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RESUME 

 

 L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) est une maladie grave caractérisée par 

une obstruction progressive des artères pulmonaires de petit calibre, conduisant à une 

augmentation des résistances vasculaires pulmonaires et, à terme, à une défaillance 

cardiaque droite et au décès du patient. La vasoconstriction, le remodelage vasculaire et la 

dysfonction endothéliale pulmonaire sont autant de facteurs qui contribuent au 

développement et à la progression de la maladie. Plusieurs arguments sont également en 

faveur d’une hypothèse de désordres immunologiques, voire autoimmuns, dans la 

physiopathologie de l’HTAP. Malgré ces données, le lien entre endothélium pulmonaire et 

système immunitaire dans cette maladie restent peu connus.  

 Ce travail de thèse a donc eu pour objectif d’étudier et mieux comprendre la nature 

et les conséquences d’une communication aberrante entre cellules endothéliales 

pulmonaires et système immunitaire dans la pathogénèse de l‘HTAP, afin d’identifier de 

nouvelles cibles thérapeutiques.  

 Pour cela, nous avons analysé le rôle de la dysfonction endothéliale dans la 

régulation de deux processus de la dysfonction immunitaire : l’autoimmunité pour la 

réponse adaptative d’une part, et la sécrétion de cytokines en ce qui concerne la réponse 

innée d’autre part. 

 A travers ce travail de thèse, nous avons mis en évidence l’existence d’une 

communication aberrante entre endothélium pulmonaire et système immunitaire dans 

l’HTAP et montré que l‘endothélium pulmonaire jouait un rôle primordial dans le contrôle 

des réponses adaptatives, en régulant la fonction des lymphocytes T régulateurs via la 

leptine, et dans la participation active à la réponse innée, en acquérant un phénotype pro-

inflammatoire. 

 Cette meilleure compréhension du rôle de la dysfonction endothéliale dans la 

dérégulation du système immunitaire présente dans l’HTAP pourrait aider au 

développement de nouvelles stratégies thérapeutiques dans cette maladie. 

 
 

Mots clés : HTAP ; dysfonction endothéliale ; système immunitaire ; lymphocytes T 

régulateurs ; leptine ; hypoxie ; modèles animaux ; innovation thérapeutique. 
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A. GENERALITE SUR LA CIRCULATION PULMONAIRE 

 

1. Le lit vasculaire : unique de part sa structure et sa fonction 

La circulation sanguine pulmonaire s’effectue au travers de deux systèmes : la 

circulation pulmonaire et la circulation bronchique (systémique). La circulation pulmonaire, 

issue du cœur droit, permet les échanges gazeux dans les poumons. Le sang veineux quitte 

le cœur droit par l'artère pulmonaire, qui se divise successivement pour donner les artérioles 

pulmonaires donnant naissance aux capillaires pulmonaires. Le réseau de capillaires 

pulmonaires tapisse la paroi des alvéoles et assure les échanges gazeux au travers de la 

barrière alvéolo-capillaire permettant la ré-oxygénation du sang. Le sang riche en oxygène 

(O2) est d’abord collecté dans les petites veines pulmonaires qui rejoignent ensuite les 

veines pulmonaires et le cœur gauche. 

Le lit vasculaire pulmonaire est unique de part sa structure et de part ses fonctions. 

Le poumon est le seul organe à recevoir 100% du débit cardiaque. De plus, la circulation 

pulmonaire est un système à faible pression, à faible résistance, haute densité et haut débit 

et ceci est principalement expliqué par deux caractéristiques essentielles propres : 1) une 

haute compliance des artérioles pré-capillaires qui s’explique par une paroi mince, 

constituée d’une monocouche de cellules endothéliales (CE) recouvrant une fine couche de 

cellules musculaires lisses (CML), alors que la paroi des vaisseaux systémiques est plus 

épaisse et très muscularisée; 2) une haute capacité à recruter des vaisseaux pour faire face à 

une augmentation de flux sanguin. En l’absence d’anomalies et en condition normoxique, la 

pression moyenne dans l’artère pulmonaire est de l’ordre de 14 ± 3 mm Hg. De plus, 

d’importantes variations locales de vaso-réactivité en réponse à divers stimuli, que se soit 

l’exposition à l’hypoxie (PaO2 < 60mmHg (Fishman 1976) ou au monoxyde d’azote (NO), ont 

été clairement mises en évidence. Enfin, plus le diamètre des artères pulmonaires diminue, 

plus la réponse vaso-constrictrice est importante (Archer et al. 1996; Coppock et al. 2001). 

Cette réponse du lit vasculaire pulmonaire contraste avec la réponse obtenue avec des 

vaisseaux systémiques pour les mêmes stimuli. Bien que des distributions différentielles de 

certains canaux potassiques puissent expliquer ces différences, les mécanismes précis de ces 

particularités propres à la circulation pulmonaire restent encore à éclaircir. 
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2. Structure des artères pulmonaires 

 

 

 

La paroi artérielle est constituée de trois couches individualisées, de la lumière à la 

périphérie, l’intima, la média et l’adventice (Mulvany and Aalkjaer 1990) : 

• l’intima, qui représente la couche la plus interne, est constituée d’une 

monocouche de CE et d’une membrane basale (collagène de type IV, 

laminine, glycoprotéines) (Figure 1). L’intima joue un rôle majeur d’interface 

entre le sang et la paroi artérielle. Les CE ont une fonction fibrinolytique, anti-

thrombotique, elles permettent la modulation de la vasomotricité artérielle 

par la synthèse et la transmission de nombreuses substances vasoactives vers 

le muscle lisse sous-jacent. À la différence des veines qui sont flasques, les 

artères ne disposent pas de valves. 

• la média est la couche centrale, la plus épaisse de la paroi artérielle (Figure 1). 

Dans les artères de gros calibre, elle est limitée par une lame élastique interne 

côté luminal (limitante d’élastine interne) et une lame élastique externe 

(limitante d’élastine externe) et se compose d’une succession de sous-

limitante élastique interne

tissu conjonctif

endothélium

lumière de l’artère

Intima 

tissu conjonctif et fibres musculaires Adventice 

limitante élastique externe

cellules musculaires lisses

Média

Figure 1 : Schéma illustrant la structure d’artère pulmonaire 
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couches délimitées par les lames élastiques. Dans les artérioles, la lame 

élastique externe est fragmentée ou bien absente. La média est constituée 

essentiellement de CML. Ces cellules sont indispensables pour la relaxation et 

la contraction des artères. 

• l’adventice représente la couche périphérique (Figure 1). Elle est 

essentiellement constituée de tissu conjonctif (élastine, collagènes), de 

fibroblastes, macrophages, terminaisons nerveuses et de vasa vasorum. 

C’est sur cette structure en trois couches que reposent de nombreuses fonctions 

physiologiques, dont la principale est d’assurer l’échange gazeux. Il existe également de 

nombreuses interactions entre les différentes couches, plus particulièrement entre les CML 

et les CE, mais également avec les éléments du plasma et figurés du sang (plaquettes, 

globules rouges et blancs). 
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B. HYPERTENSION ARTERIELLE PULMONAIRE 

 

1. Généralités sur l’hypertension artérielle pulmonaire 

1.1. Définition 

Le terme «hypertension pulmonaire» (HTP) décrit l'existence d'une élévation 

permanente de la pression dans la circulation pulmonaire. Elle se définit par une pression 

artérielle pulmonaire moyenne (PAPm) supérieure à 25 mmHg au repos mesurée au 

cathétérisme cardiaque droit. Cette élévation accrue permanente entraîne une 

augmentation progressive des résistances vasculaires pulmonaires (RVP) et une défaillance 

ventriculaire droite. 

 

1.2 Classification et épidémiologie  

La classification des HTP, qui est régulièrement révisée au cours de congrès 

mondiaux, a pour objectif d’identifier des catégories de pathologies présentant des 

similitudes physiopathologiques, cliniques et de prise en charge thérapeutique. Le dernier 

congrès en date, le cinquième, qui s’est déroulé à Nice du 27 Février au 1er Mars de cette 

année, n’a pas encore officialisé les mises à jour de la classification existante. Nous nous 

référons donc, dans ces travaux de thèse, à l’actuelle classification, proposée lors du 

quatrième congrès mondial de 2008 qui a eu lieu à Dana Point (Simonneau et al. 2009). 

