et la production de 5-HT est augmentée 

dans les CE-AP de patients atteints d’HTAP [217]. Un taux élevé de sérotonine 

périphérique circulante est associé au développement de l'HTAP [218]. Il existe un 

transporteur de la sérotonine (SERT) ainsi que 7 récepteurs (5-HT1 à 5-HT7). Grâce au 

SERT et au 5-HT1B et 5HT2B, la 5-HT peut avoir un effet paracrine sur les CML-AP en 

agissant sur la contraction ou la prolifération cellulaire par le biais de la voie des MAPK 

[219–221]. Il a été montré que le l’expression du récepteur 5-HT1B est augmentée dans 

les CML-AP de patientes atteintes d’HTAP, potentiellement provoqué par une 

diminution du microARN-96 (miR-96) médiée par les œstrogènes [222]. De plus, les 

inhibiteurs des récepteurs 5-HT1B, 5-HT2B ou du SERT ont permis de réduire ou inhiber 

l’HTAP expérimentale dans différents modèles [223–225]. La TPH1 est aussi retrouvée 

augmentée dans les modèles animaux d’HTAP, et son inhibition réduit le 

développement de l’HTAP expérimentale [226–228]. Il a été montré qu’après traitement 

par l’imatinib, des patients avaient des taux plasmatiques de sérotonine réduits par 

rapport au placebo, suggérant que l'imatinib pourrait réguler à la baisse la TPH1 via 

l'inhibition de la signalisation du PDGFβ [227]. En outre, l’inhibition du SERT a provoqué 

une aggravation des cas cliniques, la 5-HT s’accumulant et induisant l’activation des 

récepteurs [229,230]. Ces observations ont également été effectuées lors de 

l’apparition des HTAP induites par les médicaments suppresseurs d’appétit. En effet, le 

fenfluramine et ses dérivés sont des inhibiteurs de la recapture de la 5-HT et peuvent 

interagir directement avec le SERT, provoquant ainsi une augmentation des niveaux de 

sérotonine associée à une augmentation de la vasoconstriction des AP et une 

prolifération des CML-AP [231]. Cependant, de nombreux patients n’ont pas développé 

d’HTAP, supposant l’implication d’autres facteurs ou une prédisposition génétique 

provoquant l’apparition de l’HTAP induite par ces suppresseurs d’appétit.  

2.4.7  Dérégulations mitochondriales : métabolisme et stress oxydatif 

Depuis plusieurs années, des travaux étudient le rôle de la reprogrammation 

métabolique des cellules vasculaires pulmonaires dans la pathogenèse de l’HTAP. Dans 

la littérature, les CML-AP de patients atteints d’HTAP sont décrites pour présenter une 

transition glycolytique vers la glycolyse, une hyperpolarisation du potentiel de 

membranaire mitochondrial (ΔΨm) et une diminution de la production de ROS 

mitochondriales. 

Les mitochondries sont reconnues pour avoir un rôle primordial dans l’homéostasie 
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cellulaire, en produisant notamment l’ATP grâce à la phosphorylation oxydative. De 

plus, elles contrôlent la survie cellulaire et le processus apoptotique en cas de manque 

de nutriments (glucose, lipides, oxygène) [234]. En fonction des disponibilités et besoin 

en glucose et oxygène, les mitochondries peuvent passer de la voie classique 

aérobique de la phosphorylation oxydative, dépendant de l’oxygène, à une voie axée 

sur glycolyse anaérobie. Ce phénomène est notamment retrouvé dans les cellules 

cancéreuses, et est appelé effet Warburg [235]. Une transition vers la glycolyse 

anaérobie, similaire à l’effet Warburg, a été observée dans les CE et CML-AP de patients 

atteints d’HTAP [236,237]. Ce changement glycolytique a aussi été retrouvé dans le VD 

hypertrophié, avec une augmentation de l’absorption du glucose dans le VD corrélée 

avec la sévérité de l’HTAP [238]. 

HIF est un facteur de transcription régulateur de l’homéostasie liée à la disponibilité en 

oxygène jouant un rôle essentiel dans la régulation de ce changement glycolytique. 

C’est un complexe hétérodimérique composé d’une sous-unité sensible à l’oxygène 

HIF-α (3 isoformes, HIF-1α, HIF-2α, et HIF-3α) et une sous-unité insensible à l’oxygène 

HIF-1β, identifiée comme ARNT1-3 (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator). 

Une augmentation de l’expression de HIF-1α, HIF-1β ou HIF-2α est observée dans les 

poumons ou AP de patients atteints d’HTAP [239,240], bien qu’une étude a démontré 

la diminution de HIF-1α dans les CML-AP isolées de patients atteints d’HTAP [241]. Lors 

d’une déprivation en O2, les sous-unités HIF-α se stabilisent, se lient avec HIF-β et 

transloquent au noyau afin d’induire une réponse cellulaire adaptée à l’hypoxie. Cette 

signalisation régule de nombreux gènes impliqués dans le tonus artériel pulmonaire, 

la prolifération et l’apoptose, l’angiogénèse ou encore le métabolisme cellulaire. 

L’activation de HIF-1α régule la transcription de la pyruvate déshydrogénase kinase 

(PDK), qui peut inhiber la pyruvate déhydrogénase (PDH). La PDH catalyse la conversion 

du pyruvate en acétyl-CoA dans les mitochondries, facilitant ainsi l'entrée du substrat 

dans le cycle de Krebs. Dans les CML-AP, les cardiomyocytes et les fibroblastes du VD, 

l’activation de la PDK promeut la transition métabolique observée. L’expression de la 

PDK est d’ailleurs augmentée dans les AP de patients atteints d’HTAP [242]. L’inhibition 

de la PDK par le dichloroacétate réduit l’HTAP induite par exposition à l’hypoxie 

chronique ou la MCT chez le rat [243,244]. Une étude clinique de phase 1 menée sur 

des patients atteints d’HTAP, ayant déjà un traitement permettant d’avoir une 

condition clinique stable, a mis en évidence que l’inhibition de la PDK par le 

dichloroacétate a amélioré les mesures hémodynamiques des patients atteints d’HTAP 
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[242]. D’autres études indiquent également une augmentation de la glutaminolyse 

(passage de la glutamine en glutamate puis en α-cétoglutarate) et une altération de 

l’oxydation des acides gras dans les CE-AP et CML-AP de patients atteints d’HTAP [245]. 

Les mitochondries sont capables d’effectuer des processus de fission (division d’une 

organelle unique en deux indépendantes) ou de fusion (réaction opposée), pouvant 

contrôler la taille et le nombre de mitochondries dans la cellule. Dans les CML-AP de 

patients atteints d’HTAP, il est reporté une augmentation du nombre de petites 

mitochondries (fragmentation). Ceci est lié à la diminution de l’expression de la 

mitofusin-2 et l’augmentation conjointe de la protéine de fission DRP1 (dynamin-

related protein 1) [246]. 

Le ΔΨm a été décrit pour être hyperpolarisé dans des CML-AP de patients atteints 

d’HTAP, ainsi que certains modèles expérimentaux [244,247]. Effectivement, le ΔΨm 

(environ -200 mV) est généré par les pompes à protons de la chaîne de transport 

d’électron, lors de la phosphorylation oxydative. Cette énergie est exploitée par l’ATP 

synthase pour produire l’ATP. De plus, la modification du ΔΨm peut aussi influencer 

l’apoptose médiée par les mitochondries, le MTP (mitochondria transition pore), 

permettant la sortie de médiateur proapoptotique, étant dépendant du voltage. Les 

CML-AP hyperpolarisées sont donc plus résistance à l’apoptose.  

L'homéostasie calcique mitochondriale joue un rôle essentiel dans les processus 

métaboliques, notamment la respiration mitochondriale, la détection de l'oxygène et 

l'apoptose. Grâce à leur potentiel membranaire négatif, les mitochondries peuvent 

aussi directement réguler l’homéostasie calcique et la [Ca2+]i. Sur la membrane externe 

des mitochondries, des transporteurs dépendants du voltage permettent les 

mouvements du calcium entre le cytosol et l’espace intermembranaire. Le calcium est 

ensuite transporté à travers la membrane mitochondriale interne notamment par le 

MCU (mitochondrial calcium uniporter) ou le canal calcique TRPC3 [248]. Le MCU est 

un canal calcique sélectif à rectification entrante permettant l’entrée du calcium dans 

la matrice mitochondriale. Le calcium peut également sortir de la matrice 

mitochondriale par les échangeurs Na+/Ca2+ et H+/Ca2+. Les mitochondries ont aussi 

des sites de contact avec le RE ou la membrane plasmique, formant des microdomaines 

fortement concentrés en Ca2+. Hong et al. ont démontré, dans les CML-AP humaine et 

de rats exposés à la MCT, une diminution de l’expression de l’uniport MCU [249]. La 

diminution de l’expression de la MCU est associée à une augmentation de la [Ca2+]i et 

à une diminution du calcium mitochondrial. Dans les CML-AP de patients atteints 
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d’HTAP, la surexpression de la MCU induit une augmentation du calcium 

mitochondrial, une diminution de la [Ca2+]i, une diminution de la prolifération, de la 

migration, de la résistance à l’apoptose ainsi qu’une diminution de l’effet Warburg. 

Dans cette étude, ils ont aussi identifié que le miR-138 et 25 régulent négativement la 

MCU et que le traitement de rat exposé à la MCT avec les anti-miR-25 et 138 restaure 

l’expression de la MCU et ainsi atténue le développement de l’HTAP. 

Enfin, les mitochondries représentent une source majeure de ROS. Les ROS sont un 

groupe de molécules comme l’anion superoxyde (O2
−), le peroxyde d’hydrogène 

(H2O2), l’hypochlorite (OCl−) et le radical hydroxyle (OH−), pouvant notamment se lier 

à des protéines grâce à des résidus cystéine et tyrosine, aux lipides ou à l’acide 

désoxyribonucléique (ADN) [250]. Durant la phosphorylation oxydative, des électrons 

sont formés par le complexe I et III mitochondriaux. Ces électrons interagissent avec 

l’O2 pour former l’anion superoxyde (O2
−). Ces superoxydes ainsi formés peuvent être 

convertis en peroxyde d’hydrogène (H2O2) par la superoxyde dismutase (SOD), avec 

SOD1 dans l’espace intermembranaire, SOD2 dans la matrice mitochondriale. Dans 

l’HTAP, les mROS sont diminués, avec une diminution d’expression des SOD1, 2 et 3, 

ainsi que dans les modèles expérimentaux d’HTAP et particulièrement de la SOD2 dans 

les lésions plexiformes et les AP humaines de patients atteints HTAP [251–254]. L’H2O2 

peut activer certains facteurs de transcription, comme HIF-1α.  

L’activation de HIF-1α provoque la diminution de l’expression des canaux potassiques 

Kv1.5, entraînant une dépolarisation membranaire, l’ouverture des canaux calciques 

dépendant du voltage et ainsi la contraction cellulaire [252]. De plus, l’influx de calcium 

par les canaux calciques dépendants du voltage, activant notamment le facteur de 

transcription NFAT (nuclear factor of activated T-cells). De plus, l’augmentation de la 

concentration K+ intracellulaire peut également provoquer la résistance à l’apoptose 

ou la prolifération des CML-AP, par inhibition de l’activité des caspases. 

Ces dérégulations mitochondriales (sont caractéristiques des CE-AP et CML-AP de 

patients atteints d’HTAP. Cependant, il n’est pas encore clair si cette reprogrammation 

métabolique est une cause ou une conséquence du remodelage vasculaire afin de 

s’adapter à l’hyperprolifération cellulaire. 

2.4.8  Modifications épigénétiques 

Les dérégulations épigénétiques ayant lieu chez les patients atteints d’HTAP sont de 

plus en plus étudiées. Les mécanismes épigénétiques modifient l’expression de certains 
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gènes, sans affecter la séquence d’ADN, à cause d’un impact sur la chromatine, 

l’expression et l’accessibilité des gènes. Ces modifications peuvent survenir par une 

méthylation de l’ADN, une modification des histones ou encore les microARN (miR) 

non codants. 

Premièrement, une augmentation de l’expression de l’ADN méthyltransférase 3β a été 

observée dans les CML-AP, mais pas dans les CE-AP, de patients atteints d’HTAP [255]. 

Cette augmentation a aussi été retrouvée dans les poumons de rats exposés à l’hypoxie 

chronique ou à la MCT. Cette augmentation a été retrouvée dans les CML-AP humaines 

traitées au PDGF-BB, et l’inhibition de l’ADN méthyltransférase 3β a induit une 

migration et prolifération de ces cellules, supposant un rôle protecteur. Une 

augmentation globale de la méthylation de l’ADN est également retrouvée dans les 

CE-AP de patients atteints d’HTAP. Des différences de méthylations, qui ne dépendent 

pas de l’âge, du sexe ou des causes génétiques de l’HTAP, sont retrouvées sur des 

promoteurs de gènes ayant un lien avec la contraction cardiaque, l’inflammation, mais 

surtout le transport des lipides et du cholestérol. Par ailleurs, Archer et al. ont identifié 

une hyperméthylation dans le gène de SOD2, responsable d’une diminution de son 

expression (similaire à l’humain), chez les rats fawn-hooded (FR), développant une HTP 

spontanée [256]. L’inhibition de cette méthylation par la 5-aza-2'-deoxycytidine 

(inhibiteur d’ADN methyltransférase) a permis de réduire la prolifération, la fonction 

mitochondriale et favoriser l’apoptose des CML-AP de rats FH. Cette méthylation étant 

réversible, elle pourrait être un mécanisme intéressant pour traiter la fonction 

mitochondriale chez les patients atteints d’HTAP.  

Le niveau d’acétylation des histones composant la chromatine est régulé en partie par 

les histones désacétylases (HDAC). Les HDAC retirent les groupes acétyles des histones 

et répriment la transcription de l'ADN en resserrant la chromatine. Zhao et al. ont 

montré que l’expression des HDAC1, 4 et 5 est augmentée dans les poumons de 

patients atteints d’HTAP [257]. Les différentes études menées sur les différents modèles 

expérimentaux d’HTAP, chez le rat, sont limitées par l’utilisation d’inhibiteur à spectre 

large des HDAC [258]. Cependant, Boucherat et al. ont rapporté une augmentation du 

niveau d’expression d’HDAC6, une histone déacétylase exclusivement cytoplasmique, 

dans les poumons et AP de patients atteints d’HTAP ainsi que dans les modèles 

expérimentaux de rats induits par exposition à la MCT ou le Sugen/hypoxie [259]. 

L’inhibition de l’activité de l’HDAC6 diminue la prolifération, la résistance à l’apoptose 

et la migration des CML-AP HTAP, et l’inhibition pharmacologique sur des rats exposés 
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à la MCT ou le Sugen/hypoxie réduit le développement de l’hypertension pulmonaire.  

Les micro ARN (miR) sont des ARN non codants de 21 à 25 nucléotides capables de 

réguler l’expression de très nombreux gènes en se fixant de manière complémentaire 

sur les ARNm. Les miR jouent ainsi un rôle important de régulation de la prolifération, 

migration, l’apoptose et la différenciation. Il a été démontré que les miR peuvent être 

régulés par l’hypoxie (plusieurs miR peuvent être régulés par HIF-1α). De plus, 

différents miR peuvent affecter la signalisation BMP/Smad, PPARγ, la voie Rho/ROCK 

ou des canaux ioniques de la membrane plasmique [260–262,258]. En 2011, Courboulin 

et al. ont identifié six miR surexprimés dans les CML-AP de patients atteints d’HTAPi 

(miR-450a, miR-145 miR-302b, miR-27b, miR-367, et miR-138-5p) [263]. De plus, ils 

ont mis en évidence une diminution de l’expression de miR-204, que son expression 

est corrélée à la sévérité de l’HTAP humaine (également chez les rats exposés à la MCT) 

et qu’elle est régulée par le PDGF, l’ET1 et l’AngII. L’apport ectopique de miR-204 au 

niveau des CML-AP de patients atteints d’HTAP a provoqué une diminution de la 

prolifération et de la résistance à l’apoptose tandis que son administration in vivo par 

nébulisation chez le rat a permis d’atténuer l’HTAP induite par la MCT. De plus, au sein 

de l’équipe il a été mis en évidence que l’inhibition du miR-138-5p (par nébulisation 

avec un anti-miR-138-5p), dont l’expression est augmentée dans les poumons de rats 

exposés à la MCT, réduit le remodelage vasculaire pulmonaire, la prolifération cellulaire 

et ainsi le développement de l’HTAP. Son inhibition permet également de réduire 

l’inflammation et les infiltrations de cellules inflammatoires. Un des sites d’action du 

miR-138-5p se situe dans la région 3’UTR de KCNK3, dont l’expression est diminuée 

dans les poumons de rat exposés à la MCT, et la nébulisation de l’anti-miR-138-5p a 

permis de restaurer l’expression de l’ARNm de KCNK3.  

La compréhension de tous ces mécanismes de régulation ainsi que les différentes 

interactions dans l’HTAP est incomplète, mais certaines cibles thérapeutiques 

commencent à émerger. 

2.4.9  Remodelage de la matrice extracellulaire 

Dans l’HTAP, il est établi que le remodelage de la matrice extracellulaire (MEC) forme 

un milieu permissif favorisant l’angiogenèse, la motilité, la prolifération et 

différenciation des cellulaires vasculaires ainsi que le recrutement de cellules 

inflammatoires. L’expansion de la MEC au sein des différentes couches de la paroi 

vasculaire pulmonaire entraîne la fibrose, conduisant à la rigidité des artères 
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pulmonaires observée dans l’HTAP [58]. La composition de la MEC est régulée par la 

balance entre les enzymes protéolytiques et leurs inhibiteurs endogènes. Ces enzymes 

sont notamment les MMP (métalloprotéinases matricielles), ADAM (a disintegrin and 

metalloprotease), les sérine élastases et les lysyl oxydases. Les MMP peuvent être 

régulées par leurs inhibiteurs, les TIMP (tissue inhibitors of MMP). L’expression et 

l’activité de ces enzymes peuvent également être modulées par différents facteurs de 

croissance et cytokines au sein même des cellules vasculaires pulmonaires. L’infiltration 

des cellules immunitaires représente une source majeure de ces protéases [264]. Ces 

MMP peuvent avoir une action directe ou indirecte sur le phénotype des cellules 

vasculaires pulmonaires, notamment en condition pathologique. De plus, il a été 

prouvé que ces enzymes peuvent libérer des facteurs de croissance ou des substances 

vasoactives sous forme active en dégradant la MEC [265]. 

Premièrement, il est retrouvé une accumulation de collagène dans les AP de patients 

atteints d’HTAP. L’analyse du collagène total dans les AP de patients atteints d’HTAP a 

mis en évidence qu’il y avait une plus forte déposition de collagène dans l’intima, puis 

la média et enfin au niveau périvasculaire [252]. De plus, dans l’intima et la média des 

AP de patients atteints d’HTAP, il est retrouvé une plus forte expression des gènes 

codant pour des collagènes : COL14A1 (collagen Type XIV Alpha 1 Chain), COL4A5 

(collagen type IV alpha 5 chain) et COL18A1 (collagen type XVIII alpha 1 chain). De plus, 

dans l’intima et la média d’AP de patients atteints d’HTAPi, il a été retrouvé une 

augmentation de l’ARNm de la MMP19 et ADAM associée à une diminution de MMP-

10, ADAM17, TIMP1 et TIMP3 [252]. Dans une seconde étude, une augmentation de 

TIMPR-1 et une diminution de MMP-3 ainsi qu’une augmentation de l’activité de MMP-

2 (augmentation de la forme active) dans les CML-AP isolées de patients atteints 

d’HTAP [253].  

Dans le modèle de rat exposé à l’hypoxie chronique ou la MCT, il a été montré que 

l’utilisation d’inhibiteur de la sérine élastase réduit le remodelage vasculaire 

pulmonaire et réduit le développement de l’HTAP [268]. De plus, dans le modèle 

d’hypoxie chronique, une diminution du développement de l’HTAP a été observée chez 

des souris transgéniques ayant une surexpression de l’élafine (inhibiteur physiologique 

de la sérine élastase) [269]. L’administration d’un inhibiteur de la synthèse du collagène 

(cis-4-hydroxy-l-proline) a réduit le dépôt de collagène et d’élastine ainsi que le 

remodelage vasculaire pulmonaire et atténue le développement de l’HTAP chez des 

rats exposés à l’hypoxie chronique [270]. L’inhibition in vivo des MMP a donné des 
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résultats nuancés sur le remodelage vasculaire pulmonaire en fonction du modèle 

animal et du type d’inhibiteur utilisé [264]. De plus, en l’absence d’inhibiteur sélectif, 

l’efficacité clinique des inhibiteurs est limitée avec l’apparition de syndrome 

musculosquelettique [271]. 

Les mécanismes régulant le remodelage de la MEC doivent encore être étudiés, mais 

la dérégulation des enzymes et de leurs inhibiteurs physiologiques semble jouer un 

rôle important dans le la production anormale de composants de la MEC et dans la 

libération de facteurs de croissances ou de substances vasoactives et ainsi sur le 

développement de l’HTAP. 

2.4.10  La dérégulation du système immunitaire 

Les études menées ces dernières années ont montré que les cellules vasculaires 

pulmonaires ont une signature pro-inflammatoire prononcée et représentent une 

source importante de cytokine, chimiokines et molécules d’adhésion des cellules 

inflammatoires. 

Des concentrations anormalement élevées de cytokines et chimiokines 

proinflammatoires sont retrouvées dans le sérum de patients atteints d’HTAP. En effet, 

des taux élevés d’Iinterleukines 1β (IL1β), un élément clé de la réponse inflammatoire, 

ainsi que d’IL-6, une cytokine pléiotrope, ont été retrouvés chez des patients atteints 

d’HTAP, ces niveaux étant corrélés au degré de sévérité de la maladie [272,195]. Il a 

d’ailleurs été reporté que l’IL-1β stimule la prolifération et la contraction des CML-AP 

par inhibition de la voie de la prostacylcine et diminution de la production d’AMPc via 

la diminution de l’activité de l’adénylate cyclase [273]. L’élévation des taux circulant 

d’IL-6 est également corrélée à l’aggravation de la fonction ventriculaire droite [274]. 

De plus, une augmentation de l’expression du récepteur de l’IL-6 a été mise en 

évidence dans les CML-AP de patients atteints d’HTAP [275]. Cette surexpression est 

liée à la résistance à l’apoptose des CML-AP, l’inhibition du récepteur par un anticorps 

spécifique ou un antagoniste permettant de réduire la survie des cellules. Chez les 

souris transgéniques, la surexpression de l'IL-6 a provoqué un remodelage vasculaire 

pulmonaire et le développement spontané d’une HTAP [276]. L’IL-6 est également 

impliquée dans l'inflammation pulmonaire induite par l'hypoxie et le remodelage 

vasculaire pulmonaire, la suppression de l’IL-6 ou le blocage de son récepteur réduisant 

l’HTAP expérimentale [277,278]. De plus, la délétion du récepteur à l’IL-6 dans des 

souris transgéniques prévient le développement de l’HTAP induite par hypoxie 
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chronique.  

D’autres cytokines, comme l’IL-13, ont également été retrouvées dans les lésions 

plexiformes et les infiltrats inflammatoires pulmonaires de patients atteints d’HTAP, 

ainsi que dans le plasma de patients atteints d’une HTAP associée à une sclérodermie 

systémique, mais leurs implications dans l’HTAP ne sont pas totalement claires [279]. 

Le taux d’IL-18 est aussi supérieur dans le sérum de patients atteints d’HTAP et son 

récepteur, notamment présent sur les CML-AP, peut participer à leur migration et donc 

l’épaississement de la couche musculaire lisse vasculaire [280,281]. 

Des taux élevés, de plusieurs chimiokines, comme les CCL2 ou MCP1 (monocyte 

chemoattractant protein 1) et CCL5 (Chemokine (C-C motif) ligand ou RANTES), ont été 

observés dans le plasma et les poumons de patients atteints d’HTAP [282–284]. CCL2 

et CCL5 sont produites par les cellules vasculaires pulmonaires et leur rôle est 

notamment d’attirer et d’activer différentes cellules immunitaires. L’administration d’un 

inhibiteur de CCL2 freine la progression de l’HTAP dans le modèle MCT [285]. Il est 

observé un effet similaire sur des souris Sugen/hypoxie déficientes en CCL5, suggérant 

une implication des cellules immunitaires dans le remodelage vasculaire pulmonaire 

[286]. Une augmentation d’expression de CXCL12 (CXC-chemokine stromal cell-derived 

factor 12) et de CX3CL1 (aussi appelé Fractalkine) est aussi retrouvée dans les cellules 

vasculaires pulmonaires de patients atteints d’HTAP [287–290]. Ce constat est aussi 

retrouvé dans différents modèles expérimentaux [291,292]. 

En outre, l’endothélium pulmonaire surexprime plusieurs molécules facilitant 

l’adhésion et le recrutement de cellules inflammatoires sur la paroi vasculaire 

pulmonaire : ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1), VCAM-1 (vascular cell 

adhesion molecule 1), E-selectin et P-selectin [293].  

Une inflammation périvasculaire pulmonaire est également observée dans les 

différentes formes d’HTAP ainsi que dans les différents modèles expérimentaux d’HTAP 

[294,295]. Cette inflammation est majoritairement constituée d’infiltrats de cellules 

immunitaires, associés avec une augmentation des cytokines pro-inflammatoires. Les 

cellules immunitaires retrouvées peuvent provenir du système immunitaire innée, 

comme les monocytes/macrophages, cellules dendritiques et mastocytes ou du 

système immunitaire adaptatif comme les lymphocytes T et lymphocytes B [296–298]. 

En outre, ces infiltrats sont retrouvés de manière plus importante autour des lésions 

plexiformes et ont été reliés à l’aggravation de l’HTAP [272,299].  
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Enfin, il a été mis en évidence des autoanticorps circulants chez les patients atteints 

d’HTAP, sans pathologie auto-immune associée [300]. Ces anticorps peuvent réagir aux 

protéines sécrétées par les cellules vasculaires pulmonaires. La formation de follicules 

lymphoïdes tertiaires aux environs des vaisseaux remodelés ainsi que le dépôt 

d’immunoglobulines au niveau des lésions vasculaires a également été mise en 

évidence [301].  

En outre, plusieurs pathologies inflammatoires (VIH, connectivite, infection parasitaire) 

sont reliées au développement de l’HTAP. Le lien entre le système immunitaire et 

l’HTAP est complexe, incluant de nombreux acteurs, mais semble influencer le 

développement de la maladie.  

Cependant, les traitements aux stéroïdes ou à l’aspirine ne sont pas efficaces dans 

l’HTAPi ou l’HTAP héritable [58,302]. À part dans l’HTAP associé à des maladies du tissu 

conjonctif, en particulier l’HTAP associée au lupus érythémateux disséminé, pour 

lesquelles les études actuelles soutiennent l’utilisation d’une thérapie, l’utilisation 

d’immunosuppresseur dans l’HTAPi ou héritable n’est pas recommandée. Cela 

démontre qu’il est nécessaire d’avoir une meilleure compréhension des mécanismes 

immunopathologiques afin d’avoir une approche plus thérapeutique et 

potentiellement complémentaire pour la prise en charge de l’HTAP.  

2.4.11  La dérégulation des canaux ioniques 

Le transport des ions à travers la membrane plasmique, qui est imperméable aux ions, 

est essentiel au maintien de la balance électrophysiologique. Ce transport peut 

s’effectuer par des transporteurs ou pompes, principalement grâce à une réaction 

enzymatique permettant le passage de l’ion, contrairement aux canaux ioniques qui 

permettent le passage des ions à travers la membrane plasmique en fonction de leur 

gradient électrochimique.  

En effet, la membrane plasmique des cellules agit comme un isolant électrique, créant 

une séparation de charge entre le milieu extracellulaire et le milieu intracellulaire. La 

distribution des ions n’étant pas homogène de chaque côté de la membrane, une 

différence de potentiel électrique de part et d’autre de la membrane est formée. Cette 

différence est appelée le potentiel de membrane. Ce potentiel de membrane est la 

résultante de la distribution inégale des ions de part et d’autre de la membrane et de 

la sélectivité des canaux aux différents ions. La distribution inégale des ions est assurée 

par la présence de transport actif, comme les pompes, qui permettent le passage d’un 
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ion à travers la membrane plasmique contre son gradient électrochimique. Cela 

nécessite une source d’énergie, comme notamment l’hydrolyse de l’ATP. La spécificité 

de la membrane aux différents ions est déterminée par l’ouverture des différents 

canaux ioniques. Quand ils sont ouverts, les canaux ioniques permettent le passage 

d’ions spécifiques (Na+, Ca2+, K+, Cl-) à travers la membrane plasmique. Ces canaux 

peuvent être constitutivement actifs ou modulés par différents stimuli (signalisation, 

potentiel de membrane, mécanique, réserve intracellulaire). 