Cette classification distingue cinq catégories d’HTP : l’hypertension artérielle pulmonaire 

(HTAP) (groupe 1), l’hypertension pulmonaire due à une maladie du cœur gauche (groupe 2), 

hypertension pulmonaire due à une pathologie respiratoire chronique et/ou à une 

hypoxémie chronique (groupe 3), hypertension pulmonaire post-embolique chronique 

(groupe 4) et hypertension pulmonaire due à des mécanismes multifactoriels ou incertains 

(groupe 5) comme par exemple liés à des maladies hématologiques, la sarcoïdose, 

l’histiocytose X, la neurofibromatose, la lymphangioléiomyomatose, ou encore la 

compression extrinsèque des vaisseaux pulmonaires par des adénopathies, des tumeurs, ou 

une fibrose médiastinale.  
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Dans ces travaux de thèse, nous nous sommes particulièrement intéressés au 

premier groupe de cette classification : les HTAP (Groupe 1) qui regroupent différentes 

maladies touchant les artères pulmonaires de petit calibre (< 500µm), principalement les 

petites artérioles précapillaires distales. Ces artérioles sont caractérisées par une pression 

artérielle pulmonaire d’occlusion inférieure ou égale à 15mmHg, éliminant ainsi le diagnostic 

de cardiopathie gauche. Le registre national français a permis d’estimer la prévalence de 

l’HTAP à 15 cas par million d’habitants et l’incidence à 2,4 cas par million d’habitants par an 

(Humbert et al. 2006). Le diagnostic est souvent posé de façon retardée puisque 75% des 

patients ont une dyspnée d’effort en classe fonctionnelle III ou IV de la classification de la 

New York Heart Association (NYHA) au moment du diagnostic (Humbert et al. 2006).   

Les maladies regroupées sous le terme d’HTAP sont séparées en cinq principaux sous-

groupes :  

• l’HTAP idiopathique (HTAPi) définie par la survenue de la maladie en l’absence de 

facteurs de risque connus ou associés. Cette forme représente 39.2% des cas dans le 

registre français (Humbert et al. 2010). L’âge moyen au moment du diagnostic est de 

52±15 ans avec une nette prédominance féminine (62%) (Humbert et al. 2006). 

L’HTAPi est généralement sévère sur le plan clinique et hémodynamique, avec une 

médiane de survie de 2,8 ans en l’absence de traitement (Humbert et al. 2006 ; 

Humbert et al. 2010)  

• l’HTAP héritable (HTAPh), définie par la transmission de la maladie à la descendance 

et/ou présence chez un patient d’une mutation d’un des gènes connus pour la 

prédisposition au développement de l’HTAP : bone morphogenetic receptor (BMPR)2, 

(Deng et al. 2000 ; Lane et al. 2000), ACVRL1 (David et al. 2007), ENG (Chaouat et al. 

2004), SMAD9 (Nasim et al. 2011), CAV1 (Austin et al. 2012) and KCNK3 (Ma et al. 

2013). Les mutations BMPR2 sont les plus fréquentes et sont  transmises par mode 

autosomique dominant mais la pénétrance en est toutefois faible (environ 20%) 

(Machado et al. 2009), si bien que la majorité des sujets porteurs de la maladie ne 

développera jamais la maladie. Des mutations sont retrouvées dans environ 70% des 

cas d’HTAPh mais également dans 10 à 30% des cas d’HTAPi. Sur le plan clinique, les 

patients atteints d’HTAPh ont une présentation clinique souvent plus sévère au 
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moment du diagnostic et répondent plus rarement aux vasodilatateurs en aigu par 

rapport aux patients atteints d’HTAPi (Humbert et al. 2006 ; Humbert et al. 2010) 

• l’HTAP associée à la prise de médicaments, drogues et toxines, définie par la 

possible association entre exposition à des facteurs de risque connus et 

développement de l’HTAP. Ces facteurs de risque peuvent être définis comme 

certains, potentiels et probables, en fonction du type d’étude épidémiologique. Les 

facteurs de risque certains sont en premier lieu représentés par les anorexigènes 

comme l’aminorex et la fenfluramine. De larges études ont démontré une association 

entre anorexigènes et développement de l’HTAP (Fishman 2001; Simonneau et al. 

2004) montrant que celle-ci augmentait avec la durée d’exposition et diminuait après 

l’arrêt mais pouvait survenir plusieurs années après la fin de l’exposition. D’autres 

substances comme la cocaïne et les amphétamines ont été identifiés comme facteurs 

de risque de l’HTAP. Sur le plan clinique, cette forme d’HTAP est comparable à l’HTAP 

(Souza et al. 2008)     

• l’HTAP associée à diverses pathologies comme les connectivites, l’infection par le 

virus de l’immunodéficience humaine (VIH), l’hypertension portale, les cardiopathies 

congénitales, la schistosomiase et l’anémie hémolytique chronique. Dans nos 

travaux, nous nous sommes particulièrement intéressés à l’HTAP associée aux 

connectivites, notamment à la sclérodermie, qu’elle soit systémique ou sous forme 

cutanée limitée, qui représente la connectivite plus fréquemment compliquée 

d’HTAP. Deux études de registre récentes retrouvent une prévalence d’HTAP 

associée à la sclérodermie variant entre 7,8 et 12%, ce qui justifie un dépistage 

échographique annuel chez les patients atteints de sclérodermie (McGoon et al. 

2004). Sur le plan clinique, cette forme est généralement sévère et de pronostic 

sombre (Hachulla et al. 2009) avec une réponse moins bonne aux traitements 

spécifiques de l’HTAP (Condliffe et al. 2009). De rares cas d’amélioration sous 

immunosuppresseurs ont été rapportés dans l’HTAP associée au lupus érythémateux 

et aux connectivites mixtes (Sanchez et al. 2006 ; Jaïs et al. 2008) 

• l’HTAP persistante du nouveau-né. 

A ces cinq sous-groupes, il faut associer la maladie veino-occlusive pulmonaire et 

l’hémangiomatose capillaire pulmonaire qui sont caractérisées par une atteinte veinulaire 
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ou capillaire prédominante (Groupe 1’). Ces deux entités se différencient des autres formes 

d’HTAP par certaines spécificités thérapeutiques, comme le risque d’œdème pulmonaire en 

cas de traitement vasodilatateur par prostacycline intraveineuse, et par leur mauvais 

pronostic (Montani et al. 2009). Il existe toutefois de nombreuses similitudes cliniques et 

physiopathologiques avec les autres formes d’HTAP, en  particulier avec les HTAPi, qui 

justifient leur inclusion dans le groupe 1. La sévérité de cette atteinte réside dans le risque 

d’aggravation, parfois mortelle, de cet œdème pulmonaire sous traitement vasodilatateur. 

Le diagnostic formel repose sur la biopsie pulmonaire qui n’est pas dénuée de risque chez 

ces patients. Une approche diagnostique non invasive est donc indispensable et fait appel au 

scanner thoracique : la présence et l’association d’épaississement des septa inter-lobulaires, 

de nodules centro-lobulaires, d’adénopathies médiastinales et d’épanchement pleural sont 

très suggestives de maladie veino-occlusive ou dhémangiomatose capillaire pulmonaire. 

L’existence de ces anomalies chez un patient présentant une HTAP doit faire compléter le 

bilan par la réalisation d’un lavage bronchoalvéolaire qui mettra en évidence une 

hémorragie alveolaire occulte avec présence de sidérophages (Montani et al. 2009 ; Huertas 

et al. 2011).     

 

1.3. Diagnostic 

Le diagnostic d’une HTAP est évoqué dans deux cadres contextuels distincts : lors de 

l’exploration de symptômes, souvent peu spécifiques mais évocateurs d’une dyspnée 

d’effort inexpliquée ou d’une asthénie inhabituelle persistante, ou lors d’un dépistage 

devant une pathologie prédisposante identifiée. 

La démarche diagnostique comprend le dépistage et /ou la suspicion diagnostique 

(échocardiographie), le diagnostic différentiel, la confirmation du diagnostic (cathétérisme 

cardiaque droit), le diagnostic nosologique et le diagnostic de gravité. 

 

1.4. Prise en charge thérapeutique 

Bien que la prise en charge ait considérablement évolué ces dernières années, il 

n’existe malheureusement aucun traitement curatif connu à ce jour. Néanmoins, les 
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thérapies actuelles permettent de ralentir nettement la progression de la maladie et/ou 

d’améliorer nettement le bien-être des patients (Figure 2). En cas d’échappement 

thérapeutique ou de dégradation de l’état de santé du patient malgré sa prise en charge, la 

transplantation cardio-pulmonaire ou bi-pulmonaire est alors la seule alternative. Cependant 

le taux de survie à 5 ans de 50% est largement insatisfaisant (Fadel et al. 2010). 

1.4.1 Traitement médical 

 

 

Les traitements symptomatiques, et non spécifiques, de l’HTAP sont représentés par :  

• le traitement anticoagulant au long cours qui permet, sauf contre-indications, 

de diminuer la mortalité probablement par réduction des phénomènes de 

thrombose in situ (Rich et al. 1992) ; 

• les diurétiques, en association avec le régime sans sel, permettent de réduire 

la volémie, de diminuer les signes de surcharge ventriculaire droite et 

d’améliorer les signes cliniques. La posologie doit être adaptée à la clinique 

Figure 2: Traitements actuels et nouvelles cibles thérapeutiques dans l’HTAP (O’Callaghan DS et 

al. Nat Rev Cardiol 2011) 
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mais peut être ajustée en fonction des pressions de remplissage cardiaque 

droit mesurées lors des bilans hémodynamiques; 

• une oxygénothérapie doit être envisagée chez les patients présentant une 

hypoxémie sévère (PaO2 < 60 mmHg).  

1.4.1.1 Les bloqueurs calciques 

L’utilisation des bloqueurs calciques n’est restreint qu’à une faible sous-population 

des patients HTAP, moins de 10% (Montani et al. 2010). Ces patients montrent une 

diminution et parfois une normalisation de la pression artérielle pulmonaire au moment du 

cathétérisme cardiaque après avoir inhalé du monoxyde d’azote (NO). Malheureusement, 

cette réponse est perdue chez certains patients après plusieurs années qui sont alors mis 

sous les traitements spécifiques de l’HTAP (Sitbon et al. 2005). 

1.4.1.2 Prostacyclines et analogues 

Les analogues de la prostacycline, comme l’Epoprosténol, qui a été l’une des 

premières molécules approuvées pour le traitement de l’HTAP, sont largement utilisés et 

permettent à la fois une amélioration de la capacité à l’exercice, une diminution des PAP et 

des PVR (Barst et al. 1996, Sitbon et al. 2002). Une amélioration de la survie des patients 

HTAP a été retrouvée à 1 an (87.8% vs 58.9%), à 2 ans (76.3% vs 46.3%) et à 3 ans (62.8 vs 

35.4%) (Rich et al. 2010). Il existe d’autres analogues de la prostacycline : le Treprostinil, qui 

est administré par voie sous-cutanée en continu, présente des effets comparables à 

l’Epoprostenol (Barst et al. 2006) ; l’Iloprost, qui est administré par inhalation plusieurs fois 

par jour, n’est malheureusement pas aussi efficace à long terme (Opitz et al. 2005). 

Malgré leur grande efficacité, beaucoup de points limitent parfois l’utilisation de ces 

analogues de la prostacycline. D’une part, la demi-vie de l’Epoprostenol est très courte (de 3 

à 5 minutes) et requiert donc une administration intraveineuse continue. D’autre part, les 

effets secondaires (maux de tête, diarrhées, douleurs articulaires, rougeurs et douleurs aux 

mâchoires lors de la mastication) peuvent contraindre à une modification de la prise en 

charge. De grands efforts sont actuellement entrepris pour améliorer les molécules 

existantes et faciliter leur utilisation. 
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1.4.1.3 Les inhibiteurs de la voie de l’endothéline (ET)-1 

Le Bosentan et l’Ambrisentan sont deux antagonistes des récepteurs de l’ET-1 à avoir 

été développés et mis sur le marché. Administrés par voie orale, ces traitements ont 

démontré des bénéfices cliniques significatifs (Channick et al. 2001 ; Rubin et al. 2002). 

Mieux supportés que les analogues de la prostacycline, les antagonistes des récepteurs de 

l’ET-1 peuvent induire des élévations transitoires des transaminases hépatiques 

généralement réversibles à l’arrêt du traitement. 

1.4.1.4 Les inhibiteurs de la Phosphodiestérase (PDE)-5 

Parmi ces molécules, nous retrouvons le Sildénafil et plus récemment le Tadalafil. 

Plusieurs études ont montré une amélioration du 6MWT (6 min walk test) et une diminution 

des PAP suite à la prise de Sildénafil (Galiè et al. 2005 ; Galiè et al. 2009 ; Rubin et al. 2011). 

Les effets secondaires le plus fréquemment observés sont : maux de tête, rougeur du visage, 

troubles de la vision, liés a l’action vasodilatatrice du produit. 

1.4.1.5 En cours de développement et/ou d’étude en phase clinique 

• Les Activateurs de la Guanylate Cyclase 

Récemment, des molécules stimulants la guanylate cyclase, comme le YC-1 et le BAY 

420-2272 ont été démontrés comme augmentant la sensibilité de l’enzyme vis-à-vis de taux 

faibles de NO. De plus, une autre molécule de cette classe, le BAY-58-2667, semblerait avoir 

la capacité d’induire une vasodilatation en absence de NO, grâce à son action sur l’enzyme 

oxydée ou l’hème libre. Le Riociguat et le Cinaciguat, deux stimulateurs de la guanylate 

cyclase sont testés dans des phases cliniques avec des résultats plutôt positifs aussi bien sur 

les paramètres hémodynamiques, l’index cardiaque que sur la capacité à l’exercice (Ghofrani 

et al. 2013). 

• Les Molécules Anti-Prolifératives 

Après la mise en évidence de l’importance de la voie du platelet-derived growth factor 

(PDGF) dans la physiopathologie de l’HTAP au travers des modèles expérimentaux, l’Imatinib 

a été testé chez l’humain (Ghofrani et al. 2010). Malgré des résultats encourageant au 

niveau hémodynamique en étude de Phase II, les études de phase III ont mis en évidence de 
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graves effets secondaires (Hoeper et al. 2013 ; Humbert 2013). L’évaluation de l’efficacité de 

l‘utilisation d’autres inhibiteurs restent à prouver.  

• L’Administration de Cellules Progénitrices 

Des cellules progénitrices endothéliales (EPCs) autologues génétiquement modifiées 

pour sur-exprimer la eNOS ont été administrées à des patients présentant une HTAPi ou 

associée à une sclérodermie (Campbell et al. 1999). Cependant, l’efficacité réelle de cette 

thérapie reste encore à être démontrée. Plus récemment, une étude menée par l’équipe de 

Kourembanas (Liang et al. 2011), montre que l’injection de cellules souches stromales 

mésenchymateuses améliore l’HTP induite par l’hypoxie chronique chez les souris en terme 

de paramètres hémodynamiques et de réduction de l’hypertrophie cardiaque droite. Cet 

effet est d’autant plus important si ces cellules souches stromales mésenchymateuses 

portent un transgène sur-exprimant le gène Hème oxygénase-1. In vitro, ces cellules sont 

capables de réduire l’inflammation et la prolifération de CML. 

Ces dernières années ont vu une augmentation remarquable de notre connaissance des 

mécanismes cellulaires et moléculaires responsables de la pathobiologie de l'HTAP et ont 

permis le développement de plusieurs outils et molécules qui ont nettement amélioré la 

prise en charge des patients (Morrell et al. 2009; O'Callaghan et al. 2011) (Figure 2). 

Cependant, malgré le succès reconnu des médicaments existants dans le traitement des 

symptômes de l’HTAP, et l'amélioration de la survie, la plupart des patients finissent par 

échapper à leur thérapie et succombent à la maladie (Humbert et al. 2010; O'Callaghan et al. 

2011). Dans les meilleures circonstances, une transplantation pulmonaire ou cardio-

pulmonaire peut être envisagée, mais cette solution reste lourde et largement 

insatisfaisante avec un taux de survie à 5 ans légèrement inférieur à 50%.  

C’est pourquoi l’amélioration et la précision de nos connaissances de la physiopathologie 

de l’HTAP est requise pour améliorer et identifier de nouvelles cibles moléculaires et 

permettre le développement de nouveaux outils thérapeutiques plus efficaces et mieux 

tolérés. 
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1.4.2. Traitement chirurgical 

 1.4.2.1. Transplantation pulmonaire 

Malgré des progrès importants dans la prise en charge médicale des patients atteints 

d’HTAP, la transplantation demeure une option thérapeutique valide de dernier recours, qui 

permet d’améliorer le pronostic vital et la qualité de vie. Des recommandations émanant des 

différentes sociétés savantes internationales ont permis d’homogénéiser les pratiques des 

équipes médicales et chirurgicales, avec des critères d’indication de transplantation et 

d’inscription sur liste d’attente (Orens et al. 2006). Dans l’HTAP idiopathique, la 

transplantation bi-pulmonaire représente actuellement la procédure de choix, mais la greffe 

cardio-pulmonaire est également très pratiquée. Les patients en classe fonctionnelle III ou IV 

de la NYHA, en échec de traitement médical, devraient être inscrits sur liste d’attente de 

transplantation, en l’absence de contre-indications (Orens et al. 2006). Il existe de 

nombreuses complications à la greffe pulmonaire, en particulier les complications à distance 

de la transplantation, comme le rejet chronique d’allogreffe. Selon le registre international, 

la survie après transplantation pour HTAP idiopathique est de 67%, 57%, 48% et 30% à 1, 3, 5 

et 10 ans, respectivement (Christie et al. 2008). Si l’on fait abstraction de la mortalité 

précoce post-opératoire (dans la 3 premiers mois), les courbes de survie rejoignent celles 

des autres indications à la greffe pulmonaire, témoignant du risque accru pré- et péri-

opératoire dans ce contexte (Toyoda et al. 2008).   

 1.4.2.2. Thromboendartériectomie pulmonaire 

L’endartériectomie pulmonaire, effectuée sous arrêt circulatoire en hypothermie 

profonde, consiste à extraire de chaque artère pulmonaire et de ses branches lobaires, 

segmentaires et sous-segmentaires, le matériel fibreux organisé à partir de caillots d’une ou 

plusieurs embolies pulmonaires qui n’ont pas évolué vers la lyse physiologique habituelle. 