Lorsque la cellule est au repos, son potentiel de membrane est appelé potentiel de 

repos. Celui-ci varie en fonction des types cellulaires, et dépend des concentrations 

ioniques des milieux extracellulaire et intracellulaire et de la perméabilité de la 

membrane aux différents ions. Au repos, quasiment toutes les cellules de mammifères 

sont principalement perméables à l’ion K+, leur potentiel de membrane est donc 

proche du potentiel d’équilibre de l’ion K+ (-90 à -80 mV). Le potentiel de repos des 

CML-AP est situé entre -60 et -40 mV et -55 à -30 mV dans les cellules non excitables 

(y compris les CE-AP).  

Les ions étant chargés positivement ou négativement, leur mouvement va provoquer 

une modification des charges d’un côté à l’autre de la membrane, provoquant un 

gradient électrique. Le gradient électrique forme avec le gradient chimique (attirant les 

ions en fonction de leurs concentrations) le gradient électrochimique. Les ions ont donc 

un potentiel d’équilibre pour lequel les gradients chimique et électrique s’opposent de 

manière égale. Le flux net de l’ion est alors nul.  

Le calcium est beaucoup plus concentré à l’extérieur de la cellule (1 à 2 mM) que à 

l’intérieur (100 à 200 nM). De ce fait, le potentiel d’équilibre du Ca2+ est situé à environ 

183 mV. Ainsi, lorsque des canaux sont ouverts, le gradient chimique, mais aussi 

électrique du Ca2+ va provoquer son entrée dans la cellule (Figure 15). 
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Figure 15 : Concentration et gradients électriques et chimiques des principaux ions dans les 

cellules de mammifères [303] 

Les canaux ioniques sont connus pour jouer un rôle important dans le système 

vasculaire pulmonaire, en contrôlant l’homéostasie calcique, le tonus vasculaire, la 

prolifération/apoptose et migration cellulaire ou encore l’angiogenèse (voir partie 3.1 ). 

Dans l’HTAP, leurs dérégulations peuvent être à l’origine du développement de la 

pathologie ou secondaire aux modifications de l’environnement cellulaire, contribuant 

à l’aggravation de l’HTAP [304]. 

2.4.11.1  Les canaux potassiques 

2.4.11.1.1  Canaux Kv 

Dès 1998, Yuan et al. ont mis en évidence une dysfonction des canaux Kv1.5 (canaux 

potassiques dépendant du voltage, codé par le gène KCNA5), responsable de 

l’augmentation de la [Ca2+]i provoqué par la diminution du courant Kv (Ikv) dans les 

CML-AP de patients atteints d’HTAP [305]. La sous-expression des canaux Kv1.5 par 

oligonucléotides antisens ou short interfering ARN (siARN) entraîne une dépolarisation 

membranaire et une augmentation de la [Ca2+]i provoquant une constriction des AP, la 

prolifération et la résistance à l’apoptose des CML-AP [303,306]. De plus, une 

diminution de l’expression de l’ARNm de Kv1.5 est retrouvée dans les poumons de 

patients atteints d’HTAP portant une mutation BMPR2. Également, l’expression 



 
50 

protéique et la fonction de Kv1.5 est augmenté dans les CML-AP humaines traitées 

avec du BMP2, suggérant une régulation de la voie BMP2 sur le canal Kv1.5 [307]. Par 

la suite, il a aussi été mis en évidence que l’expression des canaux Kv1.5 pouvait être 

régulée par l’activation des récepteurs aux protéines G à l’ET-1, à la 5-HT et au TXA2 

via le clivage du PIP2 en IP3 et DAG [307,308]. Une diminution de l’expression de Kv1.5 

est retrouvée dans les CML-AP de souris et de rats exposés à l’hypoxie chronique ainsi 

que dans les poumons de rats exposés à la MCT ou au protocole Su/Hx [262,309,310]. 

Dans le modèle d’hypoxie chronique, il a été mis en évidence que la surexpression de 

HIF-1α provoque la diminution d’expression de Kv1.5. Le canal Kv1.5 est également 

sensible à l’hypoxie, l’exposition in vitro de CML-AP surexprimant Kv1.5 à une hypoxie 

aiguë provoquant une diminution du courant Kv [311]. De plus, il a été démontré que 

la réexpression de Kv1.5 in vivo par l’utilisation d’adénovirus atténue le développement 

de l’HTAP chez des rats exposés à l’hypoxie chronique [312]. 

Il a également été mis en évidence des SNP dans le gène KCNA5. En 2007, Remillard 

et al. ont identifié 17 SNP dans une cohorte de patients atteints d’HTAP [303]. Ni 

l’expression ni la fonction du canal ont été testées, mais ces SNP sont localisées dans 

les régions traduites ou du promoteur. Wipff et al. ont également identifié 4 SNP chez 

des patients atteints d’HTAP associée à une sclérose systémique [313,314]. En 2023, 

sept nouveaux variants ont été identifiés au sein d’une cohorte espagnole de patients 

atteints d’HTAP avec une prévalence d’environ 1 %. Il est confirmé que deux de ces 

variants entraînent une diminution de la fonction de Kv1.5. Néanmoins, la 

pathogénicité de ces SNP est incertaine et est encore à confirmer [315]. 

En outre, il a récemment été identifié un patient, atteint de sclérose en plaques et traité 

avec la 4-aminopyridine (inhibiteur des canaux Kv), qui a développé une HTAP 

réversible à l’arrêt du traitement [316]. En outre, la 4-aminopyridine est aussi connu 

pour réduire la fonction du canal KCNK3 [317]. 

2.4.11.1.2   Canaux KCNK3 

Le canal KCNK3, aussi appelé TWIK-related acid-sensitive K+ Channel 1 (TASK-1) est un 

canal potassique à deux domaines pores. C’est un canal ubiquitaire, qui participe au 

maintien du potentiel de repos des cellules et du tonus vasculaire [318,319].  

Plusieurs mutations ont été identifiées chez des patients atteints d’HTAP, notamment 

sur le gène codant pour le canal KCNK3 avec l’identification de 28 différentes mutations 

chez 39 patients [30,320,321]. 4 porteurs sains ont également été identifiés. Ces 
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mutations hétérozygotes sont observées dans des formes sporadiques ou familiales 

d’HTAP. Les patients atteints d’HTAP et porteurs d’une mutation KCNK3 sont plus âgés 

au moment du diagnostic et ont une PAPm plus élevée (âge médian de 28 ans et 76 

mmHg de PAPm contre 42 ans et 56,4 de PAPm pour les patients atteints d'HTAP 

idiopathique) [322]. Parmi ces mutations, 8 ont été fonctionnellement caractérisées et 

entraînent une perte de fonction du canal KCNK3. Parmi elles, la fonction de KCNK3 a 

pu être restaurée dans 2 cas grâce au ONO-RS-082 (un activateur de KCNK3), 

suggérant qu’une approche pharmacologique pourrait être utilisée sur ces cas d’HTAP.  

De plus, une diminution de l’expression de KCNK3 est observée dans les CE-AP et CML-

AP de patients atteints d’HTAPi ou d’HTAP héritable porteurs de la mutation BMPR2. 

Une diminution de la fonction de KCNK3 est également observée dans les CML-AP de 

patients atteints d’HTAPi. Cette diminution est également retrouvée dans les CE-AP et 

CML-AP de rats exposés à la MCT. Son inhibition pharmacologique ou sa sous-

expression par siARN provoque une dépolarisation de la membrane des CML-AP [319]. 

Les CML-AP isolées de rat avec une mutation perte de fonction sont aussi dépolarisés 

[323].  

La sous expression de KCNK3 par siARN augmente la prolifération des CML-AP 

contrôles, en corrélation avec une augmentation de l’expression de HIF-1α et une 

phosphorylation exacerbée de ERK1/2, caractéristique de l’HTAP, et a provoqué la 

dépolarisation et la fragmentation des mitochondries. Une analyse protéomique 

menée sur les CE-AP et CML-AP humaines avec une sous-expression de KCNK3 par 

siARN, a mis en évidence que la perte de KCNK3 favorisait la prolifération et la 

migration des CML-AP ainsi que la résistance à l’apoptose et le changement 

métabolique opérant dans les CE-AP [324]. 

In vivo, l’inhibition chronique de KCNK3 avec le A293 induit une prolifération des 

cellules vasculaires pulmonaires et des pressions systoliques du VD. Les rats avec une 

mutation perte de fonction pour KCNK3 développent spontanément une 

néomuscularisation des vaisseaux pulmonaires associée à une élévation de la pression 

systolique du VD et des résistances vasculaires pulmonaires, démontrant que la perte 

de fonction de KCNK3 chez le rat est suffisante pour provoquer une HTAP [323]. De 

plus, l’exposition de ces rats à l’hypoxie chronique ou à la MCT a induit une aggravation 

de l’HTAP comparé aux rats ne possédant pas la mutation KCNK3.  

L’activation pharmacologique de KCNK3 pourrait être une approche intéressante pour 

l’HTAP, cependant chez certains patients cette expression est totalement perdue, 
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limitant la possibilité d’un traitement pharmacologique. Cela pourrait être pallié par 

une thérapie personnalisée ou un traitement permettant de réexprimer KCNK3 dans 

les cellules vasculaires pulmonaires.  

2.4.11.1.3   Canaux ABCC 

Depuis 2018, 45 variants du gène ABCC8 (ATP binding cassette subfamily C member 8), 

codant pour le Sulfonylurea receptor 1 (SUR1) ont également été identifiés chez des 

patients atteints d’HTAP [17,325,326]. SUR1 est une sous-unité régulatoire du canal 

potassique Kir6.2 [327]. Les conséquences sur la fonction du canal SUR1/Kir6.2 ont été 

étudiées pour 12 de ces variants, démontrant une diminution de la fonction. Le 

traitement avec un activateur de SUR1, le diazoxide, a restauré la fonction de 8 de ces 

variants. Selon des études in silico, 9 autres variants seraient pathogènes, mais cela 

reste à confirmer grâce à d’autres approches [325,326,328]. Les patients atteints 

d’HTAP et porteurs de variants ABCC8 sont particulièrement jeunes au moment du 

diagnostic (âge médian de 14 ans contre 42 ans pour les patients atteints d’HTAP 

idiopathique). Nous avons mis en évidence qu’il n’y a pas de différence d’expression 

de SUR1 ou Kir6.2 dans les CE-AP ou CML-AP de patients atteints d’HTAP comparé aux 

patients contrôles. Cependant, l’activation pharmacologique SUR1/Kir6.2 entraîne une 

diminution de la prolifération des CE-AP et CML-AP isolées de patients atteints d’HTAP, 

la vasodilatation des AP de patients atteints d’HTAP et l’activation pharmacologique 

de SUR1 in vivo réduit le développement de l’HTAP dans deux modèles expérimentaux 

chez le rat [309]. Ces résultats, auxquels j’ai contribué durant ma thèse, suggèrent un 

intérêt pour l’activation pharmacologique de SUR1 dans les patients atteints d’HTAP.  

En 2014 a été identifié des mutations gain de fonction dans le gène ABCC9 (ATP 

binding cassette subfamily C member 9), codant pour la protéine Sulfonylurea receptor 

2 (SUR2). SUR2 forme un canal potassique avec Kir6.1. Ces mutations gain de fonction 

provoquent le syndrome de Cantu (notamment caractérisé par une hypertrichose 

congénitale et des anomalies cardiaques) [329]. Certains de ces patients ont développé 

une HTAP secondaire à ces anomalies. Au niveau cellulaire, nous n’avons pas trouvé de 

différence d’expression dans les CE-AP ou CML-AP de patients contrôles ou atteints 

d’HTAP [330]. In vitro, l’activation de SUR2 induit une diminution de la prolifération et 

de la migration. Nous avons également montré que l’activation pharmacologique de 

SUR2 induit une forte relaxation des AP d’humains et de rats, et l’activation in vivo 

réduit le développement de l’HTAP expérimentale. Au cours de ma thèse, j’ai contribué 

à ces résultats qui soulignent que l’activation pharmacologique de SUR2 peut être 
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considérée comme une cible thérapeutique d’intérêt pour les patients atteints d’HTAP. 

2.4.11.2  Les canaux chloriques 

Certains canaux chloriques (Cl-) sont également impliqués dans la physiopathologie de 

l’HTAP, notamment avec les canaux TMEM16A (aussi appelé anocatmine-1) et CFTR 

(Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator).  

TMEM16A, codé par le gène ANO1, fait partie avec TMEM16B des canaux Cl- activé par 

le Ca2+. TMEM16A est régulé directement par le Ca2+ cytosolique, mais aussi 

indirectement par son interaction avec la calmoduline [331]. L’activation de TMEM16A 

favorise la dépolarisation de la membrane et peut induire l’ouverture des CCDV (canaux 

calciques dépendants du voltage), provoquant l’influx de Ca2+ et la contraction 

cellulaire [332]. Papp et al. ont démontré une augmentation de l’expression de l’ARNm, 

de la présence de la protéine à la membrane ainsi que de la fonction de TMEM16A 

dans les CML-AP de patients atteints d’HTAPi [333]. Une seconde étude a permis de 

mettre en évidence une augmentation d’expression dans les CE-AP de patients atteints 

d’HTAP. La surexpression de TMEM16A dans les CE-AP contrôles induit une 

augmentation de la [Ca2+]i, des stocks Ca2+ du RE et de l’influx SOCE. Cette 

surexpression entraîne l’augmentation de la prolifération, migration et de la capacité à 

former des tubes in vitro [334]. L’inhibition pharmacologique de TMEM16A par le 

benzbromarone et la sous-expression par siARN a repolarisé les CML-AP atteints 

d’HTAPi. De plus, chez les souris exposées à l’hypoxie chronique ou les rats exposés à 

la MCT, le traitement avec du benzbromarone a amélioré le remodelage vasculaire 

pulmonaire et la pression systolique du VD. L’hypertrophie du VD a été améliorée dans 

le modèle MCT, mais pas chez les souris exposées à l’hypoxie chronique. L’ensemble 

de ces résultats suggèrent que TMEM16A est une nouvelle cible thérapeutique 

important pour le traitement de l’HTAP. 

CFTR est une protéine transmembranaire exprimée par les tissus épithéliaux, mais aussi 

les CE-AP, CML-AP et cardiomyocytes. C’est une protéine membranaire dépendante de 

l’AMPc ayant une activité régulée par l’ATP. CFTR permet le transport du Cl- et du 

bicarbonate à travers la membrane plasmique. En 2019, Papp et al. ont mis en évidence 

une diminution de l’expression de CFTR dans les CML-AP de patients atteints d’HTAP 

[333]. Récemment, mon équipe au laboratoire a également retrouvé cette diminution 

d’expression dans les CML-AP, mais aussi dans les CE-AP de patients atteints d’HTAP, 

ainsi que dans les AP de rats exposés à la MCT et à l’hypoxie chronique [335]. 
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L’activation de CFTR induit une relaxation des AP de rats et des AP humaines et cette 

relaxation est diminuée dans les AP de patients atteints d’HTAP ou dans les AP de rats 

exposés à l’hypoxie chronique ou la MCT.  

De plus, in vivo, l’inhibition chronique de CFTR induit une prolifération cellulaire dans 

l’endothélium et la média des AP, une néomuscularisation des vaisseaux ainsi qu’une 

augmentation de la pression systolique du VD. L’inhibition chronique de CFTR chez les 

rats exposés à la MCT a aggravé l’augmentation de la pression systolique du VD 

provoqué par la MCT. Chez les rats transgéniques avec une mutation de CFTR 

(F508delCftr), une néomusculariastion des vaisseaux pulmonaires est également 

retrouvée. De plus, il a été observé chez les patients atteints de mucoviscidose sévère 

(mutation F508delCFTR) une hypertrophie de la média et une fibrose intimale. Enfin, 

une seconde étude a démontré que l’inhibition de CFTR dans les CE humaines 

provoque un état pro-inflammatoire responsable d’une augmentation de l’adhésion 

des leucocytes à l’endothélium, suggérant un rôle similaire dans le développement de 

l’HTAP [336,337].  

2.4.11.3  Canaux calciques 

De par son rôle de régulateur de la contraction, mais aussi de nombreux autres 

mécanismes cellulaires impliqués dans le remodelage vasculaire, l’homéostasie et la 

dynamique calcique sont primordiales dans le contexte physiologique et 

physiopathologique. Ce sujet est abordé dans la troisième partie de cette introduction 

(voir partie 3 ). 

2.4.11.1  Autres canaux membranaires 

Quelques études se sont intéressées au rôle des canaux sodiques (Na+) sur le 

développement de l’HTAP. Geraci et al. ont mis en évidence une augmentation de 

l’expression du SCN1B (sodium channel subunit beta-1), dans les poumons de patients 

atteints d’HTAPi [338]. Cette sous-unité β1 forme un canal Na+ dépendant du voltage 

pouvant jouer sur la vasoconstriction et le remodelage vasculaire observé dans l’HTAP. 

En 2018, Gräl et al. ont identifié, chez des patients atteints d’HTAP, des variants dans le 

gène AQP1 codant pour le la protéine membranaire aquaporine 1. La protéine 

aquaporine 1 (AQP1) transporte de l’eau à travers les cellules et peut réguler la 

migration et l’angiogenèse des CE. Les patients atteints d’HTAP avec un variant AQP1 

sont plus jeunes au diagnostic que les patients atteints d’HTAPi [20]. L'analyse 
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structurale de la localisation de ces différents variants prédit que la plupart de ces 

variants sont situés dans des régions critiques pour la fonction du canal. L’hypoxie est 

connue pour augmenter l’expression de l’AQP1 dans les CML-AP, et son inhibition 

préserve les CML-AP de la migration induite par l’exposition à l’hypoxie [339]. 

L’inhibition de l’AQP1 a permis la réduction de l’HTAP induite par l’hypoxie chronique 

chez les souris [340]. De plus, la réduction de son expression par siARN induit une 

diminution la prolifération et la migration des CML-AP isolées de rats exposés au 

Sugen/hypoxie, suggérant une implication de l’AQP1 dans le remodelage vasculaire 

pulmonaire survenant dans l’HTAP [341]. Au niveau des CE-AP, la sous-expression de 

BMPRII par siARN induit une diminution de l’expression de l’ARNm et de la protéine 

AQP1 et de la fonction d’AQP1 (par test de perméabilité à l’eau) [342]. Des études 

supplémentaires sont donc nécessaires pour comprendre l’implication d’AQP1 dans la 

pathogenèse de l’HTAP et déterminer son éventuel intérêt thérapeutique. 

2.5  Traitements de l’HTAP 

Les patients atteints d’HTAP sont classés en fonction de l’évaluation des risques selon 

différents facteurs pronostics et ils sont pris en charge selon une stratégie 

thérapeutique globale. 

S’ils sont répondeurs au test de vasodilatation, les patients seront traités par les 

inhibiteurs de canaux calciques, tandis que les patients non répondants peuvent être 

traités par les thérapies spécifiques de l’HTAP. Ces thérapies agissent directement sur 

la dysfonction endothéliale en ciblant trois grandes voies (Figure 16) :  

- La voie de l’endothéline, avec les antagonistes des récepteurs de l’endothéline 

- La voie du NO avec les inhibiteurs de la phosphodiestérase 5 et les stimulateurs 

de la guanylate cyclase  

-  La voie des prostacyclines avec les analogues de la prostacycline et les 

agonistes des récepteurs de la prostacycline. 

Actuellement, ces différentes thérapies sont principalement utilisées en combinaison, 

comme la bithérapie antagonistes des récepteurs à l’endothéline/inhibiteur de la PDE5, 

ou la trithérapie (ajout d’un analogue de la prostacycline) pour les patients avec une 

HTAP sévère, bien que les bénéfices à long terme ne sont pas toujours clairs [13].  
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Figure 16 : Voies de traitement actuel de l'HTAP [13]  

2.5.1  Les bloqueurs des canaux calciques 

Les patients atteints d’HTAP répondeurs au test de vasoréactivité aiguë sont de 

potentiels répondeurs au traitement avec les bloqueurs des canaux calciques. Ces 

inhibiteurs, communément appelés bloqueurs des canaux calciques, sont plus 

précisément des bloqueurs des canaux calciques dépendants du voltage de type L (voir 

partie 3.2.1.1 ). Ils permettant de réduire l’influx calcique activé par la dépolarisation 

membranaire et ainsi la vasoconstriction. Parmi les patients atteints d’HTAP 

idiopathique, héritable ou associée à des médicaments ou toxines, moins de 10 % 

peuvent recevoir ce traitement [13,343]. Il est observé un très bon taux de survie, une 

étude de 2005 montrant après 7 ans de traitement uniquement 1 décès dans le groupe 

des patients traités, contre 48 % de survie à 5 ans pour le groupe non traités aux 

bloqueurs de canaux calciques. En clinique, les bloqueurs les plus utilisés sont la 

nifédipine, le diltiazem ou l’amlodipine.  

2.5.2  Les antagonistes des récepteurs à l’endothéline-1 

L’ET-1 est reconnue comme une voie importante de la pathophysiologie de l’HTAP, et 

le blocage de ces récepteurs par des antagonistes représente un moyen très efficace 

d’inhiber cette voie . L’action de l’ET-1 va favoriser la vasoconstriction et la prolifération 

des CML-AP. Ces antagonistes peuvent avoir une forte affinité pour les deux récepteurs 

ou être plus spécifiques de l’ETA ou de l’ETB [344]. Ces antagonistes sont une option 
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importante de traitement de l’HTAP depuis les années 2000 avec le bosentan, premier 

traitement de l’HTAP par voie orale, ciblant les deux récepteurs. Le second antagoniste 

approuvé est l’ambrisentan, bloquant préférentiellement l’ETA [345]. Par la suite, le 

macitentan, ciblant deux récepteurs comme le bosentan, a également été approuvé 

[346,347]. Le choix de l’inhibiteur est effectué en fonction des patients et de leurs 

antécédents, le bosentan pouvant avoir une toxicité hépatique, l’ambrisentan 

augmentant l’incidence d’œdème périphérique et le macitentan pouvant provoquer 

une diminution de l’hémoglobine. Le blocage sélectif des seuls récepteurs ET-A de 

l'endothéline ou le blocage non sélectif des récepteurs ET-A et ET-B ont montré une 

efficacité similaire dans l'HTAP. 

2.5.3  Les inhibiteurs de la phosphodiestérase 5 et les stimulateurs de la 

guanylate cyclase   

Le monoxyde d’azote stimule la guanylate cyclase soluble, entraînant ainsi la 

production du GMPc (Figure 16). Le GMPc, qui a une forte activité vasorelaxante, est 

dégradé par les phosphodiestérases, principalement la PDE5 dans les cellules 

vasculaires pulmonaires. Les thérapies disponibles actuellement visent donc soit la 

production soit la dégradation de GMPc et ne doivent pas être combinées, cela 

pouvant résulter en une hypotension systémique. Actuellement, deux inhibiteurs de la 

PDE5 sont approuvés, le Sildenafil et le Tadafil [348,349]. Tous deux permettent une 

amélioration des symptômes et valeurs hémodynamiques ainsi que de la capacité 

d'exercice. Le troisième traitement est le Riociguat, qui va lui directement stimuler 

l’enzyme afin d’augmenter la production. Ce traitement démontre également une 

bonne efficacité avec une amélioration des paramètres hémodynamiques et de la 

capacité d’exercice [350].  

2.5.4  Les analogues de la prostacycline et les agonistes des récepteurs de 

la prostacycline 

Les analogues de la prostacycline et les agonistes des récepteurs de la prostacycline 

ont pour but d’induire une puissante vasodilatation des AP, d’inhiber l'agrégation 

plaquettaire et ont une activité antiproliférative. Ils ont pour but de rétablir la voie 

métabolique de la prostacycline, qui est dérégulée chez les patients atteints d’HTAP.  

L’epoprostenol, un analogue synthétique de la prostacycline, est un puissant 

vasodilatateur utilisé depuis 1995 et représente une des thérapies les plus efficaces. 
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Néanmoins, de par sa demi-vie courte, il nécessite une administration intraveineuse 

continue et peut se maintenir en solution pendant 48h [351].  

Deux autres analogues de la prostacycline sont également approuvés. Le treprostinil, 

pouvant être distribué par voie sous-cutanée, intraveineuse, orale ou inhalé [352]. 

L’injection sous-cutanée de treprostinil améliore les symptômes, les valeurs 

hémodynamiques ainsi que la capacité d'exercice des patients (évaluée par le test de 

marche 6 minutes). Cependant, il est observé une douleur au point d’infusion pouvant 

mener à l’arrêt du traitement. Le traitement par voie inhalée a amélioré la capacité 

d’exercice des patients, tandis que le traitement par voie orale a montré des résultats 

mitigés, certaines études ne montrant pas d’amélioration de la capacité d’exercice. Le 

traitement par voie inhalée ou orale n’est pas approuvé en Europe. Sa stabilité permet 

son injection par des pompes implantables, mais avec comme effet secondaire une 

douleur au point d’injection. L’iloprost, chimiquement stable, peut être distribué par 

inhalation [353].  

Le selexiplag, quant à lui, est un agoniste sélectif du récepteur à la prostacylcine. Il a 

une pharmacologie totalement différente de la prostacylcine et est distribué oralement 

[354].  

2.5.5  Nouveaux traitements (études cliniques de phase 3) 

Malgré ces thérapies visant à restaurer l’équilibre de la balance des facteurs vasoactifs, 

l’HTAP reste une maladie incurable avec une forte mortalité et nécessitant de nouveaux 

traitements. Actuellement, deux nouvelles molécules sont en phase avancée de 

développement clinique (phase 3) : le ralinepag et le sotatercept.  

Le ralinepag est un agoniste des récepteurs à l’endothéline avec une distribution orale. 

En phase 2, il a permis d’améliorer les résistances vasculaires pulmonaires des patients 

atteints d’HTAP après 22 semaines de traitement [355].  

Le sotatercept est, lui, une protéine de fusion « first-in-class » comprenant le domaine 

extracellulaire du récepteur de l'activine humaine de type IIA lié au domaine Fc de 

l'immunoglobuline humaine G1. Il agit donc comme un piège à ligands pour les 

membres de la superfamille du TGF-β (activines et GDF)(Figure 17). Cette thérapie 

prometteuse a permis une nette amélioration des conditions cliniques en phase 2 

[356,357]. En phase 3, le traitement avec du sotatercept, par voie sous-cutanée (toutes 

les 3 semaines), de patients atteints d’HTAP et traités avec un traitement de fond stable 

a amélioré la capacité d’exercice. Une amélioration des huit critères secondaires, 
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comme les résistances vasculaires pulmonaires, le niveau de N-terminal pro BNP ont 

été observés. Les effets secondaires comprennent l’apparition de vertiges, saignements 

de nez ou l’augmentation du taux d’hémoglobine. Ce traitement offre la perspective 

d’avancée importante dans la prise en charge de l’HTAP. Le Sotatercept est en cours 

d'évaluation par les autorités de santé en vue d'une éventuelle autorisation de mise sur 

le marché. 

 

Figure 17 : Mécanisme d'action proposé du sotatercept dans l'hypertension artérielle 

pulmonaire [356] 

D’autres essais cliniques sont en cours afin de déterminer leur efficacité thérapeutique.  