L’endartériectomie pulmonaire représente le traitement de choix de l’HTAP post-embolique 

(Galiè et al. 2004). Cette technique offre une réelle guérison à ces patients, à condition que 

l’obstruction soit suffisamment proximale et que la gravité hémodynamique soit corrélée au 

degré de l’obstruction anatomique (Dartevelle et al. 2004). La mortalité postopératoire 

globale est celle d’une intervention chirurgicale thoracique majeure, soit 3 à 4% 

(Thistlethwaite et al. 2006).    
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 1.4.2.3. Interventions palliatives 

Le maintien de la fonction ventriculaire droite est le déterminant principal des 

symptômes, du niveau de la tolérance à l’effort et de l’évolution de l’HTAP idiopathique et 

ainsi que de la plupart des formes associées (Galiè et al. 2009). A l’inverse, seulement 15% 

des patients souffrant de cardiopathies congénitales finissent par évoluer vers l’insuffisance 

cardiaque droite (Hopkins 2005). De plus, la présence d’une communication intracardiaque 

dans l’HTAP parait associée à un meilleur pronostic, par exemple chez les patients 

présentant un foramen ovale perméable (Roskovec et al. 1986). La création artificielle d’une 

telle communication représente donc une option attractive chez des patients strictement 

sélectionnés : patients en classe fonctionnelle III/IV de la NYHA pour lesquels le traitement 

médical devient insuffisant, en l’absence d’alternative thérapeutique, dans le cadre d’un 

pont vers la transplantation ou chez les patients en fin de vie. La création d’une 

communication artificielle entre cœur droit et cœur gauche est possible à travers deux 

techniques : l’atrioseptostomie et le shunt de Potts. L’atrioseptostomie comprend une 

ponction du septum interauriculaire, suivie d’une dilatation par ballonnet dont la taille est 

définie par une mesure systématique de la saturation artérielle et de la pression d’occlusion 

de l’artère pulmonaire (Keogh et al. 2009). Le shunt de Potts consiste à créer une 

anastomose entre l’artère pulmonaire gauche et l’aorte ascendante. Cette technique a été 

pratiquée avec succès chez des enfants souffrant de formes graves d’HTAP idiopathique  

(Blanc et al. 2004 ; Labombarda et al. 2009). Cependant, son rôle dans la prise en charge de 

l’adulte reste incertain.  

   

2. Anatomie pathologique de l’HTAP 

 

L’HTAP est caractérisée par plusieurs anomalies structurelles et fonctionnelles des 

petites artères pulmonaires, de moins de 500μm (Voelkel and Tuder 1995; Humbert et al. 

2004; Mandegar et al. 2004; Rabinovitch 2005, 2008 et 2012 ; Morrell et al. 2009). Les 

lésions caractéristiques de l’HTAP sont en effet localisées au niveau de la microcirculation 

des parties distales résistives du lit vasculaire pulmonaire (Figure 3). Ces lésions associent 
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une néo-vascularisation des artérioles pulmonaires normalement dépourvues de muscle 

lisse, une hypertrophie concentrique de l’intima dite « en bulbe d’oignon », une 

hypertrophie de la média, des lésions dites plexiformes et des microthromboses, ainsi 

qu’une raréfaction des artérioles pulmonaires distales. Ces lésions structurelles associées à 

une vasoconstriction soutenue et à 

des thromboses in situ sont à 

l’origine de l’augmentation des 

résistances vasculaires pulmonaires, 

ce qui va conduire à une défaillance 

cardiaque droite.  

Muscularisation anormale des 

artères pré-capillaires distales 

On retrouve une néo-

muscularisation des petites 

artérioles pré-capillaires distales, 

normalement non-musculaires 

jusque dans l’acinus respiratoire. Les 

mécanismes cellulaires responsables 

de cette muscularisation de cette 

partie des vaisseaux pulmonaires ne 

sont pas complètement élucidés, 

mais l’une des hypothèses possibles 

est la prolifération des CML des 

artères pulmonaires pré-existantes 

ou encore la différenciation à partir 

des cellules précurseurs – pericytes 

ou autres (Meyrick and Reid 1980).  

Figure 3 : Schéma illustrant les anomalies vasculaires pulmonaires présentes dans l’HTAP : 

muscularisation des artères pré-capillaires distales, hypertrophie de la média des grosses 

artères pulmonaires, raréfaction des petites artères pré-capillaires distales, formation 

néo-intimale occlusive et formation de lésions plexiformes (Rabinovitch M. JCI 2012) 
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• Hypertrophie de la média des grosses artères pulmonaires   

Les vaisseaux de plus gros calibre, entre 100 et 500μm, sont également touchés par 

l’hypertrophie médiale et adventitielle. L’épaississement de la paroi des artères pulmonaires 

proximales a été attribué à la prolifération et la migration anormales des CML et péricytes 

locaux, ou leur différenciation à partir d’une population de cellules souches ou de fibrocytes 

(Davie et al. 2004) ou encore des CE qui sont capables d’acquérir le phénotype de CML (Frid 

et al. 2002).  

• Raréfaction de petites artérioles pré-capillaires distales 

Cette réduction du nombre des vaisseaux du lit vasculaire contribue également à 

l’augmentation de la résistance vasculaire.  Les raisons de cette perte de petites artérioles 

pré-capillaires distales restent encore inconnues, cependant ce phénomène semble très 

précoce dans le développement de la maladie. Une agression endothéliale importante et 

continue, une perte de la fonction péricytaire ou encore des perturbations profondes des 

processus angiogéniques sont fortement suspectés. 

• Formation néo-intimale occlusive des vaisseaux de plus gros calibre  

Dans ces vaisseaux (entre 200 et 500 µm), on retrouve également la formation d’une 

couche supplémentaire, néo-intimale, constituée de myofibroblastes, de matrice 

extracellulaire (MEC) et d’infiltrats inflammatoires entre l’endothélium et la limitante 

élastique interne. Dans certains modèles expérimentaux d’HTP, en particulier dans les 

modèles hypoxiques, les fibroblastes adventitiels semblent être les premières cellules à être 

activées et à proliférer et synthétiser des composés de la MEC en réponse aux signaux 

hypertensifs pulmonaires (Frid et al. 2002). Les mécanismes qui rendent possible la 

migration des fibroblastes adventitiels dans la média (et à un stade plus évolué dans l’intima) 

sont mal identifiés. Des données expérimentales suggèrent qu’il existe une surexpression 

des métalloprotéinases de la matrice (MMP), essentiellement de la MMP-2 et de la MMP-9, 

et des activités élastases (Cowan et al. 2000), favorisant la migration des fibroblastes 

adventitiels et la formation de la néo-intima (Lepetit et al. 2005; Chelladurai et al. 2012). La 

néo-intima favorise l’occlusion et la re-canalisation des vaisseaux et contribue à la formation 

des lésions plexiformes ou fibrose intimale concentrique (aspect en « bulbe d'oignon »), 

dernier stade du remodelage vasculaire.  
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• Formation des lésions plexiformes  

Les lésions plexiformes ont longtemps été considérées comme pathognomoniques des 

HTAPi. Cependant, plusieurs de ces lésions vasculaires ont également été mises en évidence 

dans d’autres formes d’HTP comme l’HTP associée à des cardiopathies congénitales et 

associées à l’hypertension portale. Ces lésions sont formées par une prolifération 

exubérante de CE et de myofibroblastes, formant des canaux microvasculaires 

endoluminaux dans une matrice oblitérante riche en collagène (Bjornsson and Edwards 

1985).  

 

3. Physiopathologie de l’HTAP 

3.1. Remodelage vasculaire pulmonaire 

3.1.1. Rôle des cellules endothéliales pulmonaires et de la dysfonction endothéliale  

L’endothélium vasculaire est à l’interface entre le milieu sanguin et la paroi interne 

des vaisseaux sanguins et contrôle le passage du plasma et des cellules depuis l’espace 

vasculaire vers l’espace extravasculaire. L’endothélium vasculaire n’est plus considéré 

aujourd’hui comme une simple barrière inerte entre le sang et les tissus, mais comme un 

élément clé dans le contrôle du tonus vasculaire, la perméabilité endothéliale, l’agrégation 

plaquettaire mais aussi l’adhésion des plaquettes et des leucocytes, la prolifération des CML 

et la régulation de la fibrinolyse (Bunting et al. 1976 ; Furchgott and Zawadzki 1980, Vane et 

al. 1990). Ce rôle primordial dans l’homéostasie vasculaire permet à l’endothélium d’adapter 

localement et temporairement plusieurs fonctions vasculaires en réponse à divers stimuli. 

Les facteurs impliqués dans ces nombreux processus physiologiques sont sécrétés lorsque 

l’endothélium est activé par des agonistes tels que les neurotransmetteurs, les hormones 

circulantes, les produits des plaquettes ou de la coagulation sanguine. 

L’endothélium forme une monocouche de cellules quiescentes avec un turnover de 

quelques mois à quelques années. Les CE présentent une grande hétérogénéité structurelle 

et leur rôle dans la vasculature varie considérablement d’un organe à l’autre. En effet, les CE 

pulmonaires présentent de nombreuses particularités qui varient en fonction de leur 

localisation dans le lit vasculaire pulmonaire. Contrairement à l’endothélium systémique, les 
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CE pulmonaires expriment fortement l’enzyme de conversion de l’angiotensine, la 

thrombomoduline (Wang et al. 1999) et la dispase membranaire (Ford et al. 1992). Les CE 

pulmonaires en culture conservent certaines de ces caractéristiques, ce qui suggère que 

l’expression de ces gènes fait partie de ces cellules et représente donc une caractéristique 

intrinsèque en dehors de tout contexte environnemental (Tu et al. 2011, de Man et al. 

2012). 

Tout comme l’endothélium systémique, l’endothélium pulmonaire a la capacité de 

transiter d’un état quiescent, c’est-à-dire ne présentant pas de capacité d’adhésion, à un 

état activé et adhésif. Cette perte de quiescence pour un état activé est retrouvée dans 

l’HTAP et représente l’un des nombreux signes de la dysfonction endothéliale associée à la 

maladie. La dysfonction endothéliale est un phénomène physiopathologique souvent 

indépendant de la maladie et présent dans les phases précoces de différentes conditions 

pathologiques telles que l’athérosclérose et différents types de vasculopathies (Cines et al. 

1998). D’autres travaux menés sur des CE de patients HTAP ont révélé également beaucoup 

d’autres signes de dysfonction endothéliale. En effet, les CE HTAP présentent une 

surexpression de la synthèse de l’ET-1 (Giaid et al. 1993), une diminution d’expression de la 

synthèse endothéliale du NO (eNOS) (Giaid and Saleh 1995) et de synthèse de la 

prostacycline (Tuder et al. 1999). De plus, les CE HTAP présentent des expressions 

anormalement élevées de divers composés de la MEC comme la ténascine, la laminine, la 

fibronectine et l’élastine, révélant des défauts de la balance entre la production/dégradation 

de la MEC dans la paroi vasculaire (Rabinovitch 2001; Botto et al. 2006). Plusieurs autres 

travaux ont suggéré des défauts importants dans la balance prolifération/apoptose des CE 

pulmonaires qui sont associés à des anomalies de différenciation, à l’origine du remodelage 

vasculaire pulmonaire et de la formation des lésions plexiformes (Cool et al. 1999). Des 

expansions monoclonales de CE résistantes à l’apoptose (Voelkel et al. 2002; Sakao et al. 

2009 et 2010) ont été décrites dans l’HTAP qui résulteraient de la multiplication de ces CE 

particulières au niveau de sites d’atteinte endothéliale (Masri et al. 2007; Tu et al. 2011). Ces 

CE anormales ont été montrées comme sur-exprimant les récepteurs au vascular endothelial 

growth factor (VEGF) (Cool et al. 1999), sous-exprimant les récepteurs de type 2 du 

transforming growth factor (TGF)β (TGFβ-R2) et le facteur pro-apoptotique Bax (Yeager et al. 
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2001). En cohérence avec ces données, Lee et al. ont démontré que certaines CE qui 

composent les lésions plexiformes auraient une origine monoclonale (Lee et al. 1998). 

Le(s) élément(s) à l’origine de cette perte d’adaptation (temporelle et locale) de la 

réponse vasculaire pulmonaire à divers stimuli reste(nt) encore inconnu(s). Cependant 

plusieurs modulateurs de dysfonction endothéliale comme les forces hémodynamiques (ou 

shear stress), les médiateurs inflammatoires ou hormonaux, les toxines, des modifications 

épigénétiques et une réduction du lit vasculaire pulmonaire font parties des éléments 

fortement suspectés.  

3.1.1.1. Déséquilibre entre vasodilatation et vasoconstriction 

 Le tonus vasculaire est régulé par de nombreux facteurs vasoconstricteurs et 

vasodilatateurs endothéliaux. Les facteurs vasoconstricteurs sont principalement composés 

du thromboxane A2, des anions superoxydes, de l’ET-1, de la prostaglandine H2 et 

d’angiotensine (Ang)-II. Les trois principaux facteurs vaso-relaxants sont le NO, la 

prostacycline, et le facteur hyperpolarisant dérivé de l’endothélium EDHF. Ainsi, 

l’endothélium joue un rôle crucial en maintenant un équilibre entre vasoconstriction et 

vasodilatation, en régulant la prolifération des CML et en maintenant un équilibre entre des 

activités anti-/pro-fibrinolytique et anti-/pro-thrombotique. Ce rôle est d’autant plus 

important que c’est l’endothélium qui permet l’adaptation temporaire des différentes 

régions vasculaires en réponse à divers stimuli ou pour faire face à un afflux de sang. La 

perte de cette propriété physiologique cruciale des vaisseaux est appelée dysfonction 

endothéliale.  

L'endothélium libère des facteurs de croissance divers et des médiateurs vaso-actifs, qui 

régulent les propriétés physiques et biochimiques des vaisseaux pulmonaires et affectent la 

contractilité vasculaire et la croissance cellulaire. Chez les individus sains, un équilibre entre 

ces médiateurs existe et permet le faible tonus basal des vaisseaux pulmonaires, 

l'homéostasie et la réparation des lésions vasculaires. Une altération de cet équilibre 

essentiel altère les propriétés des vaisseaux pulmonaires dans l’HTAP. 
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� Diminution des facteurs vasodilatateurs 

� Le Monoxyde d’Azote (NO) 

Le rôle du NO dérivé de l'endothélium dans la pathogenèse de l’HTAP reste mal 

compris. Les données disponibles suggèrent que le NO est au moins partiellement 

responsable de la vasorelaxation pulmonaire. L’enzyme NO synthase de type endothéliale 

(eNOS) catalyse la conversion de la L-arginine en citrulline, et produit ainsi le NO. Le NO 

active la guanylate cyclase et augmente le taux de GMP cyclique dans les CML, entraînant 

une vasodilatation. En dehors d'une expression de base constitutive, l’eNOS peut être 

modulée par de nombreux stimuli tels que les forces hémodynamiques (ou shear stress) ou 

l’augmentation du débit sanguin pulmonaire. Le rôle spécifique d’eNOS dans la régulation du 

tonus vasculaire pulmonaire a été bien étudié dans les modèles animaux d’HTP. La 

surexpression d’eNOS dans des souris transgéniques protège contre l’HTP induite par 

l’hypoxie (Champion et al. 1999). A l'inverse, les souris déficientes en eNOS présentent une 

HTP sévère suite à l'exposition à l'hypoxie modérée (Fagan et al. 1999). Cependant, les 

études sur les biopsies humaines ont montré une expression variable d’eNOS dans les 

patients d’HTAPi avec une expression réduite dans les vaisseaux pulmonaires mais parfois 

une expression accrue dans l'endothélium des lésions plexiformes (Mason et al. 1998). Le 

NO protège de la vasoconstriction induite par l'hypoxie dans les poumons, inhibe la 

prolifération du muscle lisse et l'agrégation plaquettaire, et régule la baisse de production 

d'ET-1. Le rôle hypothétique de la déficience du NO dérivé de l’endothélium dans la 

pathogénèse de l’HTAP est renforcé par les effets bénéfiques du NO inhalé et des donneurs 

de NO tels que la L-arginine chez les patients traités. 

� La Prostacycline 

La prostacycline a un puissant effet vasodilatateur pulmonaire et des propriétés 

d'agrégation plaquettaire (Stitham et al. 2011). Elle est synthétisée à partir de la cyclo-

oxygénase par la voie de l’acide arachidonique dans l'endothélium vasculaire. Bien que la 

prostacycline ne puisse pas contribuer à la vasorelaxation basale pulmonaire, elle protège 

contre la vasoconstriction pulmonaire et le remodelage en réponse à divers stimuli. La 

surexpression de la prostacycline protège les souris de l’HTP induite par l’exposition à 

l’hypoxie chronique (Geraci et al. 1999). En revanche, les souris déficientes en récepteur de 

la prostacycline développent une HTP sévère induite par l’hypoxie (Hoshikawa et al. 2001). 
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Dans le modèle monocrotaline, le traitement par microsphères surlesquelles des analogues 

de la prostacycline ont été polymérisés attenue le développement de l’HTP induite chez le 

rat (Obata et al. 2008). Une diminution de l'expression de la prostacycline synthase a été 

observée dans les artères pulmonaires des patients HTAPi sévère, porto-pulmonaire ou 

associée au VIH, et les niveaux urinaires des métabolites de la prostacycline sont également 

diminués chez les patients. La baisse de la prostacycline peut expliquer en outre la 

vasoconstriction pulmonaire, la prolifération des CML et la dérégulation de la coagulation 

(Obata et al. 2008). 