Parmi-eux, le rodatristat, un inhibiteur de la TPH-1, l’enzyme permettant la synthèse de 

5-HT est actuellement en phase II pour un traitement par voie inhalée (étude ELEVATE 

2, NCT04712669). Le séralutinib inhalé, un inhibiteur des RTK ciblant le récepteur du 

PDGF, le récepteur du colony-stimulating factor 1 et c-KIT est aussi en cours d’essai 

clinique (étude TORREY, NCT04456998). Les résultats de cette étude de phase 2 menée 

sur des patients en bi ou trithérapies sont en cours de publication, mais démontrent 

une amélioration des résistances vasculaires pulmonaires (critère principal) et des 

niveaux de N-terminal pro BNP. Seuls les patients les plus sévères ont eu une 

amélioration de la capacité d’exercice. Une autre étude clinique de phase 2b/3 est en 

cours, visant à évaluer l’efficacité thérapeutique de 3 doses d’imatinib inhalé en phase 

2b sur les résistances vasculaires pulmonaires (phase 2b) et sur la capacité d’exercice 

(phase 3). 
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2.5.6  La transplantation pulmonaire ou cardio-pulmonaire 

Malgré les dernières avancées thérapeutiques, la transplantation pulmonaire reste 

l’unique option pour les patients atteints d’HTAP ne répondant pas au traitement 

thérapeutique ou lorsque le risque de décès est élevé ou lorsque les patients ont une 

MVOP/HCP héritable. Actuellement, la plupart des patients transplantés ont une 

transplantation bi-pulmonaire, les transplantations cœur-poumons étant réservées aux 

patients avec des atteintes cardiaques non opérables [358]. Une étude a montré que la 

survie médiane des patients atteints d’HTAP transplanté, ayant survécu au moins 1 an, 

était de 10 ans [359]. Cependant, cette stratégie reste limitée par la disponibilité des 

organes.  
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3 LE ROLE DE LA SIGNALISATION CALCIQUE DANS L’HYPERTENSION 

ARTERIELLE PULMONAIRE 

3.1  Importance du maintien de l’homéostasie calcique 

Chez les mammifères, la modulation spatio-temporelle de la [Ca2+]i constitue un 

mécanisme de transduction du signal pour tous les types de cellules, régulant un large 

éventail de fonctions cellulaires, notamment la contraction, la prolifération, la 

migration, la transcription des gènes, le métabolisme, l'apoptose et la mort cellulaire 

[360–362]. Les cellules doivent maintenir une [Ca2+]i constante d’environ 100 nM à 200 

nM afin d’assurer la dynamique calcique en cas de signaux déclencheurs. Certaines 

organelles comme le RE/RS et les mitochondries agissent comme réserves de calcium, 

avec des concentrations variant entre 100 et 800 µM, permettant une rapide diffusion 

du Ca2+ [363]. Les signaux intracellulaires de Ca2+ sont générés par la libération de Ca2+ 

à partir des réserves internes et/ou par l'entrée de Ca2+ à partir du compartiment 

extracellulaire par l'intermédiaire des canaux Ca2+.  

Dans les cellules de mammifères, y compris les cellules vasculaires pulmonaires, la 

signalisation calcique est régulée par 3 principaux influx provenant de la membrane 

plasmique, classés en fonction de la nature de leur activation (Figure 18) : 

- Dépendants du voltage 

- Indépendants du voltage, mais dépendants des stocks de Ca2+ du RE/RS (SOCE) 

- Indépendants du voltage et indépendants des stocks de Ca2+ du RE (Store-

Independant Ca2+ Entry, SICE) 
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Les canaux visibles sur cette figure ne sont pas exhaustifs. D’autres canaux participent 

également, comme les canaux TRPM, ASIC (acid sensing ion channel), récepteurs N-methyl-d-

aspartate (NMDAR) ou Ca2+-sensing receptor (CaSR) 

3.2  Les influx calciques dans l’artère pulmonaire 

3.2.1  Les influx calciques dépendants du voltage 

Les CCDV sont un groupe de canaux de la membrane plasmique présents dans de 

nombreux types cellulaires. Durant les années 1970 à 1980, les avancées en patch-

clamp et en pharmacologie ont permis la découverte de ces différents canaux [364–

366]. Les travaux effectués les années suivantes ont permis l’identification des six 

différents types de CCDV (sous-type L, T, N, P/Q, R) en fonction de leur distribution 

cellulaire/tissulaire, propriété pharmacologique et électrophysiologique (conductance, 

activation par le voltage, cinétique d’ouverture et de fermeture).  

Dans les cellules de l'artère pulmonaire, ce sont principalement les canaux de type L et 

T qui sont exprimés. 

3.2.1.1  Canaux calciques dépendants du voltage de type L 

Les CCDV de type L (CCDV-L), aussi appelé high voltage-activated ou CaV1, nécessitent 

une dépolarisation pour l’activation (potentiel de membrane d’environ -10 mV dans les 

CMLV) [367]. Tout comme les autres CCDV, ils sont composés de 5 sous-unités (α1, 

Figure 18 : Entrée calcique dans une cellule de mammifère : les canaux calciques dépendants du voltage, 

Store-Operated Calcium Entry (SOCE) et Store-Independant Calcium Entry (SICE) 
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α2/δ, β and γ). Ces sous-unités sont organisées autour de la sous-unité α1 formant le 

pore à travers la membrane plasmique. Cette sous-unité est formée de six hélices α 

transmembranaires contenant chacune un segment sensible au voltage. Le pore est 

formé par les segments S6, qui contient les sites bloqués par les antagonistes des CCDV 

-L [368]. Quatre sous-types de CCDV-L ont été identifiés, différenciés par leur unité α1 : 

CaV1.1, CaV1.2 CaV1.3, CaV1.4. Dans les CML-AP, le Cav1.2 est reconnu comme étant 

le plus impliqué dans la modification de la [Ca2+]i suite à une dépolarisation [369].  

Concernant la physiopathologie de l’HTAP, McMurtry et al. ont mis en évidence, dans 

les CML-AP de rats exposés à l’hypoxie chronique, une augmentation du [Ca2+]i 

principalement provoqué par une augmentation des CCDV-L, associée à la prolifération 

cellulaire et vasoconstriction [370]. Il a également été démontré que l’ET-1, dérégulée 

dans l’HTAP, pouvait activer les CCDV-L par la PKC [371]. En outre, l’inhibition des 

CCDV-L par des bloqueurs de canaux calciques (voir partie 2.5.1 ) peut être utilisée 

comme traitement à long terme pour les patients atteints d'HTAP qui répondent 

positivement à un test de vasodilatation aiguë.  

3.2.1.2  Canaux calciques dépendants du voltage de type T 

Les CCDV de type T (CCDV-T), aussi appelé low voltage-activated ou Cav3, nécessitent 

une plus faible dépolarisation (potentiel de membrane d’environ -30 mV dans les 

CMLV) que les CCDV-L pour s’activer [372]. Ils ont une structure similaire aux CCDV-L, 

avec 5 sous-unités organisées autour de α1. Il existe 3 isoformes de sous unités α1, 

formant les canaux Cav3.1, Cav3.2 et Cav3.3. Seuls Cav3.1 et Cav3.2 sont exprimés dans 

les cellules d’AP, Cav3.3 étant essentiellement cardiaque.  

L’expression de Cav3.2 est augmentée dans les CML-AP de patients atteints d’HTAP 

ainsi que dans les modèles d’HTAP par hypoxie chronique [373,374]. Dans les CML-AP 

de patients atteints d’HTAP, l’équipe a également été mis en évidence que les CCDV-T 

régulent la prolifération via l’activation des protéines phosphatase 2A et donc 

l’activation de voie de signalisation incluant ERK1/2, P38 et Akt1 [108,373]. De plus, une 

dépolarisation des CML-AP est observée dans les modèles d’hypoxie chronique et MCT 

pouvant être à l’origine d’une augmentation du [Ca2+]i via par l’activation des CCDV-T 

(2.4.11 ). Les CCDV-T sont également présents dans l’endothélium des AP, où ils 

participent à la vasoconstriction et la relaxation médiée par l’acétylcholine [375,376]. 
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3.2.2  Store-operated Ca2+ Entry (SOCE) 

3.2.2.1  Découverte et généralités 

L’une des voies principales d’entrée de Ca2+ dans la cellule se fait par les canaux SOCs, 

responsable du SOCE. La première observation du SOCE a été effectuée par Putney en 

1986, dans des cellules non excitables, où il a découvert qu’un influx de Ca2+ 

extracellulaire était couplé à une déplétion en Ca2+ du RE [377]. Ce mécanisme serait 

essentiel pour reformer les stocks calciques intracellulaires, le Ca2+ rentrant ensuite 

dans le RE par l’activité de la SERCA (sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca2+ 

ATPase). Quelques années plus tard, dans les mastocytes, Hoth et Penner ont apporté 

la preuve que la SOCE est en partie médiée par des courants Ca2+ appelés courants 

Ca2+ release-activated Ca2+ current (ICRAC) [378]. L’ICRAC est décrit comme un courant 

Ca2+ entrant, non activé par le voltage, avec une forte rectification entrante, un 

potentiel d’inversion supérieur à +50 mV et une forte sélectivité pour les ions Ca2+ 

(Figure 19A). L’ICRAC est régulé par une boucle de rétroaction empêchant l’afflux excessif 

de Ca2+ à l’intérieur de la cellule, appelé inactivation dépendante du Ca2+ [378,379]. 

Cette inactivation est décomposée en inactivation lente et rapide.  

Pendant une certaine période, le candidat moléculaire proposé pour le canal SOC a été 

les canaux TRPC. Néanmoins, il est apparu que les propriétés électrophysiologiques 

(voir partie 3.2.2.4.3 ) des canaux TRPC ne correspondent pas au ICRAC. Effectivement, 

les canaux TRPC forment un courant non sélectif, à rectification sortante, avec un 

potentiel d’inversion proche de 0 mV, appelé ISOC (Figure 19B).  

 

Figure 19 : Comparaison entre ICRAC et ISOC dans des cellules HEK transfectées avec STIM1 + 

Orai1 
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Pendant presque deux décennies, l'identité moléculaire du SOCE est restée incertaine. 

Cependant, l'avènement des techniques de biologie moléculaire a permis d'identifier 

les molécules responsables du SOCE. En 2005-2006, deux acteurs majeurs et 

ubiquitaires du SOCE ont été identifiés : le senseur de calcium du RE, STIM1 (stromal 

interacting molecule) et le canal Ca2+ Orai1 activé par STIM1 [380–382]. C’est en 2005 

que Roos et ses collègues, grâce à un criblage siARN mené dans des cellules de 

drosophile, identifie la protéine STIM1 comme acteur commun au ICRAC et ISOC [380]. 

Cette découverte a été confirmée deux mois après par Liou et ses collègues, 

démontrant que les protéines STIM agissent comme senseurs des réserves calciques 

du RE [381]. En 2006, Feske et al. ont décrit l'absence d'ICRAC sur des cellules T isolées 

de patients atteints du syndrome SCID (severe combined immunodeficiency) [383]. En 

séquençant l'ADN génomique de patients atteints du SCID, ils ont identifié des 

mutations perte de fonction de ORAI1, identifiant dans le même temps Orai1 comme 

l’archétype du ICRAC [382]. Par la suite, Zhang et al. ont confirmé que Orai1 est le canal 

principal responsable du ICRAC, ce qui a été très rapidement confirmé par d'autres 

études [384–387].  

Il est maintenant reconnu, dans plusieurs types de cellules, qu’en plus de l'activation 

du canal Ca2+ Orai, les protéines STIM activent, de manière directe ou indirecte, les 

canaux TRPC, qui sont des canaux cationiques non sélectifs mais perméables au Ca2+. 

Au cours des dernières années, le SOCE a été décrit dans une grande variété de types 

cellulaires et son implication dans de nombreux processus cellulaires en fait une cible 

thérapeutique potentielle pour différentes pathologies [388].  

3.2.2.2  STIM : senseur de calcium du réticulum endoplasmique 

Le lien entre la déplétion en Ca2+ du RE et l'entrée de Ca2+ a été résolu avec la 

découverte de STIM1 [380,381]. STIM1 est une protéine retrouvée en grande majorité 

dans le RE, bien qu’il soit retrouvé quelque protéines formant un pool au niveau de la 

membrane plasmique. STIM1 est capable de détecter les variations de [Ca2+] réticulaire 

et d'activer les canaux Orai et TRPC.  

3.2.2.2.1  Structure 

STIM1 est formé de 685 acides aminés. Cette protéine est constituée d'une partie 

luminale N-terminale, qui contient notamment un domaine EF hand liant le Ca2+ avec 

une affinité d’environ 200 µM, permettant de détecter les variations de la concentration 

de Ca2+ dans le RE (Figure 20) [389–392]. Ce domaine EF hand précède le domaine SAM 
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(sterile alpha motif), qui entraîne l’oligomérisation de STIM1 suite à la diminution du 

Ca2+ dans le RE [390,393,394].  

 

Figure 20 : Topologie et organisation des domaines clés de STIM1 

Cette partie luminale est suivie d'un segment transmembranaire (TM), potentiellement 

impliqué dans le changement de conformation de STIM lors de la déplétion en Ca2+ du 

RE [17]. La partie cytosolique de STIM1 est composée de trois domaines coiled-coil 

(CC1, CC2 et CC3). L'interaction structurelle entre ces trois domaines CC est nécessaire 

à l'allongement de STIM1 pendant son activation [395–397]. Les domaines CC2 et CC3 

font partie de la région activatrice du canal Orai1, appelée SOAR (STIM1–Orai1-

activating region, entre les acides aminés 342 et 448), ou CAD (CRAC-activating domain, 

entre les acides aminés 344 et 442) [398–400]. Ce domaine contrôle le couplage et ainsi 

l’activation du canal Orai1. À l’extrémité cytosolique de STIM, un domaine polylysine 

chargé positivement permet l'interaction électrostatique entre les STIM et les canaux 

TRPC. La partie cytosolique COOH se termine par un domaine polybasique (PBD). Celui-

ci permet l’interaction avec les phospholipides chargés négativement de la membrane 

plasmique, assurant ainsi l’accumulation de STIM en puncta à la jonction entre la 

membrane plasmique et le RE [401]. Au contraire, lorsque les stocks en Ca2+ du RE sont 

remplis, STIM1 conserve une conformation inactivée et se localise sur toute la 

membrane du RE. Dans cette conformation, STIM1 est capable de lier le Ca2+ avec son 

domaine EF hand-SAM. Cette conformation inactivée de STIM1 empêche son 

activation spontanée puisque le domaine CC1 est associé à CAD-SOAR [402].  

3.2.2.2.2  Isoformes de STIM 

La famille STIM est également composée de STIM2, formé de 746 acides aminés qui 

présente une forte homologie de séquence avec STIM1 avec quelques différences au 

niveau des parties N- et C-terminales [389]. STIM2 est plus sensible aux changements 

de [Ca2+] du RE en raison de sa plus faible affinité pour Ca2+ (environ 500 µM) et a ainsi 

besoin d'un niveau plus faible de déplétion des réserves pour son activation [403–405]. 

De ce fait, il est majoritairement localisé aux jonctions ER-PM afin de répondre aux 
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petites variations de [Ca2+] réticulaire et ainsi maintenir l’homéostasie calcique basale 

du cytosol et du RE.  

Au fil des ans, quelques variants supplémentaires ont été découverts pour STIM1 et 

STIM2. En effet, STIM1 long (STIM1L) a été décrit comme le produit d'un épissage 

alternatif de l'exon 11. STIM1L possède un ajout de 106 acides aminés dans la région 

C-terminal. Darbellay et al. ont mis en évidence la formation de cluster linéaire entre 

STIM1L et Orai1, même lorsque les réserves de Ca2+ du RE sont complètes. Ces clusters 

ne sont pas retrouvés avec STIM1 classique. Ces clusters sont provoqués par la présence 

d’un domaine de liaison à l’actine situé après le CAD/SOAR dans la partie 

supplémentaire de STIM1L, permettant l’interaction entre STIM1L et les fibres d’actine. 

Dans les cellules musculaires squelettiques, STIM1L a une activation plus rapide que 

STIM1, associée à une activation rapide du SOCE, très probablement en raison de ces 

clusters déjà formés [406]. Par ailleurs, il est normalement observé une augmentation 

du RE cortical (à proximité de la membrane plasmique) après déplétion des stocks du 

RE des cellules exprimant STIM1, ce qui n’est pas retrouvé avec STIM1L. Dans des 

cellules HEK, il a été observé que le SOCE induit par STIM1L est plus important comparé 

au SOCE induit par STIM1 classique. Cela a été confirmé dans les fibroblastes de souris 

[407]. Dans les myotubes humains, il a été mis en évidence que STIM1L interagissait 

physiquement avec TRPC1 et TRPC4 après une déplétion des réserves du RS et que la 

sous-expression par siARN de STIM1L, TRPC1 ou TRPC4 provoquait une diminution du 

SOCE et de sa cinétique, démontrant leur implication dans le SOCE [408]. Il a également 

été montré que STIM1L permettait une meilleure activation de TRPC1 que STIM1 

classique, mais une moins bonne activation d’Orai1 [409].  

Il a également été mis en évidence un variant d’épissage spécifique au neurone : 

STIM1B. Ce variant est provoqué par l’insertion de l’exon 13B, ce qui provoque une 

protéine plus courte de 145 acides aminés. Spécifiquement localisé dans le RE 

présynaptique, STIM1B active lentement la SOCE et réduit l'inactivation Ca2+-

dépendante de l'ICRAC [410]. 

Concernant les variants de STIM2, il existe STIM2.1 (ou STIM2β) et STIM2.3, sachant 

que le STIM2 classique (connu pour activer la SOCE) est appelé STIM2.2 ou STIM2α. 

STIM2.1, formé de 754 acides aminés, a une séquence supplémentaire insérée dans le 

domaine CAD/SOAR ne lui permettant pas de se lier à Orai1. Cependant, STIM2.1 est 

toujours capable de colocaliser avec Orai1, sans pouvoir se lier et l’activer. Cependant, 

il peut se lier avec STIM1 ou STIM2.2 et ainsi réguler négativement la SOCE [411,412]. 
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STIM2.3, lui, contient un exon 13 alternatif conduisant à une fin de traduction plus tôt 

que STIM2.2, mais il n’est pas connu beaucoup plus d’informations sur ce variant.  

3.2.2.3  Le canal calcique Orai 

3.2.2.3.1  Isoforme du canal calcique Orai 

La famille des canaux Orai, aussi appelé CRACM1 (calcium release-activated calcium 

modulator 1) ou TMEM142A (transmembrane 142A), se compose de trois membres : 

Orai1, Orai2 et Orai3. Ces trois membres sont largement exprimés chez l’humain et 

peuvent constituer un courant ICRAC fonctionnel [413]. La co-expression de STIM1 et de 

Orai2 ou Orai3 induit des courants similaires à ceux de l'ICRAC induit par Orai1, avec de 

petites différences dans la sélectivité et l'inactivation [414,415]. Effectivement, le canal 

Orai3 est plus perméable aux cations monovalents comme le Na+ et possède une 

inactivation dépendante du calcium (Ca2+–dependent inactivation, CDI) rapide plus 

importante (voir partie 3.2.2.5 ) [416]. Le canal Orai2, lui, ne possède pas d’inactivation 

lente [417].  

Chez l'Homme, Orai1 possède deux isoformes fonctionnelles : la forme longue Orai1α, 

d'environ 33 kDa, et la forme courte Orai1β, d'environ 23 kDa, résultant d'un site 

alternatif d'initiation de la traduction [418,419]. Les deux formes d’Orai1 sont capables 

d’induire l’ICRAC et la participation de chacun au SOCE dépend des cellules [419]. 

Fukushima et al. ont suggéré qu'en perdant un domaine de liaison aux phospholipides, 

la mobilité membranaire d'Orai1β est augmentée. De plus, les 63 acides aminés 

supplémentaires présents sur Orai1α contiennent des régions permettant l’interaction 

entre Orai1 et des partenaires comme la cavéoline pouvant induire une distribution le 

long de la membrane plasmique différente [420]. Lorsque les réserves calciques du RE 

se vident, en plus de la forte présence de canaux Orai1 à la membrane plasmique, 

quelques canaux Orai1 sont insérés à la membrane à partir d’un compartiment 

endosomal. Récemment, Jardin et al. ont suggéré une interaction entre les deux formes 

d’Orai1 au sein de ce compartiment endosomal. L’étude de Jardin et al. a montré que 

le trafficking des deux formes d’Orai1 à la membrane était permis par Orai1α et que 

Orai1β seul ne pouvait pas s’insérer dans la membrane cellulaire, suggérant une 

interaction fonctionnelle entre ces deux formes [420]. En outre, uniquement Orai1α est 

capable de réaliser un influx SICE (voir partie 3.2.3.1 ).  

3.2.2.3.2  Structure 

Le canal Orai1 présente une structure hexamérique, telle que définie par la structure 
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cristalline de Drosphilia melanogaster Orai [421]. Cette architecture est formée de six 

sous-unités Orai1 provenant de trois dimères (Figure 21). Chacune d'entre elles 

contient un assemblage de quatre hélices α transmembranaires (TM1-TM4). Cet 

arrangement se fait autour d'un point central : le pore ionique. Les 6 sous-unités TM1 

tapissent le pore ionique. Les extrémités N et C se trouvent dans le cytosol et 

contiennent les sites de liaison pour la protéine STIM, notamment avec l’extension de 

la région transmembranaire Orai1 N-terminal (extended transmembrane Orai1 N-

terminal, ETON). Cette région va permettre l’interaction avec la région SOAR de STIM1 

[422]. 

 

Figure 21 : Topologie du canal calcique Orai1 et domaine d'interaction avec STIM1 

3.2.2.3.3  Propriétés biophysiques  

Les premiers enregistrements du ICRAC ont décrit un courant rectifiant entrant, très 

sélectif pour le Ca2+ (avec un potentiel d’inversion supérieur à 40mV), indépendant du 

voltage et avec une faible conductance [378]. En effet, la conductance unitaire 

extrêmement faible du canal (10-35 fS) rend l'enregistrement d'un seul canal ou d'un 

courant Orai1 endogène très difficile dans la plupart des types cellulaires [423]. Des 

études de mutagenèse dirigée ont ensuite révélé que le TM1 et la boucle extracellulaire 

entre TM1 et TM2 contiennent des résidus chargés négativement (E106, D110, D112, 

D114) conférant au canal sa haute sélectivité au Ca2+. De plus, un résidu d'acide 

glutamique dans TM3 (E190) détecte les variations de pH externe tandis que trois 

cystéines dans TM2 et TM3 (C126, C143, C195) agissent comme des capteurs 

d'oxydation [424–426].  

3.2.2.3.4  Pharmacologie  

Depuis la découverte des canaux Orai, plusieurs molécules ont été mises au point afin 
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de moduler sélectivement l’influx de calcium intracellulaire. Une des premières 

molécules testées fut le YM-58483 ([N-{4-[3,5-bis(Trifluoromethyl)-1H-pyrazol-1-

yl]phenyl}-4-methyl-1,2,3-thiadiazole-5-carboxamide]), aussi appelé BTP2, un dérivé 

pyrazole dont sont issus différents inhibiteurs (Tableau 4).  

Tableau 4 : Inhibiteurs d'Orai1 

Composé Mode d’action IC50 Effets secondaires Références 

YM-58483 

(BTP2 ou 

Pyr2) 

- 
10–590 

nM 

Inhibe TRPC3 et -C6 

(IC50: 0,3 µM) ; Active 

TRPM4 (EC50: 8 nM) ; 

Inhibe Orai2 et Orai3 à 

10 µM 

[427–432] 

GSK7975A 

and GSK-

5503A 

Effet potentiellement 

allostérique sur le filtre de 

sélectivité d'Orai 

4 µM 

Inhibe Orai2 et Orai3 à 

10 µM, CCDV-L (IC50: 8 

µM), et TRPV6 

[432,433] 

CM4620  120 nM 
Inhibe Orai2 (IC50: 900 

nM) 
[434] 

Synta-66 

Se lie aux hélices TM1 et TM3 

et aux segments de la boucle 

extracellulaire 

26 nM-

3 µM 

Potentialise Orai2 à 10 

µM 

[432,435–

438] 

JPIII - 244 nM - [439] 

Gd3+ ou 

La3+ 

Se lie à la boucle 

extracellulaire d’Orai1 
200 nM Inhibe Orai2/3 [432,440] 

AnCoA4 
Se lie à l'extrémité C-terminale 

d'Orai1 
880 nM - [441] 

5J-4 - 10 µM - [442] 

3.2.2.4  Les canaux transient receptor potential canonical (TRPC) 

3.2.2.4.1  Isoformes des canaux TRPC 

La superfamille des canaux transient receptor potential (TRP) est subdivisée en sept 

sous-familles distinctes en fonction de leur homologie de séquence : TRPC (canonique), 

TRPV (vanilloïde), TRPM (mélastine), TRPA (ankyrine), TRPP (polycystine), TRPML 

(mucolipine) et TRPN (drosophilia no mechanoreceptor potential C (NOMPC)) 

[404,405]. 

La famille TRPC peut être divisée, à partir de leurs caractéristiques fonctionnelles et 
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séquences d’acides aminés, en quatre sous-groupes : TRPC1 ; TRPC3, -C6, -C7 ; TRPC4, 

-C5 ; et TRPC2, qui est un pseudogène chez l'Homme [443]. Malgré une structure 

relativement analogue, les différentes isoformes diffèrent de par leur sélectivité, 

conductance, ou mécanisme d’activation.  

3.2.2.4.2  Structure 

Sur le plan structurel, les canaux TRPC sont relativement analogues [444,445]. Ils 

peuvent former des hétérotétramères ou des homotétramères. Chaque sous-unité 

TRPC est constituée de six domaines transmembranaires avec un pore ionique formé 

entre TM5 et TM6 (Figure 22). Le domaine cytosolique N-terminal comporte quatre à 

cinq répétitions d'ankyrine permettant les interactions protéine-protéine [446,447]. Du 

côté C-terminal, le domaine TRP est une région bien conservée dans toutes les TRPC, 

essentielle pour le fonctionnement du canal. Il est suivi par le site de liaison 

calmoduline/récepteur de l'inositol 1,4,5-trisphosphate (CIRB). La liaison de la 

calmoduline s’effectue de manière dépendante du Ca2+ [448,449]. Ce domaine est 

également nécessaire à l’adressage du canal, un adressage incorrect de TRPC3 ayant 

été observé lorsque la région CIRB a été supprimée [450]. 

 

Figure 22 : Topologie des canaux TRPC et principaux domaines 

3.2.2.4.3  Propriétés biophysiques 

Les canaux TRPC sont pour la plupart sélectifs au Ca2+ et au Na+ (Tableau 5) [451]. Les 

canaux TRPC sont à l’origine d’un courant non sélectif avec un potentiel d’inversion 

entre 0 et 10 mV. Celui-ci est différent du courant ICRAC formé par le canal Orai, dû aux 

propriétés électrophysiologiques des canaux TRPC.  
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Tableau 5 : Propriétés électrophysiologiques des canaux TRPC 

Canal 
Sélectivité 

PCa/PNa 
Conductance (pS) Références 

TRPC1 1 16 [452–454] 

TRPC2 2.7 42 [455] 

TRPC3 1.6 66 [456–460] 

TRPC4 1.1–7.7 42 [461–463] 

TRPC5 1.8–9.5 63 [461,463,464] 

TRPC6 5 35 [455,465,466] 

TRPC7 1.9 25–50 [457,467,468] 

Cependant, les canaux TRPC peuvent aussi former des hétérotétramères. Ces 

hétérotétramères ont des propriétés distinctes des homotétramères, formant une forte 

diversité dans les propriétés biophysiques de ces canaux.  

3.2.2.4.4  Pharmacologie  

En raison des similarités structurelles entre les différentes isoformes, il existe peu ou 

pas d’inhibiteurs spécifiques des canaux TRPC (Tableau 6). Les travaux de recherche 

effectués avec ces inhibiteurs, notamment in vivo, doivent donc tenir compte de ces 

inconvénients. 