Le rôle de la prostacycline dans l'HTAP est démontré par le succès du médicament dans 

le traitement palliatif de cette maladie. Plusieurs essais ont montré de façon constante une 

amélioration de la capacité d'exercice, de l'hémodynamique cardio-pulmonaire, de la classe 

fonctionnelle NYHA, des symptômes, ainsi que de la survie des patients HTAP traités avec 

une perfusion continue de prostacycline intraveineuse (époprosténol) (Barst et al. 1996 ; 

Sitbon et al. 2002). 

� Augmentation des vasoconstricteurs 

� Le système de l’Endotheline-1 (ET-1) 

L’ET-1, un peptide de 21 acide-aminés avec une activité vasoconstrictrice puissante et 

des propriétés d'agrégation de plaquettes, est largement distribué dans l'endothélium 

humain. La production d’ET-1 est élevée dans des modèles animaux d’HTP et chez les 

patients. En outre, il y a une forte corrélation entre la production d'ET-1 et la résistance 

vasculaire pulmonaire chez les patients HTAP et des HTP liées à un syndrome d'Eisenmenger 

(Cacoub et al. 1997). Le ratio du taux d’ET-1 dans les artères et les veines pulmonaires est 

significativement augmenté chez les patients, ce qui suggère une surproduction ou une 

diminution de la clairance de cette molécule. Chez les mammifères, l’ET-1 agit de façon 

paracrine sur 2 types de récepteurs à l’ET-1 : ETA et ETB. L’ETA et l’ETB sont présents sur les 

CML vasculaires pulmonaires et agissent sur leur vasoconstriction et leur prolifération, ETB 

est aussi présent au niveau des CE où il stimule la vasodilatation par l’intermédiaire du NO et 

de la prostaglandine (PGI2). L’expression de l'ARNm des deux récepteurs est augmentée 

dans des modèles animaux d’HTP (Li et al. 1994; Frasch et al. 1999). Chez l'homme, une 

importante augmentation de l'expression du gène du récepteur ETB a été rapportée dans 
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l’HTAP thromboembolique sévère (Bauer et al. 2002). L’antagoniste des récepteurs, tels que 

le Bosentan, améliore l'état fonctionnel des patients (Rubin et al. 2002). 

� Le système sérotoninergique  

La sérotonine, encore appelée 5-hydroxytryptamine (5-HT), est une monoamine, 

synthétisée par les cellules entérochromaffines du tube digestif, par les neurones 

sérotoninergiques et les CE pulmonaires (Eddahibi et al. 2006). Elle est fabriquée à partir du 

tryptophane qui est d’abord convertit en 5-hydroxytryptophane (5-HTP) par l’enzyme 

tryptophane hydroxylase TPH. Le 5-HTP est ensuite transformé en 5-HT par la 5-HTP 

décarboxylase. Dans la circulation sanguine, la 5-HT est activement capturée et stockée dans 

les plaquettes et explique les taux faibles circulants (Nilsson et al. 1985 ; Brenner et al. 

2007). La principale voie d'inactivation de la 5-HT est la désamination oxydative assurée par 

les monoamines oxydases (ou MAO) avec la formation d’acide 5-hydroxy-indol-acétique (ou 

5HIAA). 

La sérotonine agit soit au travers d’un transporteur membranaire (le 5-HTT ou SERT) qui 

l’internalise dans la cellule, soit au travers de récepteurs membranaires spécifiques (5-HTR). 

On connaît au moins 14 gènes codant les 5-HTR classifiés en 7 familles : 5-HT1A-E, P, 5-HT2A-

C, 5-HT3, 5-HT4, 5-HT5, 5-HT6 et 5-HT7. Le système sérotoninergique est particulièrement 

important pour l’hyperplasie du muscle lisse, la vasoconstriction et la microthrombose in 

situ. De plus amples détails sont situés dans la section 3.3.5. Voie de Signalisation de la 

Sérotonine (5-HT). 

� Le Thromboxane 

Le Thromboxane est produit par des cellules endothéliales et les plaquettes. Il est un 

puissant vasoconstricteur, un mitogène du muscle lisse, et un inducteur de l'agrégation 

plaquettaire. Une augmentation de la production de métabolites thromboxane A2 est 

retrouvée dans l’HTAP (Christman et al. 1992). L’inhibition de thromboxane produit une 

légère amélioration de l'hémodynamique pulmonaire dans une petite étude de patients 

HTAP (Rich et al. 1987). Cependant, un vaste essai clinique impliquant un inhibiteur de la 

thromboxane, terbogrel, a dû être interrompu prématurément en raison de douleurs aux 

jambes graves dans le groupe traité (Langleben et al. 2002). Néanmoins, une inhibition 
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significative de thromboxane dans cette étude suggère un rôle potentiel thérapeutique d'un 

inhibiteur de la thromboxane avec un meilleur profil de sécurité. 

Comme évoqué précédemment, plusieurs travaux menés sur des CE de patients 

HTAP ont révélé de nombreux signes de dysfonction endothéliale, comprenant entre autres : 

une surexpression de plusieurs molécules d’adhésion (intercellular adhesion molecule 

(ICAM)-1, vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1); des synthèses perturbées de molécules 

vaso-réactives (NO, prostacycline, ET-1, 5-HT, thromboxane) ; une participation active au 

remodelage de la MEC (protéases et inhibiteurs de protéase, synthèse de composés de la 

matrice) ; défauts de balance prolifération/apoptose; communication intercellulaire 

perturbée avec les CML et cellules immunitaires ; synthèse de diverses molécules jouant sur 

l’inflammation et l’autoimmunité ; synthèse de facteurs pro-coagulants. De plus, il s’avère 

que les CE HTAP possèdent plusieurs anomalies intrinsèques qui peuvent expliquer ce 

phénotype anormal dans la maladie. 

3.1.1.2. Communications intercellulaires aberrantes de la CE HTAP  

En contact direct avec le sang, l’endothélium est placé comme un élément privilégié de 

communication. Il est capable d’interagir avec les cellules voisines plus particulièrement les 

CML et cellules péricytaires. Cette communication intercellulaire lui permet d’assurer ses 

principales fonctions qui sont : le contrôle du tonus musculaire (via ses facteurs vaso-actifs), 

l’inflammation (via des médiateurs chimio-attractants), le contrôle de la coagulation et le 

contrôle de l’angiogenèse. 

� Communications Aberrantes entre CE et CML dans l’HTAP 

Le rôle des CE dans l'angiogenèse et le remodelage est maintenant mieux compris. Un 

aspect essentiel du développement des vaisseaux est la maturation, au cours de laquelle les 

CE ne prolifèrent plus ou ne migrent plus, mais stabilisent le vaisseau en recrutant des 

cellules de soutien péri-endothéliales (Folkman and D'Amore 1996; Hanahan 1997). Les 

interactions entre les CE et les cellules murales (péricytes et CML vasculaires) dans la paroi 

des vaisseaux sanguins ont récemment émergé comme un processus central dans la 

régulation de la formation vasculaire, sa stabilisation, son remodelage et sa fonction. Les 

défauts d’interactions entre les deux types de cellules, comme dans de nombreux modèles 

génétiques de souris, résulte en des anomalies cardiovasculaires sévères au stade 
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embryonnaire et sont souvent létales à la naissance. Les interactions anormales entre ces 

deux types de cellules sont également impliquées dans un certain nombre de maladies 

humaines, y compris l'angiogenèse tumorale et les maladies vasculaires (Jain and Booth 

2003; Armulik et al. 2005). Ainsi, les CE produisent et libèrent de manière constitutive des 

facteurs de croissance qui agissent sur les CML d’artère pulmonaire et dont la fonction 

physiologique est de recruter ces cellules pour maintenir une couche de muscle lisse autour 

des vaisseaux pulmonaires. L'activation anormale de ce processus peut conduire à un 

remodelage vasculaire pathologique. Inversement, les carences dans ce processus peuvent 

conduire à une dilatation anormale des vaisseaux comme on en observe dans la pathologie 

de l’hémorragie héréditaire télangiectasie (Folkman and D'Amore 1996; Hanahan 1997). Des 

études récentes fournissent des preuves que la dérégulation des voies moléculaires qui 

régissent la maturation des vaisseaux est impliquée dans le processus de remodelage 

vasculaire pulmonaire au cours de l'HTP. 

L'exposition de CML d’artère pulmonaire au milieu de culture de CE induit la prolifération 

des CML et cet effet est beaucoup plus fort lorsque les CE proviennent de patients HTAPi 

(Eddahibi et al. 2006). De façon intéressante, ces résultats ont été obtenus en utilisant des 

cellules humaines en culture primaire non stimulées. L’effet stimulant du milieu de CE sur la 

croissance des CML est supérieur chez les patients HTAPi que chez les contrôles, ce qui 

indique qu’il y a des altérations dans la communication entre les deux types cellulaires et 

ceci pourrait être une étape critique dans le remodelage vasculaire pulmonaire. 

Cette communication aberrante est liée à plusieurs altérations au niveau de la CE avec 

une synthèse exagérée de facteurs proliférant. L’étude menée par Giaid A (Giaid 1998) a 

montré que l’expression de l’enzyme de conversion de l’endothéline (ECE) est augmentée au 

niveau de l’endothélium des artères pulmonaires lésées. Ce qui explique une synthèse plus 

importante de l’ET-1 qui va pouvoir induire la contraction et la prolifération de CML via son 

récepteur ET-A. Cependant l’altération de cette voie n’est pas suffisante pour expliquer 

l’hyperplasie des CML dans l’HTAP. En effet, une étude menée par notre équipe montre, 

pour la première fois, que les CE pulmonaires présentent une expression et une activité de la 

tryptophane hydroxylase (TPH) endogène indiquant que les CE sont capables de synthétiser 

localement de la 5-HT au niveau des vaisseaux pulmonaires. En effet, avant ces travaux, il 

était considéré que la seule source de 5-HT provenait des plaquettes ou des cellules 
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enterochromaffines périphériques (Eddahibi et al. 2006). Cette synthèse est inhibée par le p-

chlorophenylalanine (PCPA), un inhibiteur de la TPH. Dans cette même étude, il a été montré 

que les CE HTAP ont une expression significativement plus importante de cette enzyme TPH 

et donc produisent plus de 5-HT. Cet excès de 5-HT agit ensuite sur les CML adjacentes en 

induisant une prolifération locale. La réponse est d’autant plus exagérée avec les CML HTAPi 

du fait que ces cellules possèdent des récepteurs sérotonergiques et une forte activité du 

transporteur pour la 5-HT. 

Plus récemment, toujours au sein de notre équipe, il a été démontré que le fibroblast 

growth factor (FGF)-2 est impliqué dans la pathogénèse de l’HTAPi (Izikki et al. 2009; Tu et 

al. 2011). Des hybridations in situ ont révélé que l’ARNm codant pour le FGF-2 est exprimé 

au niveau de l’endothélium des artères pulmonaires remodelées chez les patients HTAP. De 

manière intéressante, ces observations in situ ont pu être confirmées in vitro. En effet, nous 

avons montré que l’expression protéique de FGF-2 et son relargage sont anormalement 

élevés au niveau de cultures primaires de CE pulmonaires isolées de patients HTAPi. Le FGF-

2, un facteur de croissance soluble à forte activité mitogénique, ainsi libéré, agit sur la 

prolifération des CML d’artère pulmonaire par voie paracrine. C’est pourquoi, l’exposition de 

CML en culture à des milieux conditionnés de CE issues de patients HTAPi, induit une 

prolifération plus marquée que celui de CE contrôles. En revanche, cet effet stimulant est 

aboli lorsque des milieux conditionnés de CE pulmonaires HTAPi déficientes en FGF-2, suite à 

l’utilisation de siRNA dirigé contre la protéine, sont utilisés. Dans cette même étude, nous 

avons pu mettre en évidence que l’expression du FGF-2 est également dérégulée dans les 

modèles animaux avec une augmentation au niveau pulmonaire de rats traités à la 

monocrotaline. De plus, une étude récente montre également que cette production 

anormalement élevée de FGF-2 endothéliale joue un rôle crucial dans le phénotype 

hyperprolifératif et résistant à l’apoptose de la CE pulmonaire HTAPi (Tu et al. 2011). 

D’autres voies sont également dérégulées dans cette communication intercellulaire. Les 

souris transgéniques déficientes pour le facteur de transcription PPARγ au niveau de 

l’endothélium développent spontanément une HTP (Guignabert et al. 2009). Deux 

mécanismes sont venus étayés le phénotype HTP. D’une part, au niveau pulmonaire, une 

déficience endothéliale en PPARγ provoque une altération de l’expression de la protéine 

apoE. Cette apolipoprotéine diminuée est la cause d’une suractivité du récepteur PDGFR-β 
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au niveau du muscle lisse et donc de l’hyperplasie de la média. Ce résultat a pu être 

confirmé par un traitement avec l’imatinib qui a permis de retrouver un phénotype normal 

chez cette souris transgénique. D’autre part, il a été démontré que la protéine apeline est 

diminuée dans ce modèle et plus particulièrement au niveau de l’endothélium (Alastalo et 

al. 2011). Ceci contribue à la prolifération exagérée des CML d’artère pulmonaire. Encore 

une fois, cette étude met en évidence qu’une simple perturbation au niveau de 

l’endothélium est capable d’engendrer un remodelage vasculaire pulmonaire en influençant 

le comportement des CML par une induction de prolifération et par une inhibition de la voie 

anti-proliférative. 

Tout récemment, une nouvelle voie a été décrite dans cette communication 

intercellulaire exagérée : le système rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA ou RAAS). Cette 

voie est altérée en faveur d’un développement de l’HTAP pour plusieurs raisons. D’abord, 

tous ces facteurs pro-vasoconstricteurs, l’Ang-I et l’Ang-II, sont augmentés au niveau sérique 

des patients HTAPi (de Man et al. 2012). L’activité de la rénine est également 

significativement augmentée au-delà de la moyenne observée chez les patients sains. Et de 

manière plus intéressante, nous avons montré que les CE HTAPi, in vitro, ont une activité 

anormalement élevée de l’ACE qui convertit l’Ang-I en Ang-II. De même, l’Ang-II induit une 

prolifération de CML d’artère pulmonaire qui expriment de manière anormalement élevée 

les récepteurs AT1R. Dans le modèle expérimental de rats traités à la monocrotaline, un 

traitement avec l’inhibiteur de l’AT1R, le losartan, réduit considérablement le phénotype 

HTP des rats. 

L’ensemble de ces résultats souligne clairement que la communication intercellulaire 

entre CE et CML est perturbée dans le cadre de l’HTP. Elle est dérégulée de manière à 

favoriser localement une hyper-prolifération des CML via différents mécanismes 

moléculaires. Cette communication anormale est liée à la dysfonction endothéliale et au 

phénotype anormal de la CE HTAP qui sécrète de manière exagérée des facteurs solubles. 

Cependant et de manière intéressante, l’étude menée par Laurence Dewachter et al., 

(Dewachter et al. 2006) montre que ce phénotype de sécrétion anormale peut être amplifié 

sous l’influence des CML. En effet, dans cette étude, la CE HTAP présente une expression 

forte du récepteur Tie2 (ou TEK). L’activation de ce récepteur en présence de son ligand, 
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l’Ang-I, engendre une production plus importante en 5-HT et en ET-1. En effet, cette voie 

Ang-I/ Tie2 stimule l’expression de TPH1, d’ECE-1 et de pré-proET-1. 

La communication intercellulaire entre CE et CML est altérée en faveur d’un remodelage 

vasculaire pulmonaire avec une prolifération exagérée des CML. Ces études montrent pour 

la plupart que la dysfonction endothéliale est à l’origine de cette communication anormale, 

mais qu’elle peut être amplifiée par les facteurs environnants. En plus de son contact direct 

avec le sang, l’endothélium communique avec les facteurs solubles sanguins et les cellules 

circulantes. 

3.1.1.3. Anomalies de la coagulation 

La coagulation sanguine est un processus complexe aboutissant à la formation de 

caillots sanguins. Lorsque la paroi d’un vaisseau sanguin est endommagée, un caillot 

composé d’un réseau de fibrine est formé pour arrêter l’hémorragie. Un ensemble de 

facteurs complexes issus du système des éléments du sang ou du tissu régule la formation 

de ce réseau de fibrine. Parallèlement, un ensemble de facteurs du système fibrinolytique 

active la fibrinolyse. Cet ensemble fait intervenir les plaquettes, les protéines circulantes 

mais aussi l’endothélium. 

La thrombose est ainsi un processus complexe caractérisé par une interaction des CE 

avec les deux éléments solubles (protéines plasmatiques de la coagulation) et des éléments 

cellulaires du sang (plaquettes). Dans un état normal, un équilibre existe entre thrombose en 

cours et prévention de la formation d'un caillot à la fois par des systèmes anti-

thrombotiques et fibrinolytiques. Des anomalies de thrombose intravasculaire pulmonaire 

ont pu être clairement mises en évidence dans l’HTP. En effet, dans une étude menée par 

Eisenberg, le niveau du fibrinopeptide (un marqueur de la dégradation de la fibrine) est 

élevé significativement dans tous les patients atteints d'HTP et plus nettement dans 19 cas 

parmi les 31 patients étudiés (Eisenberg et al. 1990). L'endothélium joue un rôle clé dans le 

maintien de la coagulation normale grâce à l'élaboration de diverses substances telles que 

les facteurs humoraux, l'héparane sulfaté, la thrombomoduline, tissue-type plasminogen 

activator (t-PA), urokinase-type plasminogen activator (u-PA), et le facteur von Willebrand 

(vWF). Les CE facilitent non seulement le processus thrombotique, mais inhibent également 

activement la thrombose et sont capables de promouvoir la fibrinolyse. La production et la 
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libération de NO et de prostacycline, deux inhibiteurs puissants de l'agrégation plaquettaire, 

par les CE sont des mécanismes importants dans la prévention de la thrombose intra-

vasculaire (Vane et al. 1990; Moncada et al. 1991). 