Tableau 6 : Inhibiteurs des canaux TRPC 

Composé 
Mode 

d’action 
IC50 Effets secondaires Références 

TRPC3 

Pyr3 
Liaison 

directe 
0.7 μM Inhibe Orai1 et TRPC6 à 3 µM [431,469] 

Pyr10 - 0.72 µM - [431] 

TRPC4 

ML-204 - 1–3 μM Inhibe TRPC5 et faiblement TRPC6 [470] 

HC-070 
Liaison 

directe 
9.3 nM 

Inhibe TRPC4 (IC50:46 nM) et 

TRPC3 (IC50: 1 µM) 
[471,472] 

HC-608 

(Pico145) 
- 0.35 nM 

Inhibe TRPC5 (IC50: 1.3 nM), le 

complexe TRPC1-4 (IC50: 0.03 nM) et le 

complexe TRPC1-5 (IC50: 0.2 nM) 

[473] 
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TRPC5 

AC1903 - 13.6 μM Inhibe TRPC4 (IC50 > 100 µM) [474] 

GFB-8438 
Liaison 

directe 
0.18 µM Inhibe TRPC4 (IC50: 0.29 µM) [475,476] 

TRPC6 

SAR7334 - 9.5 nM 
Inhibe TRPC3 (IC50: 282 nM) et 

TRPC7 (IC50: 226 nM) 
[477] 

GSK2833503 - 3 nM Inhibe TRPC3 (IC50: 21 nM) [478,479] 

BI 749327 - 19 nM - [480] 

SH045 - 7.9 nM 
Inhibe TRPC3 (IC50: 282 nM) et 

TRPC7 (IC50: 226 nM) 
[481] 

AM-1473 
Liaison 

directe 
0.22 nM - [482] 

Non séléctif 

SKF-96365 - 10 µM 
Inhibe les CCDV-T (IC50 560 nM pour 

Cav3.1) 
[483,484] 

3.2.2.5  Mécanisme du SOCE 

L’influx SOCE commence par la déplétion des réserves de calcium du RE/RS : un des 

mécanismes physiologiques le plus connu est l’activation de la PLC via des récepteurs 

couplés à la protéine G, avec la génération d'inositol 1,4,5-triphosphate et l'activation 

du récepteur IP3 [485,486]. Après déplétion du Ca2+ dans le RE/RS, le côté luminal de 

STIM1 se réarrange par oligomérisation du domaine SAM [393]. Cette association 

induit la modification du domaine transmembranaire, conduisant à la libération de 

CAD-SOAR, une oligomérisation rapide de STIM1 par le domaine CC3 et donc à une 

translocation vers la jonction entre la membrane plasmique et le RE, formant ainsi des 

puncta (Figure 23) [487]. Ces puncta ainsi formés font partie d’une restructuration du 

RE durant le SOCE. En effet, ces puncta sont formés au sein d’un compartiment du RE 

appelé RE cortical car ils se localisent au niveau du cortex (sur la face interne de la 

membrane plasmique) des cellules [488]. Le nombre et la longueur de ces structures 

juxtaposées à la membrane plasmique augmentent en cas de déplétion des réserves 

du RE. La stœchiométrie Orai1-STIM1 est aussi un déterminant important pour 

l’activation du canal. Il a été démontré qu'un à deux STIM1 pouvaient piéger Orai1, 

mais que huit STIM1 pour chaque canal Orai1 (6 sous-unités) sont nécessaires pour 

activer ces canaux de manière optimale. À des niveaux élevés d'expression d'Orai1, 
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l'amplitude du SOCE peut diminuer [489]. Une étude plus récente a démontré que 

toutes les sous-unités d’Orai1 doivent être liées à STIM1 afin d’obtenir un courant 

optimal, indiquant au minimum 6 protéines STIM pour une activation optimale d’Orai1 

[490]. Une fois l’entrée de Ca2+ effectuée, les réserves de Ca2+ de l'ER/SR se remplissent 

grâce à l'activité de la pompe SERCA située au niveau de la membrane de l'ER/SR. Dans 

le même temps, le ICRAC est régulé par la CDI.  

 

Figure 23 : Mécanisme d'activation du store operated calcium entry (SOCE) 

Cette inactivation Ca2+ dépendante se décompose en deux différentes phases : une 

diminution du courant rapide (Fast CDI), de l’ordre de la milliseconde, et une plus lente 

(Slow CDI), de l’ordre de la seconde à la minute [379]. Il a été proposé que le Fast CDI 

soit médié par l'accumulation d'ions Ca2+ à proximité du pore intracellulaire du canal, 

exerçant ainsi une rétroaction négative directe sur le courant. La Slow CDI, elle, serait 

plus en réponse à la [Ca2+]i, la présence d’EGTA en intracellulaire empêchant la Slow 

CDI. Les protéines régulatrices du SOCE peuvent faciliter cette inactivation.  

3.2.2.6  Partenaires régulateurs du SOCE 

Depuis l’identification des acteurs du SOCE, plusieurs protéines ont été décrites pour 

réguler le SOCE. Parmi ces protéines, certaines ont été décrites comme renforçant ou 

facilitant le SOCE. C’est notamment le cas de CRAC regulator 2A (CRACR2A, codée par 

le gène EFCAB4B), qui est exprimé dans le cytoplasme avec une affinité pour Orai1 et 

STIM1 [491]. Elle a été décrite en 2010, dans les lymphocytes T et semble jouer un rôle 

de stabilisation du complexe STIM1-Orai1 par une interaction directe avec les deux 

protéines. En effet, la sous-expression de CRACR2A par siARN diminue le 

regroupement (clustering) de STIM1 et Orai1 à la membrane, ce qui est corrélé avec 

une diminution du SOCE, tandis que sa surexpression induit une augmentation du 
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SOCE. CRACR2A est composé d’un domaine EF-hand, une partie riche en leucine et un 

domaine CC, lui permettant d’interagir avec STIM1 et Orai1 en fonction de la [Ca2+]i.  

Une autre protéine cytosolique interagissant directement avec STIM1 et Orai1 est l’α-

SNAP (α–soluble N-ethylmaleimide sensitive fusion protein attachment protein). En effet, 

outre son rôle de protéine de fusion, Miao et al. ont mis en évidence que la sous 

expression de α-SNAP diminue fortement le SOCE sans modifier les clusters STIM1-

Orai1. L’interaction entre α-SNAP et STIM1 semble s’effectuer par le domaine 

CAD/SOAR de STIM1 tandis que l’interaction avec Orai1 semble se faire par la partie 

C-terminale. Les études sur le rôle d’α-SNAP semblent également démontrer 

l’importance de la protéine pour l’activation d’Orai1 [492].  

Homer1 (Homer scaffold protein 1) fait partie d’une famille de protéine « adaptatrices » 

(Homer1, 2 ou 3). Les protéines Homer 1 (Homer1a, b ou c) contiennent un domaine 

EVHI (Ena/VASP homology 1) avec un motif riche en proline permettant l’interaction 

avec différentes protéines comme l’IP3R ou les canaux TRPC [493]. Jardin et al. ont mis 

en évidence, dans les plaquettes humaines, que Homer1 s’associait avec Orai1 et STIM 

de manière Ca2+ dépendante , stabilisant ainsi le complexe.  

STIMATE (STIM-activating enhancer) est une autre protéine régulant positivement le 

SOCE en facilitant le changement conformationnel de STIM1 et donc la formation de 

puncta [494,495].  

D’autres protéines, comme SPPL3 (signal peptide peptidase-like 3) ou Unc93B1 pourrait 

faciliter l’interaction entre Orai1 et STIM1 [496,497]. Guéguinou et al. ont également 

décrit, dans les cellules cancéreuses, que le canal small conductance calcium-activated 

potassium channel 3 (SK3) peut former un complexe avec Orai1 et TRPC1, provoquant 

l’augmentation du SOCE grâce à une boucle de rétroaction positive entre les deux 

canaux [498]. SK3 est également décrit comme pouvant participer à l’influx d’Orai1 

indépendant des réserves calciques du RE (voir partie 3.2.3.1 ). 

D’autres protéines ont également été décrites comme régulant négativement le SOCE. 

C’est le cas de la protéine Golli, codé par le gène MBP (myelin basic protein). Son rôle 

dans le SOCE a été mis en évidence dans les lymphocytes T de souris, où la déficience 

pour la protéine Golli entraîne une augmentation du SOCE [499]. Il a ensuite été 

confirmé que Golli interagit avec la partie C-terminale de STIM1 et que sa surexpression 

entraîne une diminution du SOCE dans les cellules cancéreuses HeLa [500]. La protéine 

SARAF (SOCE-associated regulatory factor) est une protéine de la membrane du RE. 

SARAF semble jouer un rôle dans l’inactivation du SOCE, sa sous-expression réduisant 
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la Slow CDI. Cela s’effectuerait par une association de SARAF avec le domaine 

CAD/SOAR de STIM1, en fonction de la [Ca2+] du RE [501]. Elle peut également interagir 

avec Orai1 et TRPC1 en fonction de l’expression de STIM1 dans la cellule [502]. La 

calmoduline (CaM) est également connue pour pouvoir interagir avec STIM1 et Orai1. 

La CaM comporte quatre domaines EF-hand et chaque fixation de Ca2+ révèle un site 

d’interaction avec un motif hydrophobique retrouvé sur de nombreuses protéines 

[503]. Lorsque le Ca2+ est fixé à la CaM, elle peut agir avec la partie N-terminale d’Orai1, 

suggérant une implication dans la Fast CDI [504]. Cependant, certaines études ont mis 

en évidence qu’elle peut également interagir avec le domaine poly-basique de STIM1, 

suggérant également un rôle dans la Slow CDI [505]. La protéine Sigma1R (sigma-1 

receptor) est capable d’interagir avec STIM1, en ralentissant sa translocation à la 

jonction entre la membrane plasmique et le RE et en diminuant le couplage STIM1-

Orai1 [506]. Récemment, une étude a mis en évidence un lien entre Orai1, SK2 et SK3 

et la protéine chaperonne du RE Sigma1R. Cette interaction est responsable d’une 

signature calcique particulière, avec des oscillations calciques durant 6 à 24h après 

traitement de cellules cancéreuses avec de la staurosporine, un inducteur d’apoptose 

[507]. D’autres protéines, comme la Calsequestrine 1, TMEM178, ERp57, SURF 4 (Surfeit 

locus protein 4), STC2 (Stanniocalcin 2) ou encore ORMDL3 (orosomucoid like 3) ont été 

décrites comme pouvant diminuer ou limiter le SOCE [492].  

Par ailleurs, certaines protéines régulant l’acheminement des protéines ainsi que leur 

expression à la membrane ont un effet sur le SOCE. Par exemple, l’internalisation 

d’Orai1 est dépendante des protéines Rho comme Rab5 et CCT (chaperonin-containing 

T-complex protein 1). Il a été démontré que CCT peut se lier avec la boucle intracellulaire 

des sous-unités d’Orai1, l’inhibition de l’interaction favorisant l’expression d’Orai1 à la 

membrane [508]. De plus, le mouvement de STIM1 à travers la membrane du RE est lié 

aux microtubules. Cela est permis grâce à la protéine +TIP (plus-end tracking protein) 

et particulièrement à la EB1 (end-binding protein) qui interagit avec STIM1 [509]. Il a 

été mis en évidence que lors d’une déplétion des réserves calciques, ERK1/2 peut 

phosphoryler STIM1 induisant la dissociation d’EB1 avec STIM1 [510]. Quelques études 

ont également proposé un rôle pour RHBDL2 (rhomboid-like protein 2) dans la 

régulation du nombre de canaux Orai1 à la membrane ou encore des HSP (Heat shock 

protein) ou du système Ubiquitine-protéasome pour la stabilité et le nombre de 

protéines STIM1 [492,511]. 

D’autres protéines peuvent également avoir un rôle sur l’influx SOCE, notamment via 
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une régulation structurelle du RE, de la membrane plasmique et de leurs jonctions. 

Tout d’abord, il a été montré, que la sous-expression de la cavéoline-1, qui est 

impliquée dans la formation des cavéoles, par siARN ou shARN (short hairpin ARN) 

induit une diminution de l’influx SOCE [512,513]. En effet, Orai1 contient un domaine 

de liaison à Cavéoline-1 et sa liaison induit une augmentation du SOCE [514,515]. 

Cavéoline-1 peut également interagir avec les canaux TRPC et est impliqué dans 

l’activation de TRPC1 par STIM1 [516]. Le SOCE est également régulé par les Septines, 

des protéines liées au GTP. Notamment, il a été mis en évidence que la Septine 4 

module le clustering d’Orai1 et STIM1 en modifiant le PIP2 de la membrane plasmique 

au niveau des jonctions, son inhibition induisant une diminution de l’influx SOCE [503]. 

Les protéines de la famille junctophiline aident également à la formation du couplage 

STIM1-Orai1, avec notamment la junctophiline 1 qui s’assemble en puncta lors du 

SOCE. Bien que le mécanisme exact ne soit pas encore connu, particulièrement dans 

les cellules du lit vasculaire, la modification de la membrane plasmique par ces 

différentes protéines (Cavéoline-1, Septin, junctophiline) lors des déplétions en Ca2+ 

est un élément important du SOCE.  

Bien que le SOCE soit médié par les acteurs majeurs que sont STIM, Orai et TRPC, de 

plus en plus d’études démontrent l’implication de différents protagonistes. Cette 

régulation semble varier selon les types cellulaires, et de nombreuses études seront 

nécessaires pour comprendre l’impact de ces protéines sur l’influx en condition 

physiologique ou physiopathologique.  

3.2.3  Store-Independant Ca2+ Entry (SICE)  

Ce groupe regroupe les canaux indépendants au voltage et indépendants des réserves 

de Ca2+ du RE. Ils peuvent être mécanosensibles ou activés par d’autres stimuli. Les 

canaux Orai et TRPC, en plus de l’influx SOCE, sont également capables d’induire des 

influx indépendants des réserves du RE.  

3.2.3.1  Implication des canaux Orai dans le SICE 

En plus du SOCE, les canaux Orai peuvent également être activés indépendamment du 

contenu calciques des stocks intracellulaires, produisant le SICE [517]. Dans ces 

conditions, les canaux Orai peuvent être activés par l’acide arachidonique (AA) et 

produire le courant IARC (arachidonate-regulated Ca2+ current, ARC) ou par le 

leucotriène C4 (LTC4) et produire le courant ILRC (LTC4-regulated calcium current, LRC) 

[518,519]. Ces canaux sont activés par l’AA ou le LTC4 provenant d’un apport exogène 
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ou généré par un agoniste comme certains facteurs de croissance [520]. Ils sont formés 

par 3 sous-unités Orai1 et 2 sous-unités Orai3 et peuvent être régulés par un pool de 

STIM1 situé à la membrane plasmique, notamment grâce à une interaction STIM1-

Orai3 [521,522]. Ces canaux présentent de nombreuses caractéristiques communes, 

outre le mode d’activation, avec les canaux CRAC. Ils sont également connus pour 

pouvoir réguler la prolifération, la migration ou l’apoptose [523]. Dans les cellules 

cancéreuses, il a été reporté que l’augmentation d’Orai3 provoque, d’une part 

l’augmentation de l’influx ARC, d’autre part la diminution du SOCE dû au recrutement 

d’Orai1 pour l’assemblage des canaux ARC avec Orai3.  

Orai1 a également été décrit comme pouvant être activé par la protéine SPCA2 

(secretory Pathway Ca2+-ATPase). Cette protéine est une pompe connue pour 

transporter le Ca2+ et le Mg2+ dans le Golgi. L’activation d’Orai1 par la SPCA2 s’effectue 

indépendamment de l’activité de pompe de SPCA2 et indépendamment de la 

déplétion des réserves calciques et de STIM1 [524]. Cette activation s’effectue par une 

interaction entre la partie N-terminale d’Orai1 et SPCA2, à la membrane plasmique, 

puis une activation de l’influx calcique par l’extrémité C-terminale. Cet influx permet 

une entrée de Ca2+ dans le Golgi [525].  

De plus, il a également été démontré que la protéine SARAF, connue pour son rôle 

dans l’inactivation du SOCE, peut également interagir avec le canal ARC. En effet, 

l’expression de SARAF atténue le SICE induit par l’AA [526]. 

3.2.3.2  Implication des canaux TRPC dans le SICE 

Il a été reconnu que STIM1 peut réguler directement ou indirectement tous les canaux 

TRPC, à l'exception de TRPC7 [74]. En effet, STIM1 peut se lier à TRPC1, -C4 et -C5 via 

des interactions électrostatiques qui existent entre deux lysines chargées positivement 

(684KK685) sur STIM1 et deux aspartates conservés chargés négativement (639DD640) sur 

TRPC1 [527–529]. Ces deux lysines sont retrouvées sur STIM2.1 et STIM2.2. De telles 

interactions électrostatiques se produisent également avec TRPC4 et TRPC5 [530]. Par 

ailleurs, STIM1 peut réguler indirectement TRPC3 et TRPC6 grâce à 

l’hétéromultimérisation de TRPC1 avec TRPC3 et de TRPC4 avec TRPC6 [528]. En outre, 

il a été démontré que l'entrée locale de Ca2+ via les canaux Orai1 peut induire le 

recrutement de TRPC1 à la membrane plasmique [531]. Ce recrutement pourrait avoir 

lieu grâce à des vésicules sous membranaires contenant des canaux TRPC1 [532]. En 

effet, des vésicules peuvent être détectées à proximité immédiate de la jonction RE-

membrane plasmique où Orai1 et STIM1 s'agrègent lors d'une déplétion en Ca2+. 
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Malgré ces études, les mécanismes moléculaires responsables de l’implication des 

canaux TRPC dans le SOCE ne sont pas encore totalement compris et sont surtout 

dépendants du type cellulaire. 

En outre, les canaux TRPC peuvent être activés par des voies indépendantes du contenu 

calcique des réserves intracellulaires, formant ainsi le ROCE. Ils peuvent être activés par 

de nombreux stimuli en fonction des canaux, de l’homo/hétérotétramérisation et de la 

distribution tissulaire. Actuellement, tous les TRPC ont été décrits comme activés par 

une voie dépendante de la PLC, même si tous les mécanismes précis ne sont pas 

toujours élucidés [533]. Dans plusieurs études il est montré que les canaux TRPC3, 6 et 

7 peuvent être activés par le DAG endogène, produit par l’activation de la PLC, ou par 

un apport exogène comme l’oleylacetylglycerol (OAG) [459,534]. Les protéines G sont 

également capables de lier et activer les canaux TRPC 1/4/5, et la présence de PIP2 est 

nécessaire pour l’activation des canaux [535]. Ils peuvent également être régulés par 

phosphorylation par la PKC [456,536].  

Par ailleurs, TRPC1, 3 et 6 ont été décrits comme pouvant être activés par des stimuli 

mécaniques comme un étirement de la membrane [453,537]. Cependant, les 

mécanismes moléculaires de cette activation ne sont pas encore clairs, certaines études 

proposant une activation directe, intrinsèque, tandis que d’autres concluent à une 

activation indirecte par le biais des RCPG [538]. 

3.2.3.3  Implication d’autres canaux dans le SICE 

Les canaux TRP sont également responsables d’un influx SICE. À l'exception de TRPM4 

et TRPM5, tous les canaux TRP sont des canaux cationiques perméables au Ca2+ [467]. 

L’ARNm de TRPV1, 2, 3 et 4 a été détecté dans l’artère pulmonaire, et l’expression 

protéique de TRPV1 et 4 a été confirmée par western blot [539,540]. TRPV5 et 6 n’ont 

pas été détectés dans les AP humaines ou de rat. TRPV1 est surexprimé dans les CML-

AP de patients atteints d’HTAP, comparé à des patients contrôles, et sa sous-expression 

par siARN ou son inhibition pharmacologique atténue la migration excessive des CML-

AP [541]. De plus, plusieurs études ont établi que le canal mécanosensible TRPV4 peut 

être une potentielle cible pour les traitements antihypertenseurs et sa délétion 

génétique diminue le développement de l’HTAP induit par l’hypoxie chronique dans 

un modèle de souris [542–544].  

L’ARNm de TRPM2, 3, 4, 7 et 8 a aussi été détecté dans les AP. TRPM2 a un rôle dans 

la régulation de la perméabilité de la barrière endothéliale tandis que dans les artères 
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cérébrales, TRPM8 contribue à la dépolarisation membranaire et à la vasoconstriction 

associée à l'augmentation de la pression intra-luminale [545,546]. Par ailleurs, il a été 

retrouvé 3 SNP dans le gène TRPM8 qui sont associés au risque de développement 

d’une HTAP au sein d’une cohorte de population chinoise Han atteinte de BPCO. 

Les canaux Piezo (Piezo1 et 2) sont des canaux calciques non sélectifs, 

mécanosensibles, notamment exprimés dans les poumons [547]. Il a été mis en 

évidence une dérégulation de l’expression des Piezo avec une augmentation de Piezo1 

dans les CML-AP et une diminution de Piezo2 dans les CE-AP de patients atteints 

d’HTAP [548,549]. De plus, une interaction entre Piezo1 et Orai1 a été montrée dans le 

la circulation lymphatique. En effet, Choi et al. ont montré que Piezo1 agit comme 

mécanosenseur dans les CE lymphatiques, activant Orai1 et déclenchant ainsi une 

cascade de signalisation induite par l’influx calcique d’Orai1 et responsable de 

l’expansion lymphatique en réponse à un changement de débit fluidique [550]. La 

relation exacte entre Piezo1 et Orai n’est pas encore connue. Cela pourrait être fait par 

interaction physique, par déplétion des stocks Ca2+ du RE via l’activation du récepteur 

de l’IP3 ou encore par déplétion des stocks Ca2+ du RE via une sortie du Ca2+ du RE 

directement effectué par Piezo1, qui est aussi localisé sur la membrane du RE. 

Cependant, des études sont encore nécessaires afin de comprendre le fonctionnement 

et l’implication de ces canaux dans la pathologie de l’HTAP. 

Les ASIC (acid sensing ion channel) font partie d’une famille de canaux cationiques 

sensibles à l’amiloride principalement connu dans le système nerveux central et 

périphérique, mais également présent dans les CML-AP. Ce sont principalement des 

canaux Na+, mais également perméant au Ca2+. Dans un modèle de souris d’HTAP 

exposées à l’hypoxie chronique, l’expression protéique d’ASIC1 est augmentée et 

régule et contribue au SOCE excessif des CML-AP [551,552]. ASIC1 semble donc jouer 

un rôle sur la vasoconstriction et le remodelage vasculaire associé au développement 

de l’HTAP hypoxique dans les modèles précliniques [553]. 

Le Ca2+-sensing receptor (CaSR) est un récepteur couplé aux protéines G sensibles au 

Ca2+, la fixation du Ca2+ sur la partie extracellulaire induisant un changement de 

conformation et déclenchant la cascade de signalisation. Une augmentation de 

l’expression protéique de CaSR a été montrée dans les CML-AP de patients atteints 

d’HTAP et son inhibition réduit le développement de l’HTAP expérimentale [554,555]. 

Par ailleurs, Tang et al. ont montré une interaction fonctionnelle de CaSR avec TRPC6, 

en partie responsable de l’augmentation de [Ca2+]i des CML-AP. 
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Le récepteur N-methyl-d-aspartate (NMDAR), sensible au voltage, est un canal très 

perméable au Ca2+. Dans l’HTAP, le NMDAR est surexprimé dans les CE-AP et CML-AP 

tandis que le glutamate, son ligand, s’accumule au sein des AP. Cette surexpression 

contribue au phénotype pathologique des cellules et son inhibition est bénéfique 

contre le développement de l’HTAP dans différents modèles expérimentaux [556,557]. 

Bien que ce ne soit pas un canal, le [Ca2+]i est également régulé par les pompes 

Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum Ca2+ ATPase (SERCA). Hadri et al. ont démontré 

une diminution de l’expression protéique de l’isoforme SERCA2a dans les CML-AP de 

patients atteints d’HTAP ainsi que les rats exposés à la MCT [558]. De plus, la re-

expression de SERCA2a grâce à un adénovirus diminue le phénotype pathologique des 

CML-AP et de réduire l’HTAP expérimentale. 

3.3  Les canaux Orai et TRPC dans l’artère pulmonaire et l’HTAP 

L'expression d'Orai1/2/3 et de STIM1/2 a été détectée dans les CE-AP, CML-AP et 

fibroblastes de souris, de rats et d’humains [559–562]. Seuls TRPC1/C3/C4/C6 sont 

exprimés, au niveau de l'ARNm et des protéines dans les cultures primaires de cellules 

d’AP humaines alors que les canaux TRPC1/C3/C4/C5/C6 sont exprimés dans les CE-

AP, CML-AP et fibroblastes de rongeurs [563–565].  

3.3.1  Cellules endothéliales 

L’endothélium pulmonaire est connu pour présenter de nombreux canaux calciques, y 

compris les canaux Orai, TRPC, et les protéines STIM.  

Abdullaev et al. ont montré, dans les CE-AP humaines, que la sous-expression d’Orai1 

par siARN diminuait très fortement l’influx SOC activé par la thrombine. De plus, Orai1 

est également impliqué dans le SOCE des cellules HUVEC (human umbilical vein 

endothelial cells) [566]. La sous-expression d’Orai1 par siARN a provoqué la diminution 

du SOCE, de la migration, et de la capacité à former des tubes de ces cellules [567]. 

Dans une lignée de cellules endothéliales dérivées des HUVEC, les EA.hy926, TRPC1/C4 

et STIM sont impliqués dans l’angiogénèse in vitro tandis que l’inhibition d’Orai1 n’a 

pas d’influence [568]. Dans les CE pulmonaires de souris, Sundivakkam et al. ont mis 

en évidence l’importance de l’interaction entre STIM1 et TRPC1/C4 pour l’influx SOC et 

ainsi la régulation de la barrière endothéliale. Étonnement, ils n’ont pas trouvé 

d’implication d’Orai1 dans le SOCE. [569]. Cependant, une étude plus récente a 

également montré que l’inactivation par ARN interférent d’Orai1 ou SARAF, une 
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protéine régulatrice du SOCE, altère la capacité à former des tubes, à proliférer et à 

migrer des HUVEC [570].  

Dans les CE-AP humaines, Fantozzi et al. ont trouvé que l’exposition in vitro à l’hypoxie 

induisait une augmentation du SOCE associée à une augmentation de l’expression de 

l’ARNm de TRPC4 [571]. À l’inverse, le SOCE est décrit comme diminué dans les CE-AP 

isolées de rats exposés à l’hypoxie chronique [572]. Une étude récente a déterminé une 

diminution du cholestérol membranaire dans les CE-AP de rats exposés à l’hypoxie 

chronique, à l’origine d’une diminution de l’interaction STIM1-Orai1 et donc du SOCE 

[573]. Zhou et al. ont démontré que l’expression de TRPC4 dans les CE contribue à 

l’augmentation de la perméabilité endothéliale dans les poumons de rats exposés à un 

protocole Su/Hx [574]. 

Il est encore nécessaire d’élucider la fonction de ces canaux dans les CE-AP des 

patients contrôles et atteints d’HTAP, leurs rôles pouvant varier en fonction des 

origines cellulaires. 

3.3.2  Cellules musculaires lisses 

STIM1 contribue à la prolifération des CML primaires d’artères coronaires humaines 

[575]. En outre, la sous-expression de STIM1 ou d'Orai1 réduit la SOCE et la migration 

des CML de veines saphènes humaines. L’inhibition d’Orai1 par le Synta66 réduit la 

migration induite par le PDGF des CML vasculaires systémiques, sans modification de 

leur prolifération [576]. La migration des CML d’aortes de rat est aussi réduite 

consécutivement à la sous-expression d’Orai1 par siARN [577]. L'augmentation de la 

fonction d'Orai1 avec IA65, un activateur pharmacologique, entraîne une augmentation 

de la migration des CML d’aortes thoraciques de rat [578]. Dans les CML d’aortes de 

rat en culture, Orai1 et STIM1 sont surexprimés par rapport aux CML d’aortes 

fraîchement isolées, suggérant que ces deux protéines contribuent à leur changements 

phénotypiques vers le phénotype synthétique [579]. Même si cela n’a pas été encore 

étudié dans les CML-AP, plusieurs études ont montré le rôle d'Orai dans la régulation 

de l'apoptose dans d'autres types de cellulaires [580,581]. 

Dans le contexte pathologique de l’HTAP, de nombreuses études ont retrouvé un excès 

de [Ca2+]i. Ceci est souvent associé avec une augmentation du SOCE dans les CML-AP 

de patients atteints d’HTAP [384,582]. He et al. ont trouvé une augmentation protéique 

d’Orai1/2, STIM1/2 et TRPC6 associée à une augmentation du [Ca2+]i dans les CML-AP 

contrôles exposées in vitro à l’hypoxie (3 % O2 pendant 72 h) [583]. Une étude menée 



 
83 

par le même laboratoire a également révélé une augmentation de l’expression 

protéique de STIM2 dans les CML-AP de patients atteints d’HTAP, sans modification 

de l’expression de STIM1 [584]. La sous-expression de STIM2 par siARN réduit le SOCE 

et la prolifération des CML-AP HTAP tandis que cela n’a aucun effet sur les CML-AP 

contrôles [585]. Dans une autre étude, la transition des CML-AP de rat d'un phénotype 

contractile à un phénotype prolifératif est associée à une augmentation du SOCE due 

à une surexpression protéique d'Orai2, de STIM2 et de TRPC6 [561]. En outre, les 

auteurs ont mis en évidence que la nicotinamide phosphoribosyltransférase (une 

cytozyme régulant les niveaux intracellulaires de nicotinamide adénine dinucléotide) 

favorise le remodelage vasculaire pulmonaire dans l'HTAP et l'HTAP expérimentale en 

induisant la surexpression d’Orai2 et STIM2 et l’augmentation du SOCE. Cette action 

pourrait s’effectuer par l’augmentation des voies inflammatoires ou par une activation 

de NF-κB [586]. De plus, la sous-expression de HIF-1α par siARN a réduit la 

surexpression d'Orai2 induite par l'exposition à l'hypoxie (in vitro, 4 % O2, 60 h) dans 

des CML-AP de rat. Ce résultat a été également obtenu in vivo, dans des souris (hif-1α-

/-) exposées à l’hypoxie chronique (10 % O2, 21 jours) [560]. La surexpression d’HIF-1α 

dans l’HTAP pourrait donc favoriser une augmentation du SOCE dans l’HTAP. 

Le SOCE est augmenté dans les CML-AP distales isolées de rats exposés à une hypoxie 

aiguë (4 % d’O2) alors que ce n’est pas le cas dans les CML-AP proximales isolées de 

ces mêmes rats. Cette augmentation est corrélée à une augmentation d’expression de 

l’ARNm et des protéines STIM1 et TRPC1 [587]. Hou et al. ont également retrouvé une 

augmentation de l’expression de STIM au niveau des AP distales de rats exposés à 

l’hypoxie chronique (hypobare pendant 21 jours). Dans les CML-AP isolées de ces AP, 

les auteurs ont montré que la sous-expression de STIM1 par siARN réduisait la 

translocation nucléaire de NFAT et ainsi diminuait la prolifération de ces cellules [588]. 

Cependant, Wang et al. ont démontré que l’expression de STIM est inchangée dans les 

AP distales et CML-AP isolées de rat exposés à l’hypoxie chronique (10 % O2 pendant 

21 jours) [560]. Dans cette étude, les auteurs ont constaté une augmentation de 

l'expression d'Orai1/2, tandis qu'Orai3 restait stable. Il a également été observé une 

augmentation de l’interaction entre TRPC1, Orai1 et STIM1 associée avec une 

augmentation du SOCE dans les CML-AP de souris exposées à l’hypoxie aigüe [589].  

L'expression et la fonction de STIM1 et Orai1 sont accrues dans les aortes de rats 

spontanément hypertendus [590]. Dans un modèle expérimental d'apnée obstructive 

du sommeil induit chez le rat par une hypoxie chronique intermittente (5 % d'O2 inspiré 
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pendant 20 s, suivi de 280 s d'air ambiant, 12 fois par heure pendant 8 h par jour 

pendant 14 à 28 jours), Castillo-Galán et al. ont montré une augmentation de 

l'expression protéique d'Orai1, STIM1 et TRPC1, -C4, -C6 dans les poumons [591]. Le 

traitement de ces rats par le 2-aminoethoxydiphenyl borate (2-APB) a diminué la 

pression systolique du ventricule droit et le remodelage des vaisseaux pulmonaires 

induit par l’hypoxie chronique intermittente [592]. Le traitement au 2-APB a également 

permis de diminuer le remodelage vasculaire des agneaux hypoxémiques élevés en 

haute altitude [593]. Néanmoins, ces résultats sont à nuancer, le 2-APB étant un 

inhibiteur non sélectif du SOCE (interfère avec la pompe SERCA, les canaux K+, TRPV1, 

TRPV2 et TRPV3), avec une action bimodale, pouvant renforcer le SOCE à faible 

concentration ou l’inhiber à plus forte concentration [594].  

Le traitement de CML-AP contrôles avec du PDGF a stimulé l’expression de STIM1 et 

Orai1 par la voie de signalisation Akt/mTOR, impliquant une augmentation du SOCE 

[196]. Le PDGF étant excessivement produit dans l’HTAP, cela pourrait être un lien entre 

l’augmentation du SOCE et l’HTAP.  

Par ailleurs, certains acteurs du SOCE semblent également être impliqués dans la 

contraction vasculaire. L’inhibition pharmacologique du SOCE avec les composés non 

spécifiques 2-APB ou Gd3+ prévient la contraction des artères coronaires de rat induite 

par l'urotensine-II [595]. Dans les aortes de souris, la sous-expression de STIM1 réduit 

fortement la réponse contractile induite par la phényléphrine [596]. La surexpression 

de TRPC1 augmente la réponse contractile des AP chez le rat [597]. De plus, les CE 

isolées de souris trpc4−/− ont une diminution importante de leur SOCE ainsi qu’une 

diminution de la relaxation dépendante de l'endothélium au niveau de l’aorte 

thoracique [598]. 

La recherche sur les canaux TRPC, elle, a été fortement impactée par les rongeurs 

génétiquement modifiés, avec des délétions uniques ou multiples de certains TRPC. 

Les souris trpc1−/− + trpc6−/− sont protégées contre l’HTAP induite par l’hypoxie 

chronique grâce à une diminution du remodelage des vaisseaux pulmonaires [599]. 

Similairement, l'administration intratrachéale in vivo de siRNA dirigé contre TRPC1 

atténue le remodelage artériel pulmonaire, réduit les pressions systoliques du VD, 

diminue l’expression de l’ARNm de marqueurs inflammatoires pulmonaires et de 

marqueurs apoptotiques du VD de souris exposées à l’hypoxie chronique (11 % d’O2 

pendant 28j) [600]. L’expression de TRPC1 et C6 est augmentée dans les AP de rats 

exposés à l’hypoxie chronique, en corrélation avec une augmentation du SOCE dans 
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les CML-AP, et l’inhibition non sélective par le La3+ ou le SKF-96365 diminue la [Ca2+]i 

des CML-AP et le tonus vasculaire [601]. Par ailleurs, Malczyk et al. ont trouvé une 

augmentation de l’ARNm de TRPC1 dans les CML-AP exposées à l’hypoxie in vitro (1 

% O2 pendant 72h) isolées de souris [602]. Les souris trpc1−/− exposées à l’hypoxie 

chronique ont moins de remodelage vasculaire pulmonaire que les souris trpc1+/+, mais 

présentent une hypertrophie du VD similaire. Effectivement, la prolifération des CML-

AP isolées de souris trpc1−/− est réduite comparée aux souris trpc1+/+. Ce résultat est 

retrouvé lors de la sous-expression de TRPC1 par siARN. Par ailleurs, une hausse de 

l’expression de TRPC1 et TRPC4 a également été décrite dans les AP de rats exposés à 

la MCT, en concordance avec une augmentation du SOCE et de la vasoconstriction des 

AP [603].  

Yu et al. ont décrit une augmentation de l’expression de TRPC3 dans les CML-AP de 

patients atteints d’HTAP pouvant partiellement expliquer l’exacerbation du SOCE [604].  

En utilisant des rats trpc4−/− exposés au protocole Su/Hx, Alzoubi et al. ont constaté 

une réduction de l'occlusion des petits AP et des lésions plexiformes chez les rats 

trpc4−/− par rapport aux rats trpc4+/+, associé à une amélioration du débit cardiaque 

[605].  

Des SNP ont été trouvés dans le promoteur du gène TRPC6 chez quelques patients 

atteints d'HTAPi, facilitant l'expression de la protéine TRPC6 et responsable de 

l’augmentation de l’activité de TRPC6 [606,607]. La présence de ce SNP pourrait donc 

prédisposer les individus porteurs à développer une HTAP.  

En outre, l’expression de TRPC6 est accrue dans les poumons et les CML-AP de patients 

atteints d’HTAP, et la sous-expression de TRPC6 par siARN réduit le phénotype 

hyperprolifératif de ces CML-AP [604]. L’expression de TRPC6, SERCA2 et l’échangeur 

Na+/Ca2+ 1 (NCX1) sont également augmentés dans les CML-AP de rats hypertensifs 

(Milan hypertensive strain), un modèle d’hypertension systémique. Le potentiel intérêt 

thérapeutique d’inhiber TRPC6 a également été souligné par Jain et al. qui ont 

démontré que l’inhibition de TRPC6 par le BI-749237 permettait de réduire le 

développement de l’HTAP de souris exposées à l’hypoxie chronique [608].  

Par ailleurs, BMP2, un ligand du récepteur BMPRII, protège contre l’HTAP 

expérimentale induite par l’hypoxie chronique chez la souris [609]. Zhang et al. ont 

montré que l’application de BMP2 sur les CML-AP distales de rat induit une diminution 

de l'expression (ARNm et protéines) de TRPC1, -C4 et -C6, et une réduction du SOCE, 

de la [Ca2+]i basale et de la prolifération et migration des CML-AP de rat. À l’inverse, 
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l’application de BMP4, qui contribue au développement de l’HTAP expérimentale, 

accroît l’expression de TRPC1, -C4 et -C6 tout en favorisant le SOCE, la prolifération, la 

migration et protège de l’apoptose les CML-AP de rats [610,611].  

Les recherches menées ces dernières années nous indiquent le rôle important que 

semble jouer la machinerie SOCE dans un environnement hypoxique. Néanmoins, 

il est nécessaire de déterminer l’identité moléculaire du SOCE et le rôle des 

différents canaux impliqués dans les CML-AP HTAP et le développement de 

l’HTAP.  

3.4  Les canaux Orai et TRPC et remodelage du ventricule droit 

Les canaux SOC sont également exprimés dans le cœur et les cardiomyocytes, et 

pourrait directement avoir un rôle dans la défaillance cardiaque droite des patients 

atteints d’HTAP [612,613]. Cependant, il est reconnu que l’amplitude du SOCE est 

moins importante dans les cardiomyocytes adultes que dans les cardiomyocytes 

immatures [614]. Chez l’adulte, il est estimé que 20 à 70 % des cardiomyocytes 

produisent un influx SOC en condition physiologique. Néanmoins, ces études sont 

menées avec des protocoles de déplétion du RS différents, ne sollicitant pas toujours 

le récepteur de la ryanodine 2 (RYR2) en plus de l’IP3R. Durant l’insuffisance cardiaque 

gauche, ce constat est différent et semble démontrer une plus forte implication du 

SOCE. En effet, les études montrent que l’expression de STIM1 et Orai1 est majeure 

pendant le développement cardiaque, diminue chez l’adulte et augmente en cas 

d’insuffisance cardiaque gauche [615]. 

À ce jour, le rôle du SOCE dans le cœur hypertrophié ou insuffisant est plus étudié dans 

le ventricule gauche. Plusieurs études ont rapporté une augmentation de l’expression 

des canaux SOC dans les modèles expérimentaux de remodelage/dysfonction du VG. 

Cependant, ces expressions varient en fonction de l’étude, du type d’animal et du 

modèle utilisé [614–616]. En effet, plusieurs études ont confirmé des augmentations 

d’expression des canaux Orai1 et TRPC, parfois associés avec une surexpression de 

STIM et une exacerbation du SOCE ou du SICE. Cette augmentation d’influx peut ainsi 

activer des voies de signalisation liées à NFAT ou la calmoduline kinase II et ainsi activer 

des voies de gènes prohypertrophiques [614]. En 2020, Bartoli et al. ont étudié le rôle 

d’Orai1 dans un modèle de souris adulte avec cerclage de l’aorte, induisant une 

dysfonction du VG avec augmentation de l’expression (protéique et ARNm) d’Orai1 et 

du SOCE [439]. Grâce à l’utilisation de souris transgéniques avec un mutant dominant 



 
87 

négatif Orai1 spécifique des cardiomyocytes, ils ont mis en évidence que le blocage du 

canal Orai1 préserve la fonction du VG et diminue l’hypertrophie entraînée par la 

surcharge de pression dû au cerclage de l’aorte. Cette amélioration est accompagnée 

d’une diminution de la fibrose interstitielle, suggérant un lien entre Orai1 et les 

fibroblastes ventriculaires. L’inhibition pharmacologique d’Orai1 par le JPIII dans ce 

modèle de dysfonction du VG a produit des résultats similaires, démontrant que 

l’inhibition sélective d’Orai1 est une thérapie potentielle pour traiter la dysfonction du 

VG suite à une surcharge de pression.   

Les canaux SOC sont également exprimés dans les fibroblastes ventriculaires, et Ross 

et al. ont démontré une augmentation du SOCE et de l’expression d’Orai1, associée à 

une augmentation de la sécrétion en collagène, dans les fibroblastes humains d’un 

cœur défaillant [617].  

À l’heure actuelle, peu d’études ont été menées sur le rôle physiologique et 

physiopathologique du SOCE dans le ventricule droit. Il a été démontré une diminution 

de l’ARNm de TRPC1 ainsi qu’une augmentation de l’ARNm de TRPC6 dans le VD 

défaillant induit par exposition à la MCT, chez le rat [618]. Une étude effectuée par mon 

équipe a mis en évidence une augmentation de l’expression protéique d’Orai1, TRPC1, 

TRPC4 et STIM1L ainsi qu’une diminution de STIM1 dans le ventricule droit 

hypertrophié de rats exposés à la MCT. Ces dérégulations d’expression sont associées 

à augmentation de l’ISOC, du [Ca2+] sarcoplasmique et ainsi du raccourcissement des 

cardiomyocytes [619]. De plus, l’application de BTP2 sur les cardiomyocytes isolés de 

rats exposés à la MCT a diminué les transients calciques et le raccourcissement des 

cardiomyocytes.   

Cependant, même si ces études supportent une dérégulation de l’homéostasie 

calcique dans le VD, elles ne permettent pas totalement de conclure sur un rôle du 

SOCE sur le VD dans l’insuffisance cardiaque droite. Des études additionnelles sont 

nécessaires pour infirmer ou confirmer un rôle cardioprotecteur des canaux SOC dans 

l’insuffisance ventriculaire droite.  

3.5  Potentiel thérapeutique des SOCs 

À ce jour, les traitements thérapeutiques de l’HTAP restent limités. Les bloqueurs des 

CCDV-L constituent une voie de traitement ciblant les canaux ioniques, pour moins de 

10 % des patients atteints d’HTAP, en agissant principalement sur la vasoconstriction 

des AP. Néanmoins, l’influx SOC représente une entrée de calcium importante des 
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cellules vasculaires pulmonaires et semble potentiellement impliqué dans le 

remodelage des AP. Cibler les canaux SOC pourrait donc représenter une nouvelle piste 

thérapeutique pour lutter contre le développement de l’HTAP. Par ailleurs, depuis 

l’identification des acteurs du SOCE en 2006, les outils pharmacologiques disponibles 

pour réguler l’activité de ces canaux sont en pleins essor. Certains inhibiteurs sont 

actuellement inscrits dans des essais cliniques (pour d’autres pathologies que l’HTAP). 

Par exemple, Auxora (ou CM2489) est un inhibiteur du canal Orai1 développé par 

CalciMedica, qui a été testé dans un essai clinique de phase 2 pour traiter le psoriasis 

en plaques modéré à sévère. Cependant, il n'a montré qu'un effet clinique limité, mais 

a été sans danger et bien toléré par les patients. Cette molécule a également été testée 

afin de traiter la pancréatite aiguë. Les essais précliniques ont été concluants chez la 

souris et les essais cliniques de phase I ont été positifs, permettant l'entrée en phase II 

avec un bon profil de sécurité et une amélioration des résultats pour les patients 

[620,621]. Une autre étude de phase 2 est en cours pour le traitement de la pancréatite 

aiguë et du syndrome de réponse inflammatoire systémique (NCT04681066).  

De plus, une étude clinique, bien que limitée par sa conception, a été menée pour le 

traitement de la pneumonie COVID-19 sévère avec ce composé [622]. Cette étude 

clinique de phase 2 a démontré une distribution rapide d’Auxora dans les poumons, 

avec un profil de sécurité encourageant et une évolution clinique plus favorable, avec 

un rétablissement plus rapide que les patients recevant les soins habituels [623].  

Un autre inhibiteur d’Orai1, développé par Rhizen Pharmaceuticals, le RP3128 a atteint 

le stade des essais cliniques (phase I/IIa) pour l'asthme [624]. Enfin, un dernier candidat, 

l'inhibiteur d'Orai1 PRCL-02 développé par PRCL Research Inc., a atteint un essai 

clinique de phase IIa pour le traitement du psoriasis en plaques chronique modéré à 

sévère. Il n’a été détecté aucun problème de sécurité ou de tolérabilité [625]. 

Concernant les canaux TRPC, peu d’études cliniques sont en cours dû au manque de 

sélectivité des inhibiteurs. Actuellement, l’inhibiteur du canal TRPC5 GFB887, 

développé par Goldfinch Bio, Inc., testé en phase I sur des volontaires sains, et 

maintenant en phase II sur des patients atteints de néphropathie diabétique ou de 

glomérulosclérose segmentaire focale [626]. De plus, une étude clinique de phase 2 est 

menée par Boehringer Ingelheim avec leur inhibiteur de TRPC4 et TRPC5 pour les 

patients souffrant de trouble dépressif majeur [627]. Cependant, la recherche sur les 

inhibiteurs de TRPC n'en est qu'à ses débuts, mais elle devrait être accélérée par la 

découverte récente de leurs structures par cryo-EM [628].  
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Ces études cliniques menées dans d’autres pathologies indiquent l’intérêt 

thérapeutique des canaux SOC, notamment avec une inhibition du canal Orai1 sans 

effet secondaire majeur déclaré au niveau immunitaire et cardiovasculaire.  
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Depuis plusieurs dizaines d’années, la recherche préclinique et clinique a permis des 

avancées majeures dans la compréhension de la physiopathologie de l’HTAP et dans 

l’identification de nouvelles cibles thérapeutiques. Cependant, l’HTAP demeure une 

pathologie incurable avec un taux de mortalité élevé. Malgré les thérapies médicales 

optimisées, la transplantation pulmonaire reste encore un traitement primordial, 

illustrant la nécessité de trouver de nouvelles cibles pharmacologiques et de 

développer de nouveaux traitements. Depuis plusieurs années, il est également 

reconnu une dysfonction de la signalisation calcique au sein des cellules de l’artère 

pulmonaire des patients atteints d’HTAP. Effectivement, certains patients réactifs sont 

déjà traités avec des inhibiteurs des CCDV-L, démontrant le potentiel thérapeutique 

des canaux ioniques.  

Depuis leur identification au début du XXIe siècle, quelques études ont émis 

l’hypothèse du potentiel de l’influx SOC comme cible thérapeutique de l’HTAP. Cet 

influx calcique, dépendant des réserves de Ca2+ du RE/RS, est majoritairement porté 

par les protéines STIM, les canaux calciques Orai, et les canaux calciques non sélectifs 

TRPC. Bien qu'une compréhension détaillée de l'implication de ces canaux calciques ne 

soit pas encore acquise, les travaux réalisés, notamment sur les CML vasculaires 

systémiques, ont suggéré que ces canaux SOC pourraient être impliqués dans les 

atteintes fonctionnelles et structurelles du lit vasculaire pulmonaire. 

Dans ce contexte, les objectifs de ma thèse ont été de déterminer le rôle et la 

contribution des canaux Orai et des différents canaux TRPC dans la pathogenèse 

de l’HTAP.  

Dans ce but, par des expériences in vitro j’ai étudié l’expression et la fonction de 

ces différents canaux dans les CML-AP et CE-AP de patients atteints d’HTAP. J’ai 

également déterminé leurs implications dans les dysfonctionnements de ces 

cellules durant le développement de l’HTAP . Puis, in vivo, j’ai également étudié 

leurs implications dans différents modèles expérimentaux d’HTAP ainsi que leur 

intérêt thérapeutique.  

Dans le manuscrit je présenterai essentiellement les résultats que j’ai obtenus sur 

les CML-AP contrôles et HTAP. Les résultats que j’ai obtenus sur le rôle de ces 

canaux SOC au niveau des CE-AP sont en cours d’analyse et seront présentés 

durant ma soutenance. 
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1 MODELES ANIMAUX ET ETUDES IN VIVO 

1.1  Modèles précliniques d’hypertension pulmonaire et traitements 

Afin d’étudier le rôle pathophysiologique et appréhender l’effet de l’inhibition 

pharmacologique des canaux Orai et TRPC dans l’HTAP, différents modèles 

expérimentaux ont été utilisés. Ces différents modèles d’HTAP ont été réalisés sur des 

rats mâles Wistar, âgés de 4 semaines provenant de Janvier Labs. Les rats ont été 

aléatoirement répartis entre 3 groupes : 

- Contrôle (aucune induction d’HTAP) 

- HTAP témoin (induction de l’HTAP et traitement avec un solvant, le 

diméthylsulfoxyde (DMSO)) 

- HTAP traité (induction de l’HTAP et traitement avec l’inhibiteur 

pharmacologique dilué dans du DMSO) 

Toutes les méthodes et analyses ont été réalisées en aveugle. Tous les rats ont reçu un 

numéro connu uniquement par l'expérimentateur qui a délivré le traitement. 

Modèle d’HTAP induit par la MCT 

La MCT est préparée extemporanée en la dissolvant dans 1M d’acide chlorhydrique 

puis en tamponnant avec le même volume d’hydroxyde de sodium à 1M afin d’obtenir 

un pH de 7,4. L’injection de MCT est réalisée en sous-cutanée, à une concentration de 

60 mg/kg, pour 500 µL. Une injection à volume équivalent, avec du sérum 

physiologique, est effectuée pour les rats contrôles.  

Différents protocoles de traitements ont été effectués : 

➢ Traitement curatif au N-[4-[3,5-Bis(trifluoromethyl)-1H-pyrazol-1-yl]phenyl]-4-

methyl-1,2,3-thiadiazole-5-carboxamide (YM-58483 ou BTP2), par injection 

quotidienne de BTP2 (5 mg/kg/jour) en intra-péritonéal, du jour 14 au jour 21, 

soit 7 jours.  

➢ Traitement curatif au 4-(2,5-dimethoxyphenyl)-N-[(pyridin-4-yl)methyl]aniline 

(JPIII), par diffusion via des pompes Azlet (0.72 mg/kg/jour)(modèle 2002), du 

jour 7 au jour 21 soit 14 jours. Dû à la faible demi-vie du JPIII in vivo, des pompes 

osmotiques ALZET ont été utilisées afin de délivrer le JPIII ou le DMSO dans la 

circulation systémique à un débit continu et contrôlé pendant 2 semaines. Les 

pompes osmotiques ont été préparées en utilisant une solution de 30 mM (9,6 

µg/µL) de JPIII dans du DMSO. Le volume total de JPIII ou DMSO administré par 
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animal a été de 200 µL, avec un débit de 0,5 µl/heure. Afin de mettre en place 

les pompes, les rats ont été anesthésiés avec de l'isoflurane par inhalation (5 % 

pour l'induction, 2 % pour l'entretien) dans un mélange de 2 L/min d'O2. Une 

petite zone de poils a été rasée entre les omoplates et nettoyée avec Vetasept®. 

Une petite incision (inférieure à 1 cm) a été pratiquée et une poche a été créée 

dans le flanc gauche. La pompe activée a été insérée dans la poche avec le 

modérateur de flux orienté vers l'intérieur. Les pompes osmotiques ont été 

retirées à la fin de l'expérience et l’absence de précipitation autour de l’embout 

ainsi que l’absence de solution restant dans le réservoir a été vérifiée. 

➢ Traitement curatif au N-[[(6-Hydroxy-1-naphthalenyl)amino]thioxomethyl]-2-

furancarboxamide (5J4), par injection quotidienne de 5J4 (1 mg/kg/jour) en 

intra-péritonéal, du jour 14 au jour 21, soit 7 jours.  

➢ Traitement curatif au Ethyl-1-(4-(2,3,3-trichloroacrylamide)phenyl)-5-

(trifluoromethyl)-1H-pyrazole-4-carboxylate (PYR3), par injection quotidienne 

de PYR3 (1 mg/kg/jour) en intra-péritonéal, du jour 14 au jour 21, soit 7 jours. 

Modèle d’HTAP induit par l’hypoxie chronique 

Pour ce modèle, l’induction de l’HTAP a été effectuée en plaçant les rats en 

environnement hypoxique, dans des chambres à hypoxie normobare à 10 % d’O2, 

pendant 21 jours, tandis que les rats du groupe contrôle (normoxie) sont placés en 

dehors de cette chambre, exposés à l’air atmosphérique. Pour ce modèle, un traitement 

a été effectué :  

➢ Traitement curatif au BTP2, par injection quotidienne de BTP2 (5 mg/kg/jour) en 

intra-péritonéal, du jour 14 au jour 21, soit 7 jours.  

Modèle d’HTAP induit par l’hypoxie chronique et le SU5416 

Les rats ont reçu une injection unique de SU5416 à 20 mg/kg, ont été placés en hypoxie 

normobare (10 % d’O2) pendant 21 jours puis en normoxie pendant 14 jours. Le groupe 

contrôle a eu une injection du solvant et a été placé en normoxie pendant 5 semaines. 

Un traitement a été effectué :  

➢ Traitement curatif au BTP2, par injection quotidienne de BTP2 (5 mg/kg/jour) en 

intra-péritonéal, du jour 21 au jour 35, soit 14 jours.  
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À chaque fin de protocole, des échocardiographies sont réalisées, les mesures 

hémodynamiques et l’hypertrophie du ventricule droit sont évaluées puis les organes 

d’intérêts sont prélevés (Figure 24).  

 

1.2  Échocardiographie 

Afin d’évaluer l’impact des différents traitements sur les fonctions vasculaire et 

cardiaque dans le contexte pathophysiologique, nous avons réalisé des 

échocardiographies transthoraciques. Les échographies ont été réalisées par le Dr 

Angèle Böet (cardiopédiatre à l’hôpital Marie Lannelongue) grâce à un transducteur à 

haute fréquence (12 S-D 4-12 MHz, GE Healthcare) couplé à l’échographe Vivid E9 (GE 

Healthcare). Pour ce faire, les rats sont anesthésiés grâce à un système d’anesthésie 

(Minerve) (5 % pour l'induction, 2 % pour l'entretien) dans un mélange à 2 L/min d'O2, 

puis rasés. Les rats sont en respiration spontanée et la température corporelle est 

Figure 24 : Les différents protocoles de modèles expérimentaux 
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contrôlée. La technique d’échocardiographie est une technique indolore et non 

invasive s’effectue par l’usage d’ultrasons. Les ultrasons émis vont réfléchir sur les 

structures cardiaques et ainsi obtenir des images cardiaques en mouvement et ainsi 

mesurer différents paramètres morphométriques et du flux sanguin.  

- Fréquence cardiaque (Heart rate, HR) 

- Stroke volume (SV), représentant le volume de sang pompé par le VG pendant 

la contraction cardiaque, calculé grâce à la formule suivante :  

𝑆𝑉 =  𝐴𝑖𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑠𝑢𝑟𝑓𝑎𝑐𝑒 𝑑′é𝑗𝑒𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛 ∗ 𝑉𝑇𝐼 

avec la VTI correspondant à la Velocity Time Integral, représentant le flux 

sanguin passé par l’AP 

1.3  Mesures hémodynamiques 

Différentes mesures hémodynamiques sont réalisées par cathétérisme cardiaque droit. 

Pour cela, les rats sont anesthésiés avec de l'isoflurane par inhalation (5 % pour 

l'induction, 2 % pour l'entretien) dans un mélange à 2 L/min d'O2 (Minerve). Suite à 

l’ouverture de la zone thoracique supérieure, l’artère carotide gauche et la veine 

jugulaire droite sont dégagées. Une sonde thermique est insérée dans la carotide puis 

un cathéter ombilical courbé est inséré dans le ventricule droit par la jugulaire, en 

passant par l’oreillette droite. Ce cathéter, relié à un capteur de pression, va permettre 

la mesure de la pression systolique du VD . Les débits cardiaques sont ensuite mesurés 

par thermodilution. 250 µl de sérum physiologique à 3°C sont injectés dans le VD, par 

la jugulaire. La sonde thermique préalablement installée dans la carotide permettra de 

mesurer l’évolution de la température du sang et ainsi obtenir une courbe de 

thermodilution. C’est l’aire sous la courbe qui permettra le calcul du début cardiaque. 

Plus le débit cardiaque sera élevé, plus le retour à la température sanguine initial sera 

rapide, et inversement. Pour terminer, les pressions systémiques sont mesurées en 

insérant le cathéter à la place de la sonde thermique, dans la carotide gauche. Toutes 

ces mesures sont effectuées grâce au logiciel LabChart. 

1.4  Prélèvements et préparation des organes 

Une fois les mesures hémodynamiques effectuées, les rats sont passés en anesthésie 

profonde (5 % isoflurane) afin d’effectuer l’euthanasie par dislocation cervicale suivie 

d’une exsanguination. L’exsanguination va permettre d’assurer la qualité des coupes 

histologiques, en présentant des vaisseaux pulmonaires dépourvus de sang.  
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Après ouverture de la cage thoracique et observation macroscopique des organes, le 

cœur est prélevé et placé dans du sérum physiologique. Les oreillettes sont prélevées, 

pesées, puis congelées dans la carboglace afin d’effectuer des études d’expression 

génique et protéique. Le VD est séparé du VG et septum puis pesé. L’hypertrophie du 

VD peut être ainsi mesurée grâce à l’indice de Fulton :  

𝐼𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑑𝑒 𝐹𝑢𝑙𝑡𝑜𝑛 =
𝑃𝑜𝑖𝑑𝑠 𝑣𝑒𝑛𝑡𝑟𝑖𝑐𝑢𝑙𝑒 𝑑𝑟𝑜𝑖𝑡

𝑃𝑜𝑖𝑑𝑠 𝑣𝑒𝑛𝑡𝑟𝑖𝑐𝑢𝑙𝑒 𝑔𝑎𝑢𝑐ℎ𝑒 + 𝑆𝑒𝑝𝑡𝑢𝑚
 

Rapidement, une partie du VD et du VG est découpée et conservée dans le 

formaldéhyde à 4 % afin de fixer les tissus et assurer la conservation des structures. 

Cela est effectué en vue de l’inclusion en paraffine afin d’obtenir des coupes 

histologiques. L’autre partie est congelée.  

Ensuite, le lobe gauche du poumon est récupéré, après ligature au niveau du hile 

pulmonaire, puis congelé. Le lobe inférieur droit est ensuite récupéré, après ligature, 

pesé, et mis à sécher. Le rapport du poumon frais sur poumon sec pourra nous indiquer 

la présence éventuelle d’œdème.  

La trachée est ensuite dégagée pour y insérer une canule afin de gonfler les poumons 

avec un milieu d’enrobage dilué à 50 % avec du sérum physiologique. Le lobe inférieur 

gauche est ensuite séparé et déposé dans le formaldéhyde à 4 %. En dernier, le tibia 

droit du rat est prélevé et mesuré afin de pouvoir normaliser les poids cardiaques avec 

la longueur du tibia. 

 

2 ÉTUDE DE LA CONTRACTILITE DE VAISSEAUX ISOLES 

L’étude de la contractilité de vaisseaux isolés s’effectue ex vivo grâce un myographe 

(Emka technologies). Cela a été effectué sur des AP humaines et de rats.  

Concernant les AP de rats, elles sont montées sur le myographe a fil. Pour cela, les rats 

sont anesthésiés par inhalation à 5 % d’isoflurane. Les rats sont euthanasiés par 

exsanguination. Le lobe droit est récupéré dans du sérum physiologique à 4°C puis 

disséqué dans une solution de Krebs (en mM : NaCl 119, KCl 4,7, CaCl2 (H2O) 2.5, MgSO4 

(H2O)7 1,17, KH2PO4 1,18, NaHCO3 25 et glucose 11, pH de 7,4). L’AP intralobaire 

principale (diamètre de 0,5 à 2 mm) est isolée de la veine pulmonaire, de la bronche et 

du parenchyme pulmonaire (Figure 25). Des segments de 2 mm de long sont montés 

sur des fils de tungstène de 50 µm de diamètre, attachés à des mâchoires permettant 
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de contrôle l’écartement de celle-ci (et donc du vaisseau) et à un transducteur 

permettant la mesure de la tension isométrique (Figure 25). Tout cela s’effectue dans 

une cuve avec une solution de Krebs bullée avec du carbogène (95 % O2 et 5 % CO2) à 

37°C. Les AP sont prétendues à 0.3g.  

Les mesures sur les AP humaines (diamètre de 5 à 10 mm) ont été réalisées dans les 

cuves à organes isolés. Après dissection de l’AP (provenant d’une lobectomie), un 

segment d’AP est monté entre deux crochets métalliques reliés à un capteur de force 

permettant l’enregistrement des tensions isométriques (Figure 25). Ce système est 

placé dans une cuve permettant d’immerger les vaisseaux dans une solution de Krebs, 

bullée avec du carbogène (95 % O2 et 5 % CO2) à 37°C. Les artères sont ensuite 

prétendues à 0.6g.  

 

Figure 25 : Montage des artères sur le myographe 

Une fois les AP prétendues, elles sont laissées 30 min dans les cuves afin de s’équilibrer. 

Une première stimulation est ensuite effectuée avec du KCl à 100 mM, permettant de 

tester la contractilité maximale des vaisseaux. Une fois le plateau de contraction 

obtenu, les artères sont rincées, afin de retourner à un état basal, puis des doses 

croissantes de KCl ou U466419 (analogue du thromboxane A2) sont effectuées sur des 

vaisseaux traités avec les inhibiteurs (BTP2, JPIII, PYR3, DMSO). Les résultats ainsi 

obtenus sont normalisés par rapport à la contraction maximale observée. La courbe de 

« dose-réponse » de contraction au KCl ou U466419 sera ainsi étudiée afin de voir si 

l’EC50 est similaire entre les différentes conditions expérimentales.  
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3 HISTOLOGIE 

3.1  Préparation et inclusion des tissus en paraffine 

Afin de réaliser différents marquages, les prélèvements d’organes conservés dans le 

formaldéhyde 4 % sont inclus en paraffine. La paraffine étant hydrophobe, les 

prélèvements doivent être déshydratés, grâce à des bains d’alcool successifs, à 

concentrations croissantes, puis des bains de xylène. Les prélèvements sont ensuite 

immergés dans de la paraffine, rendue liquide par chauffage, puis coulés dans un 

moule et refroidis. Le bloc de paraffine, solide, est ensuite utilisé afin de réaliser des 

coupes de 4 µM d’épaisseur grâce à un microtome. Les sections ainsi obtenues sont 

recueillies sur des lames de verres, en veillant à ne pas réaliser de bulle ou de pli de la 

coupe tissulaire.  

3.2  Étude de l’occlusion des vaisseaux pulmonaires 

L’occlusion des vaisseaux pulmonaires est visualisable grâce à une coloration 

Hématoxyline-Eosine-Safran réalisée sur les coupes de poumons. L’hématoxyline, 

colorant basique, va permettre de colorer les substances acides en bleu/violet, et donc 

se fixer aux acides nucléiques du noyau. L’éosine, colorant acide, va permettre de 

colorer le cytoplasme en rose, et les parois cellulaires, ou autres éléments basophiles. 

Le safran, via ses pigments lipophiles, va permettre de colorer en jaune orangé les fibres 

de collagène.  

Pour réaliser cette coloration, les coupes sont déparaffinées dans des bains de xylène, 

et réhydratées dans des bains successifs à concentration décroissante d’éthanol, en 

finissant par une hydratation complète avec de l’eau. Elles sont ensuite placées 

successivement dans des bains d’hématoxyline et éosine, avec rinçage à l’eau entre 

chaque coloration. Enfin, les coupes sont déshydratées avec des bains d’éthanol, puis 

colorées au safran. Le montage est ensuite effectué et l’observation et l’analyse des 

lames est effectuée au microscope Nikon éclipse 60i. Grâce à ces colorations, les 

vaisseaux pulmonaires peuvent être visualisés et le pourcentage d’occlusion des 

vaisseaux mesurés, grâce au rapport entre le diamètre total et le diamètre de lumière 

du vaisseau.  

3.3  Étude de la fibrose cardiaque 

La fibrose cardiaque est visualisable grâce à une coloration au rouge sirius. En raison 
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de ses groupements d’acides sulfoniques, le rouge sirius va se lier aux groupements 

basiques et ainsi colorer en orange les fibres de collagène des coupes de ventricule 

cardiaque. Il va permettre de visualiser la fibrose cardiaque. Pour ce marquage, les 

coupes sont déparaffinées et réhydratées, puis la coloration au rouge sirius est 

effectuée. Suite au montage, des images de la coupe sont réalisées au microscope 

EVOS (Invitrogen) et l’analyse est effectuée, sur le logiciel ImageJ, en mesurant l’aire 

fibrosée par rapport à l’aire totale du tissu. 

3.1  Étude de l’hypertrophie des cardiomyocytes  

L’hypertrophie des cardiomyocytes est mesurée grâce à un marquage à l’agglutinine 

de germe de blé (WGA). Cette lectine, capable de se lier aux glycoprotéines, permet un 

marquage de la membrane cellulaire. Les coupes sont déparaffinées, réhydratées puis 

incubées avec du WGA-FITC (FL-1021-5, Eurobio) à 50 µg/ml. Après montage, les lames 

sont visualisées au microscope EVOS, au grossissement 40X et l’aire (en section 

transversale) est mesurée sur le logiciel ImageJ. Un total de 30 cellules (sur 3 champs 

différents) pour chaque ventricule d’un animal a été mesuré. 

4 PRELEVEMENT ET CULTURE DES CELLULES PRIMAIRES 

Afin de réaliser des études d’expression génique, protéique, des immunomarquages 

ou des études cellulaires, des prélèvements de poumon sont effectués sur des patients. 

Pour les sujets contrôles, il s’agit de patients atteints d’un cancer pulmonaire et ayant 

une lobectomie, pour lesquels un prélèvement est effectué à distance de la tumeur. Les 

poumons de patients atteints d’HTAP sont explantés lors d’une transplantation 

pulmonaire.  

4.1  Isolement et culture des CML-AP 

L’isolement des CML-AP s’effectue en disséquant les AP (diamètre de 3 à 10 mm) des 

prélèvements pulmonaires. Les AP sont coupées en morceaux de 3 à 5 mm de 

longueur, puis coupées longitudinalement afin d’exposer la lumière du vaisseau à la 

surface d’une plaque 6 puits. Le milieu de culture, appelé milieu Eagle modifié de 

Dulbecco (DMEM, avec 4,5 g/L de glucose, supplémenté avec 12,5 % de sérum de veau 

fœtal (SVF), 2 mM de L-glutamine, 1X d’insuline-transferrine-sélénium (ITS), 100 U/ml 

de pénicilline-streptomycine (PS), 20 mM d’HEPES, 10 ng/ml de facteur de croissance 

épidermique humain (EGF)) est ajouté. En quelques semaines, les CML-AP vont migrer 

et proliférer hors des AP. Ces cellules seront amplifiées puis cryoconservées en azote 
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liquide, en effectuant des ampoules de 1 ml (80 % milieu DMEM, 10 % SVF et 10 % 

DMSO) avec 5x105 et 1x106 cellules/ampoules.  

4.2  Isolement et culture des CE-AP 

L’isolement des CE-AP s’effectue par digestion enzymatique. Une fois la plèvre retirée, 

le prélèvement pulmonaire est découpé et une digestion enzymatique à la dispase (1,7 

U/mg) est effectuée. Les prélèvements sont agités à 37°C pendant 2h, filtrés avec un 

tamis cellulaire à mailles de 70 µm, puis lavés avec de la solution saline équilibrée de 

Hank supplémentée avec 10 % SVF. Les hématies sont ensuite retirées grâce à plusieurs 

centrifugations et les cellules mises en culture dans des plaques 6 puits avec du milieu 

de culture MCDB (supplémenté avec 10 % SVF, 2 mM de L-glutamine, 25 mM d’HEPES, 

100 U/ml de PS, 6µg/ml de supplément de croissance de cellules endothéliales (ECGS), 

1 ng/ml de facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF) et 1 U/ml 

d’héparine). Les hématies et cellules non adhérentes sont retirées lors des 

changements de milieu. Une fois à 80-90 % de confluence, les CE sont sélectionnées 

grâce à une sélection positive au CD31. Pour cela, les CE sont incubées avec un 

anticorps anti-CD31 couplé à des billes ferromagnétiques (Dynabeads CD31 

Endothelial Cell, Invitrogen pendant 20min à 4°C, puis isolées grâce à un aimant. Après 

amplification, les cellules sont cryoconservées dans le milieu de congélation (80 % 

MCDB complet, 10 % SVF et 10 % DMSO) avec entre 5x105 et 1x106 cellules/ampoules. 

Tous les plastiques utilisés pour ensemencer les CE sont préalablement recouverts avec 

de la gélatine à 0,1 %.  

5 ETUDES CELLULAIRES 

Les cellules sont étudiées entre le 2ème et le 5ème passage. Les caractéristiques des 

patients contrôles et atteints d’une HTAP sont disponibles dans le matériel et méthodes 

de chaque étude.  

5.1  Transfection des CML-AP et CE-AP  

Afin de comprendre le rôle des protéines d’intérêt, les cellules ont été transfectées avec 

un siARN afin d’empêcher la traduction de l’ARN cible et donc sous-exprimer la 

protéine. Cela s’effectue grâce au complexe RNA-induced silencing complex (RISC) 

permettant de guider les ARN et régulant ainsi l’expression des gènes d’intérêts (Figure 

26). 
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Figure 26 : Mode d'action des siARN 

Tout d’abord, chaque siARN est préparé avec 1 ml d’OptiMEM (milieu essential minimal 

amélioré pour les réactifs de transfections), 6 µl de lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen) 

et le siARN d’intérêt à 100 nM par rapport à la lipofectamine, durant 20 minutes. 200 

µL de suspension cellulaire (environ 5x105 cellules) sont ajoutés afin que les cellules 

soient transfectées. Après 20min d’incubation, les cellules sont ensemencées avec du 

milieu complet adapté. Afin de retirer le transfectant, le milieu est changé 24h après la 

transfection. Les siARN utilisés (Tableau 7) ont une efficacité optimale 48h à 72h après 

transfection.  

Tableau 7 : Description des siARN utilisés 

Cible Référence Fournisseur 

Orai1 s99509 Thermo Fisher scientific 

STIM1 s13563 Thermo Fisher scientific 

STIM2 s33457 Thermo Fisher scientific 

KCNK3 s7785 Thermo Fisher scientific 

BMPR2 s2045 Thermo Fisher scientific 

TRPC1 S14411 Thermo Fisher scientific 

TRPC3 S14413 Thermo Fisher scientific 

TRPC4 S229618 Thermo Fisher scientific 
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TRPC6 S14421 Thermo Fisher scientific 

contrôle Silencer™ Select Negative Control Thermo Fisher scientific 

5.2  Test de prolifération par incorporation de bromodésoxyuridine 

La prolifération est évaluée grâce au test de prolifération par incorporation de 

bromodésoxyuridine (BrdU) DELFIA® (AD0200, PerkinElmer). Le BrdU est un analogue 

de la thymidine qui va s’incorporer aux nouveaux brins d’ADN synthétisés. Le BrdU ainsi 

incorporé est détecté par un anticorps monoclonal marqué à l’europium, ayant comme 

excitation 340 nm et émettant à 615nm. 

Après décollement et dissociation à la trypsine (TrypLE Express 1X, Life Technologies), 

les CML-AP sont comptées sur lame KOVA puis ensemencées à 5x103 cellules/puits, 

dans une plaque 96 puits. Afin de bloquer le cycle cellulaire et synchroniser les cellules, 

elles sont placées dans un milieu DMEM non supplémenté en SVF ou facteurs de 

croissance, durant 48h. La moitié des puits ensemencés est ensuite conservée dans ce 

DMEM non supplémenté, tandis que l’autre moitié est mise en DMEM supplémenté 

afin d’induire la prolifération cellulaire. Lors de l’analyse, cela permet de s’affranchir de 

l’inexactitude du nombre de cellules ensemencées grâce à une normalisation des 

cellules proliférantes (DMEM supplémenté) par rapport aux cellules non proliférantes 

(DMEM non supplémenté). 

Lors de ce changement de milieu, les cellules peuvent également être traitées avec les 

inhibiteurs et sont traitées avec le BrdU, à 1X pendant 24h, avant la révélation. La 

révélation s’effectue selon le protocole du fournisseur, en fixant et dénaturant les 

cellules, puis en les incubant avec un anticorps anti-BrdU lié à l’europium La plaque 96 

puits est lue grâce au lecteur de plaque FlexStation 3 (Molecular Devices).  

5.3  Test de migration par cicatrisation 

La migration des CML-AP est évaluée par un test de cicatrisation (wound healing). Pour 

cela, nous utilisons des inserts en silicone (80209, Ibidi®) à deux puits, permettant de 

créer un espace homogène entre deux tapis cellulaires.  
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Tout d’abord, les cellules sont synchronisées dans un milieu DMEM non supplémenté 

en SVF ou facteurs de croissance. Une fois les inserts collés au plastique, les cellules 

sont ensemencées à 1,2x104 cellules/puits d’insert, dans du DMEM non supplémenté 

en SVF ou facteurs de croissance et contenant 1 µM de cytosine arabinose, afin de 

bloquer la prolifération cellulaire. Après 24h, les inserts sont délicatement retirés, et les 

inhibiteurs ajoutés avec un milieu de culture frais (Figure 27). Des images sont alors 

réalisées au microscope EVOS (à t0), puis une seconde image est réalisée après 15h 

(t15) et l’analyse est effectuée sur ImageJ en rapportant la taille de la blessure à t15 par 

rapport à t0 afin d’obtenir le pourcentage d’aire recouverte.  

Figure 27 : Protocole expérimental du test de migration 

5.4  Test de résistance à l’apoptose induite par la staurosporine 

Afin d’induire l’apoptose, les CML-AP, préalablement ensemencées à 70 % de 

confluence, sont traitées avec de la staurosporine (inhibiteur non spécifique des 

protéines kinases induisant l’apoptose cellulaire) à 1 µM pendant 20 min ou 50 nM 

pendant 15h. 

Les cellules sont rincées avec un tampon de marquage (420201, BioLegend) et 

détachées doucement avec de la trypsine et un grattoir à cellules. Après centrifugation 

(400 g, 4°C, 10 min), le surnageant a été retiré et les cellules sont marquées avec un kit 

de détection de l'apoptose à l’annexine V (640914, BioLegend). Ce marquage va 

permettre de visualiser l’apoptose grâce au marquage à l’annexine V (lié à 

l’isothiocyanate de fluorescéine), qui va se fixer à la phosphatidylsérine. En effet, 

lorsque la cellule n’est pas en apoptose, ce phospholipide de la membrane plasmique 

n’est exposé qu’au milieu intracellulaire, tandis que lors de l’apoptose, il est exposé au 

milieu extracellulaire (appelé « flip-flop »). L’iodure de propidium, un agent intercalant 

des acides nucléiques est également ajouté comme marqueur de nécrose. Le 

marquage est détecté par cytométrie en flux, au MACSQuant (Myltenyi Biotec), en 

prenant en compte 7,5 x 104 cellules par condition. Les analyses sont ensuite effectuées 
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grâce au logiciel Flowlogic (Inivai Technologies) (Figure 28) 

 

5.5  Mesure du calcium intracellulaire  

La mesure du Ca2+ intracellulaire a été effectuée grâce à la sonde Fura-2-acetoxymethyl 

ester (AM) (F1221, Invitrogen), un indicateur du Ca2+intracellulaire ratiométrique, 

émettant à 510 nm, mais étant excité à 380 nm pour la forme libre, et 340 nm pour la 

forme liée au Ca2+. Les cellules sont ensemencées sur des boites à fond de verre de 18 

mm, à environ 70 % de confluence. Les cellules sont chargées avec 2 μM de Fura-2-AM 

préalablement dissous dans du DMSO plus 20 % d'acide pluronique F-127 (P3000MP, 

Life Technologies), puis incubées à 37 °C pendant 30 minutes dans l'obscurité dans une 

solution de Krebs (en mM : 135 NaCl, 5,9 KCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 10 HEPES, 10 D-glucose) 

Figure 28 : Analyse des cellules musculaires lisses humaines par marquage à l'annexine V et au iodure de 

propidium 
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et Fura-2-AM, à pH 7,4. Elles sont ensuite lavées deux fois avec cette solution. 

L’utilisation du système LED Sutter Fluo Lambda 421 (Sutter Instrument Company), qui 

permet un changement rapide des longueurs d'onde d'excitation (340 et 380 nm) 

nécessaire à la visualisation des modifications cytosoliques de [Ca2+] à l'aide d'un 

microscope (Olympus IX71). 

Afin de mesurer l’influx SOC, les cellules sont placées dans une solution sans calcium 

(Ca2+ free, contenant 1 mM d'EGTA au lieu de 2 mM de CaCl2, 5 µM de nifédipine 

(inhibiteur du canal Ca2+ de type L) et de KB-R7943 (inhibiteur de l'échangeur Na+/ 

Ca2+)). Les stocks de Ca2+ du RE/RS sont vidés grâce à l’ajout de 1 µM de thapsigargine, 

un inhibiteur de la pompe SERCA, pendant 8 min. L’entrée de Ca2+ SOC est ensuite 

induite par l’ajout de de 2 mM de CaCl2 extracellulaire grâce au remplacement de la 

solution sans calcium par la solution calcique (Figure 29). L’acquisition des images et 

l’analyse du Ca2+ cytosolique ont été effectuées avec le logiciel d'imagerie MetaFluor® 

7.8 (Molecular Devices). 

 

Figure 29 : Protocole d'induction de l'influx SOC  

La visualisation des variations du Ca2+mitochondrial a été réalisée grâce à la sonde 

fluorescente calcique mitochondriale, Rhod-2-AM (FluoProbes), qui augmente sa 

fluorescence lors de la liaison avec le Ca2+. Les CML-AP ont été chargées avec la sonde 

Rhod-2-AM (1,5 µM) pendant 15min à 37°C. Le Rhod-2-AM a ensuite été excité à 514 

nm et l’émission à 525 nm. 

5.6  Mesure du potentiel de membrane des mitochondries 

La mesure du potentiel de membrane s’effectue grâce au colorant 
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tétraméthylrhodamine, ester éthylique, perchlorate (TMRE, #T669, Invitrogen), colorant 

rouge-orange capable de s’accumuler dans les mitochondries actives en raison de leur 

charge négative. Le marquage des mitochondries est donc un indicateur du potentiel 

de membrane de ces mitochondries, car plus une mitochondrie est dépolarisée, moins 

elle retient le TMRE. Pour cela, les cellules sont ensemencées sur des boites à fond de 

verre de 18 mm, à environ 70 % de confluence, et mises en présence de TMRE à 10 nM 

pendant 1 min dans une solution de Krebs. Une fois les cellules rincées, la fluorescence 

est analysée au microscope confocal (LSM700, Carl Zeiss), le TMRE ayant une excitation 

à 552 nm et une émission à 574 nm. L’analyse des mitochondries est ensuite effectuée 

sur le logiciel ImageJ.  

 

6 IMMUNOMARQUAGE FLUORESCENT  

Afin d’observer l’expression et la localisation de protéines cibles, différents marquages 

ont été réalisés sur coupe de poumon humain ou provenant de rat. Les poumons 

d’Homme et de rats sont inclus en paraffine, déparaffinés puis déshydratés. Les coupes 

sont ensuite saturées avec une solution de PBS contenant 10 % de sérum humain ou 

de rat, 0.1 % BSA et 0.2 % triton, pendant 1h à température ambiante. L’incubation avec 

les anticorps primaires (Tableau 8) est ensuite réalisée dans un mélange de PBS + BSA 

0.1 % pendant toute la nuit, à 4°C. Après lavage au PBS, les coupes sont incubées avec 

les anticorps secondaires (anticorps anti-souris Alexa Fluor 488 et anti-lapin Alexa Fluor 

594) à 1/200 et du DAPI, marquant le noyau, à 1/1x104. Après montage, les lames sont 

visualisées en microscopie confocale (LSM700, Carl Zeiss).  

Tableau 8 : Caractéristiques des anticorps primaires pour l'immunofluorescence 

Anticorps Espèce Dilution Fournisseur Référence 

α-SMA-FITC Souris 1/200 Sigma-Aldrich F3777 

Orai1 Lapin 1/100 Sigma-Aldrich O8264 

STIM1 Lapin 1/100 Sigma-Aldrich S6072 

STIM2 Lapin 1/100 Sigma-Aldrich PRS4123 

TRPC1 Lapin 1/100 Alomone ACC-010 

TRPC3 Lapin 1/100 Alomone ACC-016 

TRPC4 Lapin 1/100 Alomone ACC-018 

TRPC6 Lapin 1/100 Alomone ACC-017 
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7 BIOLOGIE MOLECULAIRE 

7.1  Étude de l’expression génique 

L’étude de l’expression génique est effectuée en quantifiant la quantité d’acide 

désoxyribonucléique complémentaire (ADNc), séquence d’ADN issu de l’ARN 

messager. Pour cela, il est nécessaire d’extraire les acides ribonucléiques (ARN), de 

synthétiser l’ADNc par transcription inverse puis de l’amplifier et le quantifier par 

réaction de polymérase en chaine quantitative (qPCR). 

7.1.1  Extraction des ARN 

Les ARN sont extraits à partir des poumons, VD ou de cellules. Les poumons ou les VD 

sont broyés à 4°C, dans des tubes gentleMACS à l’aide du gentleMACS Dissociator 

(Miltenyi Biotechnologies) avec 1ml de TRIzol (15596018, Invitrogen), permettant 

l’isolement de l’ARN tout en dissolvant les composants cellulaires. Après centrifugation, 

le surnageant est récupéré. À partir de cellules, l’extraction s’effectue en décollant les 

cellules avec un grattoir de cellules en présence d’1 ml de TRIzol. L’ajout de 200µl de 

chloroforme provoque la séparation des ADN et protéines (phase organique) et des 

ARN (phase aqueuse). Une fois la phase aqueuse récupérée, les ARN sont précipités 

grâce à l’ajout à volume (500µl) d’isopropanol puis centrifugés 10 min à 9000g à 4°C. 

Le surnageant est enlevé puis le culot d’ARN est lavé 3 fois à l’éthanol 75 %. Une fois 

le culot bien séché à l’air libre, il est resuspendu dans de l’eau sans ribonucléase 

(ARNase) puis peut être stocké à -80°C. Le dosage des ARN s’effectue ensuite à 4°C, 

par spectrophotométrie grâce au NanodropD30 (Eppendorf), avec une lecture des 

absorbances entre 230 et 280 nm. La pureté de l’échantillon est vérifiée par les rapports 

d’absorbance :  

- A260/A280 indique une contamination aux protéines, il doit être supérieur à 

1,7 

- A260/A270 indique une contamination par du phénol, il doit être supérieur à 

1,2.  

- A260/A230 indique une contamination par des sels ou composés organiques, 

il doit être supérieur à 1,7. 

7.1.2  Transcription inverse 

La transcription inverse est réalisée grâce au kit QuantiTect Reverse Transcription 

(205311, Qiagen). Tout d’abord, l’ADN génomique est éliminé grâce à une solution 
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contenant des gDNAases, chauffée 2min à 42°C. L’ARN est ensuite synthétisé en ADNc 

par incubation à 42°C pendant 15min dans une solution contenant un mélange 

optimisé d'oligo-dT, d'amorces aléatoires et la transcriptase inverse. L’action de la 

transcriptase inverse est ensuite arrêtée en chauffant la solution 3min à 95°C. Le produit 

obtenu peut ensuite être congelé à -20°C. 

7.1.3   Réaction de polymérase en chaine quantitative 

La qPCR consiste en l’amplification des ADNc grâce à un cycle de 3 étapes : la 

dénaturation de l’ADN (15 sec à 95°C) afin de séparer les doubles brins, l’hybridation 

des amorces spécifiques au gène cible (Tableau 9), puis l’élongation de ces amorces 

par l’ADN polymérase (1 min à 60°C). La détection de la quantité d’ADNc s’effectue 

grâce à la technique Taqman, qui va permettre d’obtenir une fluorescence 

proportionnelle à la quantité de copies synthétisées. Ces sondes Taqman, composées 

d’un fluorophore et d’un quencher chargé de bloquer la fluorescence, vont se fixer au 

brin d’ADN lors de l’hybridation. Lors de l’élongation, la sonde Taqman est alors 

dégradée, séparant le fluorophore du quencher, lui permettant donc d’émettre de la 

fluorescence mesurée par le système de PCR en temps réel StepOnePlus (Applied 

Biosystems). L’analyse des résultats est ensuite effectuée à partir des cycles de seuil 

(Ct), représentant le nombre de cycles pour lequel la fluorescence générée a dépassé 

un seuil défini précédemment pour tous les gènes. Chaque expérience est normalisée 

au Ct d’un gène de référence, ici l’ARN ribosomique 18S, nous permettant donc 

d’obtenir la quantité relative des ARNm dans chaque échantillon. 

Tableau 9 : Caractéristiques des amorces utilisées 

Primer Référence Fournisseur 

Orai1 humain Hs03046013_m1 Thermo Fisher scientific 

β-Actin humain Hs01060665_g1 Thermo Fisher scientific 

KCNK3 humain Hs00605529_m1 Thermo Fisher scientific 

BMPR2 humain Hs00176148_m1 Thermo Fisher scientific 

TRPC1 humain NM_001251845.1 qPCR array, AnyGenes 

TRPC3 humain NM_001130698.2 qPCR array, AnyGenes 

TRPC4 humain NM_016179.4 qPCR array, AnyGenes 

TRPC6 humain NM_004621.6 qPCR array, AnyGenes 

STIM1 humain NM_001277961.3 qPCR array, AnyGenes 

Orai1 Rat Rn02397170_m1 Thermo Fisher scientific 
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β-Actin Rat Rn00667869_m1 Thermo Fisher scientific 

NPPB Rat Rn00580641_m1 Thermo Fisher scientific 

NPPA Rat Rn00664637_g1 Thermo Fisher scientific 

Acta1 Rat Rn01426628_g1 Thermo Fisher scientific 

Actn2 Rat Rn01470228_m1 Thermo Fisher scientific 

7.2 Étude de l’expression génique  

7.2.1  Extraction protéique 

Les protéines sont extraites à partir de poumons, ventricule cardiaque, ou artère 

pulmonaire, ou cellules. Les organes sont broyés à 4°C, dans des tubes gentleMACS à 

l’aide du gentleMACS Dissociator (Miltenyi Biotechnologies) avec du tampon de lyse 

protéique contenant 1 % d’Igepal, 20 mM de Tris HCl, 137 mM de NaCl, 10 % de 

glycérol, 2 nM d’EDTA, , leupeptine à 10 μg/μl, aprotinine 10 μg/μl, des inhibiteurs de 

protéases (Complete Ultra tablets, Protease Inhibitor Cocktail, Roche) et des inhibiteurs 

de phosphatase (PhosSTOP, Roche). Les lysats cellulaires sont réalisés à une confluence 

d’environ 80 %. Les cellules sont lavées au PBS, puis décollées à l’aide d’un grattoir 

cellulaire, en présence de tampon de lyse protéique. Les lysats (tissulaires ou cellulaires) 

sont ensuite agités pendant 1h à 4°C puis centrifugé 10 min à 9000g afin de récupérer 

uniquement le surnageant contenant les protéines. 

Une fois les protéines extraites, le dosage est effectué grâce à la méthode 

colorimétrique à l’acide bicinchoninique (BCA, Interchim). Cette méthode permet de 

mesurer la concentration protéique grâce à la fixation de l’ion Cu(I), réduit par les 

protéines, sur l’acide bicinchoninique, et ainsi former un complexe pourpre pouvant 

être mesuré à 562nm. Enfin, les protéines sont dénaturées par dilution au ½ avec une 

solution de bleu de Laemmli 2X et 5 % de β-mercaptoéthanol et chauffées 3min à 95°C.  

7.2.2   Western-blot 

La technique d’immunoblot (Western-blot) est utilisée afin d’évaluer l’expression des 

protéines cibles. Pour cela, les protéines sont déposées (entre 10 et 40µg/10µl de 

protéines), avec un marqueur de taille, sur des gels de polyacrylamide précoulés 

(5671085, BioRad) avec un gradient de concentration croissant de 4 à 15 %. La 

migration des protéines par électrophorèse s’effectue dans un tampon de migration 

(10 % TrisGlycine 1X, 1 % SDS à 10 % et H2O Miliq) pendant 40min à 200V. Le transfert 

des protéines est effectué sur membrane de nitrocellulose, pendant 60 min à 100V 
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dans du tampon de transfert (10 % TrisGlycine 1X, 20 % Ethanol et H2O Miliq). Les sites 

non spécifiques sont ensuite bloqués par saturation grâce à l’alcool polyvinylique (PVA) 

1X, un agent non protéique se fixant aux parties hydrophobiques de la membrane en 

les rendant hydrophiles et résistants aux liaisons. La membrane est ensuite lavée avec 

une solution saline tamponnée au tris et Tween (TBS-T contenant TBS 1X et 0.1 % 

Tween-20). Enfin, elle est incubée avec les anticorps primaires (Tableau 10), dilués dans 

le TBS-T supplémenté avec de l’albumine de sérum bovin (BSA) à 5 %, toute la nuit à 

4°C. Après lavage au TBS-T, un anticorps secondaire couplé à la peroxydase de raifort 

(horseradish peroxidase) et reconnaissant l’espèce de l’anticorps primaire est incubé 

pendant 1h à température ambiante.  

La révélation des protéines est effectuée grâce au réactif de chimiluminescence 

renforcée (ECL, 10308449, Amersham), qui va permettre de révéler le substrat de la 

péroxydase de raifort le luminol, émettant ainsi un signal de chimiluminescence 

détecté au ChemiDoc (Bio-Rad). L’intensité de la bande, ainsi révélée, est 

proportionnelle à la quantité de cette protéine dans le lysat. La β-actine est utilisée 

comme témoin de charge afin de normaliser la quantité de protéines déposée par 

puits.  

Tableau 10 : Caractéristiques des anticorps primaires pour les immunoblots 

Anticorps Espèce Dilution Fournisseur Référence 

Survivin Souris 1/1000 Cell Signaling Technology 2808 

pP42/P44 Lapin 1/3000 Cell Signaling Technology 4376 

P42/P44 Lapin 1/3000 Cell Signaling Technology 9102 

pP38 Lapin 1/ 2000 Cell Signaling Technology 9211S 

P38 Lapin 1/2000 Cell Signaling Technology 7972 

p-Akt (Thr308) Lapin 1/1000 Cell Signaling Technology 9275 

Akt Lapin 1/2000 Cell Signaling Technology 2938 

P21 Lapin 1/2000 Cell Signaling Technology 610266 

Caspase 9 Lapin 1/2000 Cell Signaling Technology 9508 

β-Actin Souris 1/5000 Sigma-Aldrich A1978 

Orai1 Lapin 1/1000 Sigma-Aldrich O8264 

STIM1 Lapin 1/1000 Sigma-Aldrich S6072 

STIM2 Lapin 1/1000 Sigma-Aldrich PRS4123 

Pan-Calcineurin A Lapin 1/1000 Cell Signaling Technology 2614 

TRPC1 Lapin 1/2000 Alomone ACC-010 

TRPC3 Lapin 1/2000 Alomone ACC-016 
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8 ANALYSES STATISTIQUES 

Les analyses ont été réalisées à l'aide du logiciel GraphPad Prism (GraphPad, version 

9.0). Tout d’abord, lorsque le nombre d’échantillons était suffisant (n ≥ 6), la distribution 

normale de nos échantillons a été vérifiée à l'aide du test de Shapiro-Wilk. Si 

l’hypothèse de normalité est acceptée, les différences entre deux groupes ont été 

évaluées à l'aide d'un t-test paramétrique non apparié ou pairé. En cas de petit nombre 

d’échantillon, ou d’hypothèse de normalité rejetée, un test de Mann-Whitney a été 

utilisé. 

En cas de comparaison entre plus de deux groupes, la distribution ainsi que le nombre 

d’échantillons ont également été vérifiés. En cas d’hypothèse de normalité vérifiée, une 

ANOVA à sens unique a été réalisée, suivie, pour la correction du test de comparaison 

multiple, d’un test de Tukey. En cas de petit nombre d’échantillon, ou d’hypothèse de 

normalité rejetée, un test de Kruskal-Wallis suivi d’une correction de Dunn’s a été 

réalisé. Afin de prendre en compte également la variabilité entre les différentes cellules 

d’un même patient, des tests Nested ont été effectués pour les résultats de 

comparaison d’influx SOC. Ils ont suivi la même logique que les tests précédemment 

expliqués.  

Toutes les valeurs sont rapportées en tant que moyenne ± erreur standard de la 

moyenne. Pour toutes les expériences, une valeur P <0,05 a été considérée comme 

statistiquement significative, avec P≤0.05 (*), P≤0.01 (**), P≤0.001 (***) et P≤0.0001 (****). 

  

TRPC4 Lapin 1/1000 Alomone ACC-018 

TRPC5 Souris 1/200 NeuroMab 75-104 

TRPC6 Lapin 1/2000 Alomone ACC-017 
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Ma thèse, axée sur la compréhension du rôle des canaux Orai et TRPC dans le 

développement de l’hypertension artérielle pulmonaire, a été décomposée en deux 

projets : le premier, concernant le canal calcique Orai1, et un second axé sur les canaux 

TRPC dans les CML-AP. 

1ER PROJET : ORAI1 INHIBITORS AS POTENTIAL TREATMENTS FOR 

PULMONARY ARTERIAL HYPERTENSION  

Auteurs: Bastien Masson, Hélène Le Ribeuz, Jessica Sabourin, Loann Laubry, Emily 

Woodhouse, Richard Foster, Yann Ruchon, Mary Dutheil, Angèle Boët, Maria-Rosa 

Ghigna, Vincent Thomas De Montpreville, Olaf Mercier, David J. Beech, Jean-Pierre 

Benitah, Marc A. Bailey, Marc Humbert, David Montani, Véronique Capuano et Fabrice 

Antigny 

Publié le 27/09/2022, Circulation Research 

Doi: 10.1161/CIRCRESAHA.122.321041 

1  RÉSUMÉ DE L’ARTICLE 

Les dysfonctions des CML-AP jouent un rôle majeur dans la pathophysiologie de 

l’HTAP. Ces dysfonctions sont caractérisées par une dérégulation de l’équilibre 

prolifération/apoptose (prolifération excessive et résistance à l’apoptose), une 

migration exacerbée et une vasoconstriction. Un des facteurs importants de ces 

dysfonctions est la perturbation de l’homéostasie calcique qui est reconnue, dans les 

CML-AP, pour être en partie régulée par le SOCE. Le SOCE est activé en réponse à la 

déplétion calcique du RE/RS, par deux acteurs majeurs : les protéines STIM, senseur de 

calcium du RE/RS, et le canal calcique Orai1. Cependant le rôle de ces protéines dans 

le développement de l’HTAP n’était pas connu au début de ma thèse.  

J’ai tout d’abord analysé l’expression et la fonction d’Orai1 dans les CML-AP des 

patients atteints d’HTAP. In vitro et ex vivo, j’ai évalué sa participation aux dysfonctions 

des CML-AP de patient HTAP avec la prolifération, l’apoptose et la migration, ainsi que 

son rôle dans la régulation de la contraction des AP humaines. J’ai également étudié in 

vivo la contribution d'Orai1 dans le développement de l'hypertension pulmonaire 

expérimentale à travers trois modèles murins : hypoxie chronique, MCT et sugen-

hypoxie. 

Tout d’abord, j’ai démontré une augmentation du SOCE, associée à une augmentation 

de l’expression d’Orai1 (sans modification d’expression de STIM1/2, Orai2 et une 
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diminution d’Orai3) dans les CML-AP de patients atteints d’HTAP. Cette augmentation 

du SOCE n’a pas été retrouvée dans les CE-AP. J’ai ensuite mis en exergue que 

l’inhibition ou sous-expression d’Orai1 (par siARN ou pharmacologie sélective) a réduit 

l’hyperprolifération et la migration excessive des CML-AP HTAP.  

De plus, j’ai montré que l’inhibition pharmacologique ou par siARN d’Orai1, dont 

l’expression est augmentée dans les CML-AP HTAP par rapport aux CML-AP contrôles, 

réduit d’environ 50 % l’activité de la calcineurine dans les CML-AP isolées de patients 

atteints d’HTAP. J’ai également montré que l’’inhibition d’Orai1 augmente l’apoptose 

induite par un traitement de 15h à la staurosporine, en partie grâce à une action via la 

caspase9, P38, Akt et la survivine. En association avec l’augmentation du SOCE dans les 

CML-AP HTAP, l’entrée de Ca2+ mitochondriale lors du SOCE est fortement augmentée 

dans CML-AP de patients atteints d’HTAP, et la sous-expression d’Orai1 par siARN 

réduit ce phénomène, suggérant un rôle d’Orai1 dans la dérégulation des fonctions 

mitochondriales au cours de l’HTAP.  

Lors de cette étude, nous nous sommes aussi intéressés aux mécanismes provoquant 

la surexpression d’Orai1 en condition pathophysiologique. Mes résultats suggèrent 

une implication au niveau traductionnel/post-traductionnel des MAPK1/2 (augmentés 

dans l’HTAP) et des facteurs de transcription pléiotropes NFAT et de NFκB. Nous avons 

également montré que la diminution d’expression de KCNK3 (dont l’expression est 

diminuée dans l’HTAP) dans les CML-AP contrôles provoquait l’augmentation de 

l’expression protéique d’Orai1, via MAPK1/2, NFAT et NFκB. 

Enfin, in vivo, nous avons mis en évidence que l’expression protéique d’Orai1 est 

augmentée dans les AP de rat en hypoxie chronique. Le traitement curatif par le BTP2 

a diminué l’obstruction des vaisseaux pulmonaires et la fibrose du VD, associé à une 

nette amélioration de l’hypertrophie du VD et des pressions systoliques du VD.  

L’étude effectuée sur le modèle MCT a également montré une augmentation de 

l’expression protéique d’Orai1 dans les AP et CML-AP isolées de rats exposés à la MCT. 

L’analyse du SOCE dans ces CML-AP a confirmé une augmentation de la fonction 

associée à l’augmentation d’expression d’Orai1, comme dans les CML-AP humaines 

isolées de patients atteints d’HTAP. L’ARNm d’Orai1 est également augmenté dans le 

VD des rats exposés à la MCT, associé à une dérégulation de la localisation d’Orai1. De 

nouveau, le traitement curatif par le BTP2 a fortement amélioré la condition des rats 

exposés à la MCT (remodelage vasculaire pulmonaire, hypertrophie du VD, pression 

systolique du VD, débit cardiaque, résistances pulmonaires totales et fibrose du VD). 
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Les résultats ont été similaires avec deux autres inhibiteurs spécifiques d’Orai1, le JPIII 

et le 5J4. Finalement, j’ai aussi confirmé le bénéfice de l’inhibition d’Orai1 par le BTP2 

sur un troisième modèle d’HTAP, le modèle Sugen/hypoxie. Ces résultats in vivo 

démontrent l’implication d’Orai1 dans 3 modèles différents d’HTAP ainsi que le 

bénéfice de l’inhibition d’Orai1 sur le développement de l’HTAP.  

À travers des expériences in vitro, ex vivo et in vivo, cette étude a permis de démontrer 

la contribution essentielle du canal calcique Orai1 au développement de l’HTAP.  

En outre, les différents essais cliniques en cours sur des inhibiteurs du canal Orai1 

(psoriasis en plaques sévère, l’asthme, la pancréatite aiguë et la pneumonie COVID-19) 

montrent la « safety » des inhibiteurs d’Orai1 chez l’Homme. En clinique, les bloqueurs 

des canaux Ca2+ dépendants du voltage de type L, qui permettent principalement de 

réguler la vasoconstriction de l’AP, sont efficaces uniquement pour moins de 10 % des 

patients atteints d’HTAP. En outre, les thérapies actuelles de l’HTAP ne ciblent que la 

dysfonction endothéliale, et inhiber le canal Orai1 offrirait une alternative anti-

remodelage crédible. 

Considérant ces éléments et nos résultats, nous pensons que l’inhibition 

pharmacologique d’Orai1 pourrait permettre une réduction du remodelage vasculaire 

pulmonaire et cardiaque et ainsi une amélioration de la qualité de vie de patients 

atteints d’HTAP.  
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2ÈME PROJET : CONTRIBUTION OF TRPC CHANNELS IN HUMAN AND 

EXPERIMENTAL PULMONARY ARTERIAL HYPERTENSION 

Auteurs: Bastien Masson, Anais Saint-Martin Willer, Mary Dutheil, Lucille Penalva, 

Hélène Le Ribeuz, Kristelle El Jekmek, Yann Ruchon, Sylvia Cohen-Kaminsky, Jessica 

Sabourin, Marc Humbert, Olaf Mercier, David Montani, Véronique Capuano et Fabrice 

Antigny 

Publié le 27/06/2023, American Journal of Physiology-Lung Cellular and Molecular 

Physiology 

Doi : 10.1152/ajplung.00011.2023 

1  RESUME DE L’ARTICLE 

L’HTAP se caractérise par une obstruction progressive des AP, entraînant une 

hypertrophie et une défaillance du ventricule droit. Les résultats de ma première étude 

ont révélé une exacerbation du SOCE dans les CML-AP HTAP, contribuant aux 

dysfonctions des CML-AP HTAP. Bien que le canal Orai1 soit identifié comme acteur 

majoritaire de l’influx SOCE, les canaux TRPC peuvent contribuer à une partie non 

négligeable du SOCE. La famille des canaux TRPC, des canaux cationiques perméables 

au Ca2+, est composée de sept isoformes (TRPC1 à TRPC7) avec TRPC2 qui est un 

pseudogène chez l’Homme. Des études de la littérature montrent une implication des 

TRPC dans la prolifération et la migration cellulaire des CML systémiques et CML-AP 

exposées à l’hypoxie. De plus, un polymorphisme dans le gène de TRPC6 a été identifié 

chez quelques patients HTAP.  

Dans cette étude, j’ai étudié la localisation et l’expression des différents canaux TRPC 

dans les AP et les CML-AP de patients contrôles et atteints d’HTAP, ainsi que leurs 

contributions in vitro au phénotype des CML-AP HTAP. In vivo, j’ai également évalué la 

contribution du canal TRPC3 au développement de l’HTAP induite par exposition à la 

MCT chez le rat.  

Premièrement, j’ai trouvé une augmentation protéique des canaux TRPC1 et TRPC3 

dans les AP isolées de patients atteints d’HTAP. L’ARNm des canaux TRPC5 et TRPC7 

n’ont pas été détectés dans ces AP humaines. Dans les CML-AP de patients atteints 

HTAP, nous avons retrouvé une augmentation protéique du canal TRPC3 et TRPC6, 

associée à une diminution du canal TRPC4.  

NF-kB semble réguler la surexpression de TRPC3 tandis que NFAT semble contribuer à 
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la surexpression de TRPC6. La sous-expression de chaque isoforme de TRPC par siARN 

a révélé que dans les CML-AP contrôles, seul TRPC1 est impliqué dans le SOCE, tandis 

que dans les CML-AP de patients atteints d’HTAP les canaux TRPC1/C3/C4/C6 sont 

tous impliqués dans le SOCE. Néanmoins, nous avons montré que seul TRPC3 est 

impliqué dans la suractivation de la calcineurine des CML-AP HTAP. 

De plus, j’ai constaté par des expériences menées avec des siARN que tous les TRPC 

exprimés sont impliqués dans la prolifération et la résistance à l’apoptose des CML-AP 

HTAP et que seuls TRPC1 et TRPC4 contribuent à la migration accrue des CML-AP 

HTAP.  

Dans le modèle expérimental d’HTAP chez le rat MCT, je n’ai trouvé aucune 

modification de l’expression de TRPC1, TRPC4, TRPC5 ou TRPC6 dans les poumons de 

rats exposés à la MCT. En revanche, j’ai montré une augmentation de l’expression 

protéique de TRPC3 dans les poumons de rats exposés à la MCT. J’ai mis en évidence 

son implication dans l’exacerbation du SOCE des CML-AP de rats exposés à la MCT. Ex 

vivo, par inhibition pharmacologique, nous avons montré que TRPC3 contribue à la 

contraction des AP de rats MCT induite par un mimétique du TXA2.  

Enfin, nous avons mis en évidence que l’inhibition pharmacologique de TRPC3 par le 

composé Pyr3 réduit le développement de l’HTAP expérimentale dans le modèle MCT. 

En effet, l’inhibition TRPC3 a amélioré l’hypertrophie du VD, les pressions systoliques 

du VD, le débit cardiaque ainsi que les résistances vasculaires pulmonaires. Ces 

améliorations hémodynamiques sont associées à une diminution du remodelage des 

vaisseaux pulmonaires, de la fibrose et du diamètre des cardiomyocytes du VD.  

Dans cette deuxième étude, j’ai montré, in vitro, que l’inhibition de TRPC1/C3/C4/C6 

réduit le phénotype pathologique des CML-AP HTAP et que l’inhibition curative in vivo 

de TRPC3 améliore la condition des rats atteints d’HTAP expérimentale dans le modèle 

MCT.  

Nous en concluons donc que l’inhibition pharmacologique du canal TRPC3 (mais aussi 

les autres canaux TRPC en raison de leur implication in vitro) peut être une cible 

pertinente pour réduire le remodelage vasculaire pulmonaire dans l’HTAP.  
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1 ROLE DES CANAUX SOC DANS LES CML-AP DE PATIENTS ATTEINTS 

D’HTAP 

1.1  La composition du SOCE dans les CML-AP 

Lors de notre première étude, nous montrons que le SOCE est quasiment doublé dans 

les CML-AP de patients HTAP comparé aux patients contrôles. Les proportions du SOCE 

médié par le canal Orai1 sont variables en fonction du type cellulaire. J’ai mis en 

évidence, par siARN, que Orai1 est impliqué dans 65 à 70 % du SOCE des CML-AP de 

patients atteints d’HTAP. L’autre partie du SOCE, qui n’est pas inhibée par la sous 

expression d’Orai1, peut être attribuée aux canaux Orai1 restants ainsi qu’aux canaux 

TRPC. De nombreuses études ont également démontré l’implication des canaux TRPC 

dans le SOCE. Lors de notre seconde étude, nous montrons que la sous-expression 

unique de TRPC1, TRPC3, TRPC4 ou TRPC6 provoque une diminution du SOCE de 35 à 

40 % pour chaque isoforme.  

Ces résultats sont probablement explicables grâce aux interactions existantes entre ces 

différents canaux. En effet, les canaux TRPC sont capables de former des 

hétérotétramères avec des associations entre les différentes isoformes : TRPC1/3, 

TRPC1/4, TRPC1/5, TRPC3/4, TRPC4/5, TRPC3/6 ou encore TRPC1/4/5 [538,563]. Il a 

également été démontré que les canaux Orai peuvent interagir avec tous ces canaux 

TRPC [629,630]. De ce fait, il serait intéressant d’étudier les interactions entre ces 

différents acteurs, par exemple par expérience de co-immunoprécipitation. Les 

résultats permettraient ainsi de comparer les interactions entre CML-AP de patient 

contrôles et de patients atteints d’HTAP.  

1.2  Expression et régulation des canaux Orai et TRPC 

J’ai montré une augmentation de l’expression d’Orai1, TRPC3 et TRPC6 dans les CML-

AP de patients atteints d’HTAP. Cette expression est notamment responsable de 

l’augmentation du SOCE dans ces cellules.  

Il a déjà été démontré que les canaux TRPC peuvent avoir un impact sur la présence 

du canal Orai1 à la membrane plasmique, potentiellement directement ou en ayant un 

impact sur le cytosquelette. Par exemple, le recyclage d’Orai1 à la membrane plasmique 

est lié à l’influx par le canal TRPC6 dans des lignées cellulaires de cancer du sein [631]. 

Néanmoins, cela ne semble pas être le cas dans les CML-AP car nous montrons dans 

la seconde étude que les expressions de STIM et Orai1 ne sont pas affectées par les 
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sous-expressions des canaux TRPC. Cependant, nous n’avons pas vérifié si la réduction 

de l'expression des canaux TRPC modifie le regroupement de STIM1/Orai1 en clusters.  

De nombreuses voies de signalisation sont dérégulées dans l’HTAP et peuvent 

impacter l’expression des canaux SOC. Il a été démontré que l’expression de HIF1-α, 

qui est augmentée dans l’HTAP, pouvait réguler l’expression d’Orai2 dans les CML-AP 

de rats. Néanmoins, dans les CML-AP de patients atteints d’HTAP, nous n’avons montré 

aucune modification de l’expression du canal Orai1, TRPC3 ou TRPC6 en réponse à 

l’inhibition de HIF1-α par un inhibiteur pharmacologique, le LW6.  

Le PDGF et l’ET-1 sont tous les deux fortement retrouvés chez les patients atteints 

d’HTAP. Ogawa et al. ont démontré que le traitement (24h) des CML-AP humaines 

contrôles au PDGF provoquait une augmentation de l’expression de STIM et Orai1 et 

du SOCE via la phosphorylation et l’activation d’Akt [76]. La phosphorylation d’Akt est 

augmentée dans les CML-AP de patients HTAP [167]. Nous n’avons pas retrouvé ces 

résultats dans notre première étude, le traitement des CML-AP contrôles au PDGF (24h) 

n’ayant aucun effet sur l’expression d’Orai1. Cependant, il a été démontré dans les 

CMLV d’origine systémique que le PDGF pouvait activer un influx calcique par Orai1 

sans provoquer la redistribution à la membrane de STIM1 et Orai1 [632]. 

L’augmentation du PDGF dans l’HTAP pourrait donc tout de même être à l’origine 

d’une augmentation du calcium passant par Orai1. De plus, le traitement de CML-AP 

de rat avec du PDGF a augmenté l’expression protéique et de l’ARNm de TRPC6, 

associé à une augmentation du SOCE [197]. Il serait donc intéressant de regarder l’effet 

de l’endothéline et du PDGF sur l’expression des canaux TRPC. Le traitement des CML-

AP avec de l’endothéline-1 n’a pas non plus modifié l’expression d’Orai. Cependant, j’ai 

montré que le traitement de CML-AP à l’endothéline-1 provoque un influx calcique lié 

au canal TRPC1 pouvant expliquer des différences d’activation entre les différents 

canaux TRPC. Ainsi, il serait intéressant d’analyser l’expression protéique des canaux 

TRPC suite à une stimulation à l’endothéline-1.  

Lors de mes études, nous montrons que MEK1/2 est impliqué dans la régulation de 

l’expression protéique d’Orai1, NFAT dans celle d’Orai1 et TRPC6, et NFκB dans celle 

d’Orai1 et TRPC3. Concernant Orai1, ces régulations n’ont pas agi sur l’ARNm et 

semblent donc être des modifications traductionnelles ou post-traductionnelles. En 

outre, cette régulation ne semble pas liée à Akt ou P38 (dont 

l’expression/phosphorylation est augmentée dans les CML-AP de patients atteints 

d’HTAP et qui peut réguler Orai1 dans d’autres types cellulaires) [108]. Ces résultats 
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sont très intéressants pour la compréhension de la surexpression de ces canaux, les 

MAPK étant suractivées dans les CML-AP de patients HTAP. Associé à l’augmentation 

du SOCE, nous avons trouvé une augmentation de l’activité de la calcineurine dans les 

CML-AP de patients atteints d’HTAP, liée à l’influx par les canaux Orai1 et TRPC3. Il est 

connu que l’entrée de calcium active la calcineurine qui déphosphoryle NFAT et lui 

permet d’agir comme facteur de transcription. De plus, il a déjà été reporté que AKAP79 

(A-kinase anchoring protein 79), grâce à son interaction avec le côté N-terminal d’Orai1, 

la calcineurine et NFAT, forme une complexe de signalisation activant NFAT [633]. 

Même s’il n’est pas connu d’interaction entre AKAP79 et TRPC3, il est possible 

d’imaginer un lien entre TRPC3 et ce complexe de signalisation. Dans les CML-AP, nous 

pouvons supposer qu’il existe une boucle de régulation positive entre l’entrée de 

calcium par les canaux Orai1, la voie calcineurine/NFAT ou NFκB et l’expression d’Orai1. 

Il est donc possible d’émettre l’hypothèse d’un lien entre TRPC3, la calcineurine, et 

l’expression d’Orai1. Cependant, la sous-expression de TRPC3 n’a pas eu d’effet sur 

l’expression d’Orai1.  D’autres études plus approfondies sont donc nécessaires pour la 

compréhension de ces mécanismes.  

En outre, nous montrons dans notre première étude que KCNK3, un canal potassique 

impliqué dans la physiopathologie de l’HTAP, peut réguler l’expression protéique, mais 

pas la transcription du canal Orai1. Cette action traductionnelle/post-traductionnelle 

est liée à l’expression de MEK1/2, NFAT et NFκB, leur inhibition diminuant 

l’augmentation produite par la déficience en KCNK3. Une étude plus approfondie 

permettrait de dévoiler les précisions sur ces mécanismes régulant Orai1. Il serait 

également intéressant d’étudier l’impact des gènes mutés dans l’HTAP sur les canaux 

SOC  

Par ailleurs, il est également possible que d’autres mécanismes dysfonctionnels dans 

l’HTAP aient un rôle dans la régulation d’Orai1. La voie du NO, qui est diminuée dans 

l’HTAP, est capable d’aboutir à la production de GMPc et ainsi l’activation de la protéine 

kinase G (PKG). Il a déjà été montré que la PKG est capable de phosphoryler Orai1 au 

niveau de la Ser34 et ainsi activer la CDI (la mutation de ce site de phosphorylation 

empêche la CDI) [634,635]. Nous pouvons donc supposer que la diminution de la voie 

du NO-PKG dans l’HTAP induit une diminution de la phosphorylation d’Orai1 et ainsi 

modifie sa stabilité à la membrane dans les CML-AP de patients atteints d’HTAP. De 

plus, il a été montré dans des cellules de cancer du sein que le collagène 1 est capable 

d’augmenter la présence d’Orai1 à la membrane par un mécanisme lié à ERK1/2 [636]. 
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Il est donc possible que l’augmentation du collagène dans l’HTAP puisse provoquer 

l’augmentation d’Orai1 dans les CML-AP. Plusieurs études ont démontré une influence 

des ROS sur le SOCE, en agissant directement sur l’influx ou par un effet sur les réserves 

calciques du RE [637]. La production de ROS par les CML-AP de patients atteints 

d’HTAP pourrait donc réguler le SOCE. Même si nous n’avons pas retrouvé d’effet du 

siOrai1 sur la glycolyse ou la phosphorylation oxydative des CML-AP de patients HTAP, 

nous n’avons pas testé l’impact de ces ROS et de ce déséquilibre métabolique sur le 

SOCE. Le tester permettrait de savoir si cela influe sur l’augmentation du SOCE.  

D’autre part, le SOCE peut être directement régulé par différentes protéines en ayant 

un effet sur la stabilité du complexe SOC, les jonctions membrane plasmique-RE ou 

l’insertion et recyclage des canaux à la membrane. Le rôle et l’implication de ces 

protéines liées à l’influx SOCE sont très peu étudiés dans le développement de l’HTAP. 

Parmi ces protéines, il a été décrit en 2019 une mutation biallélique du gène de 

CRACR2A chez un patient atteint d'HTAP. L’étude du rôle de CRACR2A est nécessaire 

afin de comprendre son implication et la pathogénicité de la mutation observée. De 

plus, Homer1 est augmentée dans la néointima d’artères carotides de rats après une 

blessure par ballonnet [638]. L’expression de α-SNAP est également augmentée lors 

du développement de l’HTAP dans les poumons de rats exposés à la MCT [639]. Ces 

résultats suggèrent un potentiel rôle de ces protéines sur le SOCE, mais leur rôle est 

encore méconnu dans l’HTAP. Étudier l’expression et l’interaction entre le canal 

potassique SK3 et Orai1 en condition pathologique pourrait également permettre de 

trouver un mécanisme similaire à celui retrouvé dans des cellules cancéreuses 

(formation d’un complexe Orai1-SK3 provoquant l’augmentation du SOCE). Par ailleurs, 

nous n’avons pas mesuré la signature calcique des CML-AP après induction de 

l’apoptose par la staurosporine. Les oscillations calciques retrouvées dans des cellules 

cancéreuses, reliant Orai1 aux canaux SK2 et SK3 et à la protéine SigmaR1 pourraient 

être similaires dans les CML-AP de patients atteints d’HTAP.  

Il serait intéressant de comprendre pleinement l’origine de l’augmentation de ces 

canaux dans les CML-AP de patients atteints d’HTAP. En effet, cela permettrait de mieux 

comprendre leur rôle dans le développement de l’HTAP et si leurs dérégulations est 

une résultante de la dysfonction d’autres voies de signalisation ou de protéines 

régulatrices comme CRACR2A. Connaître l’expression de ces régulateurs au cours du 

développement de l’HTAP, par exemple grâce aux modèles animaux, permettrait aussi 

d’apporter de nouveaux éléments afin de répondre à cette question.  
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1.3  Les autres isoformes d’Orai1 : Orai2 et Orai3 

Lors de ma première étude, je n’ai pas constaté de différence d’expression d’Orai2 entre 

CML-AP des patients contrôles de patients atteints d’HTAP. Cependant, l’expression 

d’Orai3 est diminuée dans les CML-AP de patients atteints d’HTAP. De ce fait, étudier 

l’origine de la diminution d’Orai3 pourrait permettre d’apporter de nouvelles 

informations mécanistiques. Dans des lignées cellulaires de cancer du sein, il a été 

retrouvé que l’hypoxie induit une augmentation de l’expression d’Orai3 via HIF-1α 

[640]. La dérégulation d’HIF-1α dans les CML-AP de patients atteints d’HTAP pourrait 

donc être à l’origine de cette diminution d’expression.  

Il a déjà été mis en évidence qu’une modification du ratio Orai1/Orai3 via la sous-

expression de Orai3 par siARN pouvait induire une augmentation du SOCE [641]. Ainsi, 

la diminution de l’expression d’Orai3 dans les CML-AP de patients atteints d’HTAP 

pourrait, d’une part diminuer la présence de canaux ARC/LRC à la membrane, mais 

aussi augmenter la disponibilité de canaux Orai1 à la membrane et ainsi contribuer à 

l’augmentation du SOCE. Il serait donc intéressant de tester cette hypothèse dans les 

CML-AP de patients atteints d’HTAP, notamment en étudiant l’interaction entre Orai1 

et Orai3 ainsi que l’influx ARC/LRC. 

1.4  Rôle du SOCE dans le phénotype pathologique des CML-AP de 

patients atteints d’HTAP 

Lors de mes études, nous montrons que le canal Orai1 et les canaux TRPC contribuent 

à la dysfonction des CML-AP, à travers un effet sur la prolifération et migration 

excessive ainsi que la résistance à l’apoptose. Quelques études ont déjà révélé le rôle 

des canaux SOC dans ces fonctions cellulaires.  

Nous montrons que le calcium entrant par Orai1 a notamment un rôle sur la 

prolifération à travers l’inhibiteur du cycle cellulaire P21 (réprimé dans l’HTAP), la 

phosphorylation de P38 ou le clivage de la Caspase 9. Il est retrouvé un effet similaire 

concernant P38 pour TRPC3 et TRPC4, et pour TRPC1 et TRPC6 concernant caspase 9. 

Nous montrons également que Orai1, TRPC1 et TRPC4 contribuent à la migration 

excessive des CML-AP de patients atteints d’HTAP. Il est probable que la contribution 

des canaux TRPC1 et TRPC4 à la migration s’effectue par le biais de canaux hétéromères 

TRPC1/C4, la sous expression des canaux TRPC3 et TRPC6 n’ayant pas d’effet sur la 

migration. De plus, il a été démontré que l’endothéline-1 favorise la migration des 
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CMLV à travers la paroi artérielle, et j’ai montré, parmi les canaux TRPC, qu’uniquement 

le canal TRPC1 est impliqué dans l’influx calcique provoqué par l’endothéline-1 [642]. 

Cela pourrait potentiellement expliquer le rôle de TRPC1 et TRPC4 sur la migration.  

Ces fonctions cellulaires peuvent être régulées par l’activité de la calcineurine, dont 

l’activité est augmentée dans l’HTAP. Nous avons montré que Orai1 et TRPC3 peuvent 

contribuer à cette augmentation d’activité de la calcineurine. Outre ces protéines, dans 

plusieurs types cellulaires le SOCE peut également avoir un effet sur les protéines 

d’adhésion focale comme les focal adhesion kinase (FAK) et ainsi jouer sur la migration 

[643]. Nous montrons que l’inhibition d’Orai1 et des TRPC promeut l’apoptose des 

CML-AP de patients atteints d’HTAP, par une activation de la caspase 9, connu pour 

faciliter l’apoptose [644]. 

De plus, étudier les interactions entre les différents canaux permettrait de mieux 

comprendre le déclenchement des voies de signalisation provoquant ces effets sur les 

fonctions cellulaires. Par exemple, l’inhibition des canaux Orai1 et TRPC3 provoque une 

diminution de l’activité de la calcineurine, mais pas l’inhibition de TRPC1, TRPC4 ou 

TRPC6. Il est donc probable que les canaux Orai1 et TRPC3 soient retrouvés en 

interaction plus étroite ou soient présents dans des microdomaines provoquant 

l’activation de la calcineurine.  

1.5  Rôle du SOCE dans vasoconstriction des AP de patients atteints 

d’HTAP 

Lors de ces études, nous montrons également qu’Orai1 et TRPC3 contribuent à la 

contraction des AP contrôles induite par un mimétique du TXA2. Le TXA2 pulmonaire 

étant augmenté dans l’HTAP, le SOCE pourrait participer à la vasoconstriction excessive 

dans cette pathologie. En plus, de l’effet direct de l’entrée de calcium par le SOCE, 

l’activation de ces canaux peut également avoir des effets secondaires sur d'autres 

canaux, affectant ainsi la contraction. Dans les CMLV de souris, Orai1 et TRPC1 

colocalisent avec Cav1.2, et le SOCE déclenché par la 5-HT conduit à l'activation du 

CCDV secondaire à l'entrée du SOCE, entraînant une augmentation massive de [Ca2+] 

qui contribue à la contraction. Il est possible qu’un mécanisme similaire soit retrouvé 

dans les CML-AP de patients atteints d’HTAP.  
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2 L’INHIBITION DU CANAL ORAI1 : UNE CIBLE THERAPEUTIQUE DANS 

L’HTAP ? 

L’ensemble des résultats obtenus durant ma thèse apportent de nouvelles 

connaissances sur la dérégulation de l’homéostasie calcique observée dans les CML-

AP de patients atteints d’HTAP. Les études effectuées montrent que l’inhibition du 

canal Orai1 peut être considérée comme une cible thérapeutique contre l’HTAP. 

2.1  Le SOCE dans les autres types cellulaires impliqués dans l’HTAP 

Cependant, même si les avancées technologiques peuvent permettre de cibler plus 

spécifiquement les cellules concernées, il est important de connaître le rôle du SOCE 

dans les autres types cellulaires du lit vasculaire pulmonaire (cellules endothéliales, 

fibroblastes, cellules immunitaires).  

2.1.1  Cellules endothéliales 

Nous n’avons pas trouvé de modification du SOCE dans les CE-AP de patients HTAP 

durant notre première étude. Cependant, il est important de connaître l’effet de 

l’inhibition du SOCE sur les CE-AP, le SOCE pouvant réguler de nombreuses fonctions 

dérégulées dans l’HTAP. Cette régulation peut se faire via le contrôle de facteurs de 

transcription comme NFAT. Le SOCE peut ainsi réguler la prolifération, migration ou 

survie des CE.  

Le calcium et le SOCE peuvent réguler l’activité de la eNOS. Dans les CE de veines 

ombilicales, il a été démontré que Orai1 et Orai2 participent à la régulation de la 

production du NO par la eNOS [645]. Il a également été montré que le NO, de manière 

autocrine, peut provoquer la diminution de la [Ca2+]i basal, mais peut aussi potentialiser 

le SOCE pour maintenir une production de NO [646,647]. Dans les CE aortique de 

bovins, l’inhibition de Orai1 ou TRPC1/C4/C6 n’a pas modifié l’activation de la eNOS 

[648]. Néanmoins, l’inhibition de TRPC3 a diminué l’activation de la eNOS induite par 

une stimulation à l’ATP. Il serait donc intéressant de s’intéresser à l’effet de l’inhibition 

du SOCE sur la production de NO des CE-AP dans l’HTAP.  

De ce fait, il serait intéressant d’étudier l’effet de l’inhibition d’Orai1 sur les mécanismes 

cellulaires dysfonctionnels (prolifération/apoptose, migration, capacité à former des 

tubes, productions de facteurs) dans l’HTAP. Cela pourrait être fait par analyse directe 

sur les CE-AP (mesure de l’ARN) ou de la sécrétion via une analyse du milieu de culture 
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in vitro, par méthode d’immunodosage. De plus, il pourrait être intéressant d’observer 

les effets de ces sécrétions sur la prolifération des CML-AP : soit par une méthode de 

co-culture, soit en transposant du milieu de CE en culture à des CML. Eddahibi et al. 

ont déjà démontré que les CML-AP exposées à un milieu de culture provenant de CE-

AP de patients HTAP proliféraient plus vite que lorsque le milieu provenait de CE-AP 

des patients contrôles [217]. Il serait ainsi possible d’évaluer l’impact de l’inhibition des 

canaux Orai et TRPC sur le rôle paracrine des CE.  

2.1.2  Fibroblastes 

La fonction et l’impact pathophysiologique du SOCE sur les fibroblastes n’ont pas 

encore été étudiés dans l’HTAP. Orai1 et STIM1 sont des acteurs majeurs du SOCE dans 

différentes souches de fibroblastes [488,535–537]. Le SOCE a été décrit comme 

régulant le métabolisme lipidique des fibroblastes. En effet, Maus et al. ont décrit une 

augmentation des gouttelettes lipidiques dans les fibroblastes de patients avec une 

mutation perte de fonction Orai1 ou STIM1. De plus, dans les fibroblastes pulmonaires, 

la régulation du calcium intracellulaire est importante pour le contrôle de la 

prolifération, production de protéines du remodelage matriciel ou encore 

différenciation en myofibroblastes [652]. Ainsi, l’inhibition du SOCE pourrait 

éventuellement modifier le remodelage vasculaire et la rigidité des artères. Il serait 

donc particulièrement intéressant d’étudier l’effet de l’inhibition du SOCE sur les 

fibroblastes isolés d’AP humaines. Par ailleurs, il pourrait être intéressant d’analyser 

l’expression/activité des enzymes protéolytiques et leurs inhibiteurs endogènes 

dérégulés dans les modèles animaux d’HTAP, avec ou sans inhibition du canal Orai1.  

2.1.3  Cellules immunitaires 

Actuellement, aucune étude ne décrit le rôle du SOCE sur les cellules immunitaires de 

patients atteints d’HTAP. Les signaux Ca2+ et notamment l’influx SOC sont des 

régulateurs essentiels de l'immunité contre l'infection, l'inflammation et l'auto-

immunité [653,654]. Il a déjà été démontré que le SOCE peut réguler la prolifération 

des lymphocytes B et T [655]. De plus, il est aussi impliqué dans la production de 

différentes cytokines et du TNF-α [656]. L’inhibition du SOCE pourrait permettre de 

réduire l’inflammation et la production de cytokines pro-inflammatoires. En outre, il a 

déjà été décrit que l’inhibition d’Orai1 permettrait d’atténuer les réponses 

inflammatoires, et ainsi prévenir l’auto-immunité, sans pour autant obtenir une 

immunosuppression totale ou excessive prédisposant aux infections [657]. Cependant, 
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le rôle complexe des différents types cellulaires reste encore à étudier, surtout dans la 

pathophysiologie de l’HTAP.  

Dans des CE de veines ombilicales humaines, il est observé que la surexpression d’Orai1 

augmente l’expression de molécules d’adhésion (ICAM-1, VCAM-1) induite par le TNF-

α [658]. À l’inverse, l’inhibition d’Orai1 diminue l’expression de ces molécules. 

L’expression de ces molécules d’adhésion est accrue dans l’endothélium pulmonaire. 

Inhiber le SOCE dans l’endothélium pourrait donc conduire à une diminution des 

molécules d’adhésion permettant aux cellules immunitaires de s’attacher et migrer 

dans le tissu pulmonaire, limitant potentiellement le phénomène inflammatoire dans 

l’HTAP. En outre, Orai1 régule l’expression et la sécrétion d’IL-6 dans différents types 

cellulaires (cellules du cancer du col de l'utérus, cellules glomérulaires mésangiales, 

cellules T du côlon humain) [659]. L’inhibition du SOCE pourrait ainsi permettre une 

potentielle diminution de l’expression d’IL-6 dans les CE-AP. Cela pourrait être effectué 

sur les CE-AP humaines, mais aussi dans les AP des modèles animaux, avec ou sans 

inhibition d’Orai1. En plus de ces protéines, s’intéresser à la production de cytokines et 

chimiokines permettrait de connaître également le rôle d’Orai1 sur l’inflammation. Une 

première analyse pourrait être de quantifier les cellules immunitaires au sein du 

poumon et des AP, dans les modèles animaux traités ou non avec un inhibiteur d’Orai, 

par exemple par immunomarquage. 

2.1.4  Cardiomyocytes 

Au niveau cardiaque, le SOCE est également présent dans les cardiomyocytes. Au vu 

du manque d’études sur l’implication des canaux SOC dans l’hypertrophie du VD, il 

serait intéressant d’étudier l’effet d’une inhibition du SOCE sur le cœur. Cette étude 

pourrait être menée grâce au modèle de cerclage de l’AP, chez le rat, afin d’étudier 

l’adaptation du VD sans prendre en compte le remodelage vasculaire. De plus, une 

analyse plus fine en isolant des cardiomyocytes, en condition pathologique, pourrait 

permettre une meilleure compréhension du SOCE et de l’effet de l’inhibition d’Orai1. 

2.1.5  Autres types cellulaires 

Il a également été montré que le SOCE peut réguler la libération de TXA2 dans les 

plaquettes humaines [660]. L’inhibition du SOCE pourrait donc avoir un rôle bénéfique 

sur la production de TXA2. Cela pourrait être testé par analyse du sérum des modèles 

animaux traités ou non avec un inhibiteur d’Orai. 
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Le SOCE est également un régulateur majeur du [Ca2+]i des péricytes, pouvant ainsi 

probablement réguler leur prolifération [661,662]. 

2.2  L’inhibition du canal Orai1 dans l’HTAP : vers un futur traitement ? 

Les résultats que nous avons obtenus démontrent l’intérêt thérapeutique du canal 

Orai1. Cependant, la plupart des inhibiteurs actuellement disponibles ne sont pas assez 

sélectifs ou alors ont une demi-vie trop courte pour une utilisation en clinique.  

Les études réalisées ont également mis en évidence le potentiel thérapeutique des 

canaux TRPC. Cependant, la pharmacologie de ces canaux n’est pas aussi développée 

que celle pour Orai1 et les essais cliniques menés restent limités. De plus, inhiber 

l’ensemble des acteurs du SOCE représente éventuellement une solution trop drastique 

et risquerait de déclencher des effets secondaires.  

Actuellement, la société américaine CalciMedica (https://calcimedica.com/) dispose 

d’un inhibiteur du canal Orai1 qui fait l'objet d'essai clinique en utilisant une 

formulation intraveineuse. Ils ont également développé un dérivé de cet inhibiteur, 

avec une formulation orale plus adaptée à la recherche préclinique et plus adaptée 

pour les études cliniques, le CM5480. Cet inhibiteur sélectif d’Orai1 a démontré qu’il 

pouvait efficacement inhiber le canal afin de prévenir la progression de la pancréatite 

chronique [663]. Nous sommes actuellement en collaboration avec CalciMedica afin de 

tester le CM5480 dans un modèle d’HTAP chez le rat. Confirmer les résultats obtenus 

avec le BTP2, le JPIII ou le 5J4 permettrait de démontrer que cet inhibiteur pourrait être 

testé chez les patients atteints d’HTAP. 

Il serait également intéressant d’étudier l’effet de l’inhibition d’Orai1 sur d’autres 

modèles d’HTAP. Les patients atteints de MVOP, une forme rare d’HTAP caractérisée 

par l’obstruction des petites veines pulmonaires, n’ont actuellement pas accès à une 

thérapie et la seule option curative est la transplantation pulmonaire. Les lésions 

pathologiques de cette maladie sont les lésions veinulaires, caractérisées par une 

fibrose intimale, mais aussi une atteinte capillaire (prolifération excessive des CE) ainsi 

qu’une atteinte artérielle avec une hypertrophie médiale. Il serait donc intéressant 

d’étudier l’impact de l’inhibition d’Orai1 sur cette pathologie, de façon à atténuer les 

lésions artérielles et potentiellement les lésions veinulaires et capillaires. Cela pourrait 

être effectué grâce au modèle mitomycine C développé au sein du laboratoire, qui 

induit un remodelage des petites veines associé à des foyers de prolifération des CE 

du lit capillaire [664]. 

https://calcimedica.com/
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De la même manière, la fibrose pulmonaire est une pathologie, souvent idiopathique, 

caractérisée par une fibrose progressive pouvant conduire à une insuffisance 

respiratoire et une issue fatale. Cette fibrose pulmonaire peut mener à une HTAP de 

groupe 3. Il serait donc intéressant d’analyser l’effet de l’inhibition d’Orai1 dans un 

modèle d’HTAP secondaire à la fibrose pulmonaire. Pour cela, le modèle bléomycine 

pourrait être utilisé, car il est connu pour induire une fibrose pulmonaire, un 

remodelage parenchymateux et artériel pulmonaire, associé à une hypertrophie du VD 

chez le rat [665]. 

Mon projet de thèse comprenait également une partie sur l’étude in vivo du rôle 

d’Orai1 dans la pathophysiologie de l’HTAP grâce à la génération de rats avec une 

déficience inductible pour Orai1. Grâce à la technique de recombinaison Cre-LoxP, la 

délétion d’Orai1 peut être déclenchée par le tamoxifène, évitant ainsi l’implication dans 

le développement embryonnaire [666]. De plus, cela permet de ne cibler 

qu’uniquement les cellules exprimant l’actin alpha 2 (ACTA2), une protéine seulement 

retrouvée dans les CML. Néanmoins, la pandémie de Covid-19 ainsi que le 

déménagement de l’animalerie utilisée par le laboratoire nous a contraint à retarder le 

projet, je n’ai donc pas eu la possibilité de les utiliser. L’étude de ce modèle de rat 

permettrait d’apporter des précisions sur l’implication d’Orai1 dans la pathophysiologie 

de l’HTAP, spécifiquement sur son importance dans les CML-AP en condition saine ou 

pathologique.  

Les deux études présentées dans ma thèse nous permettent de considérer l’inhibition 

du canal Orai1 comme un outil thérapeutique potentiel pour le traitement de l'HTAP. 

Néanmoins, d’autres études sont nécessaires afin d’envisager une inhibition d’Orai1 

comme traitement de l’HTAP et apporter une meilleure compréhension du SOCE et de 

sa fonction globale dans la pathogenèse de l’HTAP. 
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CONCLUSION GENERALE  
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L’ensemble des travaux menés au cours de ma thèse a contribué à l’avancement de la 

compréhension du rôle et l’implication des canaux SOC dans la physiopathologie de 

l’HTAP. L’HTAP est une maladie rare et sévère. Lors de cette pathologie, le remodelage 

obstructif des AP de petits calibres provoque l’augmentation des résistances 

vasculaires pulmonaires conduisant à une insuffisance ventriculaire droite. 

L’obstruction de ces artères pulmonaires est multifactorielle, associée à la dérégulation 

des médiateurs vasoactifs sécrétés par les CE induisant une vasoconstriction excessive, 

la dérégulation de la balance prolifération/apoptose des CML ainsi qu’une 

inflammation et une activation des fibroblastes. À l’heure actuelle, les traitements de 

l’HTAP ciblent principalement la dysfonction endothéliale et ne sont pas suffisants. Mes 

travaux de thèse ont mis en évidence l’intérêt thérapeutique des canaux SOC afin de 

corriger la dysfonction des CML-AP.  

Effectivement, j’ai montré que le SOCE est augmenté dans les CML-AP de patients 

atteints d’HTAP, associé à une augmentation de l’expression d’Orai1, TRPC3 et TRPC6. 

Ces canaux calciques, qui sont tous impliqués dans le SOCE, régulent la balance 

prolifération/apoptose des CML-AP. Orai1 régule également, avec TRPC1 et TRPC4, la 

migration de ces cellules. In vivo, nos travaux réalisés sur différents modèles d’HTAP 

ont mis en avant l’implication d’Orai1 et TRPC3 dans le remodelage vasculaire 

pulmonaire. En condition HTAP, l’inhibition pharmacologique de ces canaux, et ainsi 

du SOCE, a réduit ce remodelage, conduisant à une amélioration des paramètres 

hémodynamiques associée à un bénéfice sur l’hypertrophie du VD.  

L’ensemble de ces travaux démontre l’importance de rééquilibrer l’homéostasie 

calcique et le SOCE dans les CML-AP de patients atteints d’HTAP. Ils démontrent 

également qu’Orai1 ainsi que les canaux TRPC peuvent être considérés comme de 

potentielles cibles pour une thérapie innovante ciblant principalement les dysfonctions 

des CML-AP.  
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  Titre : Rôle des canaux Orai et TRPC dans le développement de l'hypertension artérielle pulmonaire 
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Résumé : L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) 

est une maladie rare et sévère résultant d’un intense 

remodelage de la paroi vasculaire conduisant à une 

obstruction progressive des petites artères pulmonaires, 

notamment provoquée par l’accumulation pathologique 

des cellules musculaires lisses des artères pulmonaires 

(CML-AP). L’obstruction des artères pulmonaires 

entraîne, à terme, une insuffisance cardiaque droite et le 

décès du patient.  

Lors de ma thèse, je me suis intéressé à la dérégulation 

de l’homéostasie calcique dans les CML-AP. Cette 

homéostasie calcique est notamment maintenue par les 

canaux calciques Orai et TRPC, qui sont activés lors d’une 

déplétion en calcium du réticulum endoplasmique. 

L’ensemble de mes travaux a mis en évidence une 

augmentation protéique et fonctionnelle des canaux 

Orai1, TRPC3 et TRPC6 dans les CML-AP de patients 

atteints d’HTAP. J’ai également démontré, in vitro, que 

l’inhibition de ces canaux atténue le phénotype  

pathologique des CML-AP isolées de patients atteints 

d’HTAP. Cela s’effectue notamment grâce à un rééquilibre 

de la balance prolifération/apoptose à l’origine de 

l’accumulation pathologique des CML-AP. In vivo, j’ai 

confirmé que l’inhibition pharmacologique du canal Orai1 

ou TRPC3 a un effet bénéfique sur le développement de 

l’HTAP grâce à une diminution du remodelage vasculaire 

pulmonaire.  

Conjointement, ces résultats apportent de nouvelles 

connaissances sur la pathophysiologie de l’HTAP et 

permettent de considérer les canaux Orai1 et TRPC 

comme de nouvelles cibles pour une thérapie innovante 

contre l’HTAP.  

 

 

  Title : Role of Orai and TRPC channels in the development of pulmonary arterial hypertension 

  Keywords : Pulmonary arterial hypertension, smooth muscle cells, calcium homeostasis, Orai channels, TRPC channels 

Abstract : Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a 

rare and severe disease resulting from intense 

remodeling of the pulmonary arterial wall leading to 

progressive obstruction of the small pulmonary arteries, 

mainly due to pathological accumulation of pulmonary 

artery smooth muscle cells (PASMC). The pulmonary 

arterial obstruction leads to right heart failure and 

ultimately to the patient's death. 

During my thesis, I focused on the deregulation of 

calcium homeostasis in PASMC. Calcium homeostasis is 

mainly regulated by the Orai and TRPC calcium channels, 

which are activated upon endoplasmic reticulum calcium 

depletion. Altogether, my work revealed an increased 

protein expression and function  

Orai1, TRPC3 and TRPC6 channels in PASMC from PAH 

patients. I also demonstrated, in vitro, that inhibition of 

these channels attenuates the pathological phenotype of 

PASMCs isolated from PAH patients, in particular, by 

restoring the proliferation/apoptosis balance at the origin 

of the pathological accumulation of PASMC. In vivo, I 

found that pharmacological inhibition of Orai1 or TRPC3 

channel reduced the development of PAH by reducing 

pulmonary vascular and cardiac remodeling. 

Taken together, these results provide new insights into 

the pathophysiology of PAH, and allow us to consider the 

Orai1 and TRPC channels as innovative therapeutic 

targets for PAH. 

 

 