Deux études de cohortes, rétrospectives basées sur des évaluations histologiques de 

tissus HTAPi, ont évalué le taux de prévalence de l'artériopathie thrombotique isolée à 56% 

et 57%, respectivement (Fuster et al. 1984; Bjornsson and Edwards 1985). Suite à ces 

analyses, une étude histopathologique plus détaillée des lésions vasculaires pulmonaires des 

patients du registre « National Institutes of Health Pulmonary Hypertension », a pu établir 

que 33% des 48 patients disponibles avec un artériopathie pulmonaire présentent des 

lésions thrombotiques (Pietra et al. 1989). Étant donné que ces changements ont été 

trouvés en l'absence de preuve clinique ou pathologique d'embolie pulmonaire, ils étaient 

considérés comme de la thrombose in situ, comme proposé initialement par Bjornsson et 

Edwards (Bjornsson and Edwards 1985). Ces lésions thrombotiques in situ ont aussi été 

décrites dans les échantillons pathologiques chez des patients ayant une HTAP associée à la 

prise de drogues (par exemple, Aminorex) et HTP portale (Edwards et al. 1987). Ces 

observations indiquent une prévalence relativement élevée de lésions thrombotiques chez 

les patients HTP. Cependant, le rôle exact de la thrombose dans les artères pulmonaires et la 

micro-vascularisation reste à élucider. Une théorie soutient que l'artériopathie 

thrombotique est un épiphénomène sous-jacent de l’état hypertensif des vaisseaux 

pulmonaires et la dysfonction endothéliale des HTP. Un autre point de vue est que les 

lésions thrombotiques organisées au niveau des lésions vasculaires pulmonaires sont deux 

aspects indissociables du remodelage pulmonaire, conduisant à un rétrécissement vasculaire 

luminal et à une augmentation des RVP, contribuant ainsi à la progression de la maladie. 

Indépendamment du fait que l'artériopathie thrombotique soit une cause ou une 

conséquence de l'HTAP, l’artériopathie thrombotique participe dans tous les cas à la 

progression et altère le pronostic de la maladie. 

� P-Selectine et Thrombomoduline 

Le P-sélectine est une glycoprotéine produite par l'endothélium et les plaquettes. Une 

augmentation du niveau de P-sélectine est un marqueur de dysfonction endothéliale et /ou 

d'activation plaquettaire et peut indiquer la présence d'une hypercoagulabilité (Ruf and 

Morgenstern 1995). La Thrombomoduline est une protéine produite par des CE, cofacteur 
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membranaire avec une forte affinité pour la thrombine, et qui permet à l'endothélium de 

cliver le fibrinogène ou d’activer les plaquettes. De plus, la thrombomoduline active 

rapidement les protéines C. 

Le système anticoagulant thrombomoduline/protéine C est réduit dans l’HTP à cause 

d’une augmentation de la thrombomoduline soluble, une anomalie qui peut jouer un rôle 

dans la progression de la maladie (Welsh et al. 1996). Dans une étude menée au japon sur 

des patients HTAPi, des patients d’HTAP associée à une maladie veino-occlusive et des 

patients d’HTP associées à d’autres pathologies, le niveau plasmatique de P-sélectine a été 

retrouvé augmenté par rapport à une population contrôle. Inversement, le niveau de la 

thrombomoduline lui a été retrouvé diminué. Après la perfusion d’agoniste de prostacycline, 

le niveau de P-sélectine s’est vu diminué et le niveau de thrombomoduline augmenté, 

suggérant que la dysfonction endothéliale participe en partie à la thrombose in situ 

(Sakamaki et al. 2000). 

� Le Facteur von Willebrand (vWF) 

Le facteur vWF, une grande glycoprotéine multimérique, est synthétisé par 

l'endothélium et les mégacaryocytes. Stocké dans les corps Weibel-Palade, il est libéré suite 

à une perturbation de l’endothélium. Les vWF multimères fonctionnels se lient au collagène 

dans les zones de lésion vasculaire et initient la formation d’agrégat plaquettaire. 

Dans l’HTAPi ou HTP associée à une cardiopathie congénitale, les taux plasmatiques et 

l’activité du facteur vWF sont augmentés significativement (Rabinovitch et al. 1987). De plus, 

ces auteurs ont observé in situ que cette expression était intense au niveau de l’endothélium 

sur des biopsies des patients HTAP (Rabinovitch et al. 1987). De plus, le taux élevé de ce 

facteur corrèle au taux de mortalité des patients (Lopes et al. 2000). 

� Le Système Plasminogène–Plasmine 

Les CE sont une source d’activateur du plasminogène tissulaire humain (t-PA), un 

activateur clé du plasminogène dans la cascade fibrinolytique. D'autre part, les CE 

synthétisent et libèrent également la protéine plasminogen activator inhibitor (PAI)-1, un 

inhibiteur du t-PA, soulignant le rôle de l'endothélium dans la régulation de l'équilibre 

délicat des processus pro-thrombotiques et anti-thrombotiques. 
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Il y a plusieurs éléments de preuve indiquant que le dysfonctionnement des CE pourrait 

interférer avec l'équilibre normal du système plasminogène-plasmine : des anomalies du 

système tPA–plasmine et du système de l’activateur du plasminogène du type urokinase 

(uPA)–plasmine ont été reportées (Huber et al. 1994 ; Kouri et al. 2008). De plus, les CE des 

artères pulmonaires libèrent le t-PA en réponse à divers stimuli comme la thrombine. 

Comme le tPA ne dispose que d'une activité limitée sur le caillot de fibrine préexistant, la 

production locale et aigue du t-PA joue un rôle majeur dans la fibrinolyse et, par conséquent, 

dans le maintien de l'état anti-thrombotique dans la circulation pulmonaire. D'autre part, 

une augmentation des taux de PAI-1 a été trouvée dans le plasma de 17 sur 29 patients 

HTAPi (Eisenberg et al. 1990). 

� Les Plaquettes 

Les lésions thrombotiques et le dysfonctionnement des plaquettes semblent être 

également importants dans le développement de l’HTP (Herve et al. 2001). En effet, la 

formation anormale de thrombus serait due et aggravée par des anomalies de la cascade de 

la coagulation, des CE et/ou des plaquettes. Les anomalies vasculaires, plus particulièrement 

au niveau de l’endothélium chez les patients HTP, peuvent conduire à une libération 

plaquettaire de différents facteurs pro-coagulants, vaso-actifs ou mitogènes (Pietra et al. 

1989; Johnson et al. 2006; White et al. 2007). Les plaquettes sont en effet très riches en un 

grand panel de différents facteurs pro-prolifératifs, vaso-conctricteurs et pro-fibrosants : on 

retrouve par exemple de la sérotonine, du glutamate, du thromboxane A2, du PDGF, du TGF-

β et du VEGF. Une diminution de la numération des plaquettes et une augmentation de 

l’activité plaquettaire sont retrouvées dans différentes formes d’HTP humaine (Herve et al. 

2001). Il est probable que l’hypercoagulabilité et les microthromboses in situ contribuent à la 

progression de la maladie. Cependant, dans la plupart des cas, on ignore si la thrombose et 

les anomalies plaquettaires sont des causes ou des conséquences de l’HTAP (Herve et al. 

2001). Les rats « fawn-hooded rat (FHR) » qui présentent un désordre hérité dans le 

stockage de la sérotonine dans les plaquettes développent lentement une HTP et étaye 

fortement cette hypothèse (Sato et al. 1992). La thérapie par anti-coagulants semblerait 

améliorer la survie chez les patients HTAPi bien que des études supplémentaires soient 

encore nécessaires pour valider l’ensemble de ces données (Fuster et al. 1984). 
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3.1.1.4. Les anomalies endothéliales intrinsèques 

Les CE sont en permanence sous influence de l’environnement et de leurs cellules 

avoisinantes. Leur comportement change pour s’adapter aux différents facteurs présents 

dans l’environnement et peuvent aussi à leur tour moduler ce même environnement. En 

réponse à ces signaux de communication, les CE peuvent soit proliférer, migrer, libérer des 

facteurs ou même enclencher une apoptose. Dans les vaisseaux, l’endothélium est en 

permanence sous l’influence de la pression partielle en O2 (hypoxie), des forces 

hémodynamiques ou « shear stress », d’hormones ou de drogues, de médiateurs de 

l’inflammation ou de l’autoimmunité. Mais lorsqu’elles sont retirées de cet environnement 

HTAP, les CE HTAP isolées des patients maintiennent des anomalies in vitro, ce qui suggère 

qu’elles possèdent des anomalies qui leur sont propres. Nous avons vu que les CE en culture 

isolées de patients HTAP ont un phénotype altéré avec une production anormale de 

différents facteurs : tels que des molécules vasoréactives (5-HT, ET-1, Ang-II), des 

chemokines (monocyte chemoattractant protein, MCP-1), des facteurs de croissances (FGF-

2, PDGF, EGF) et une diminution dans la synthèse de NO ou de prostacycline. Les 

productions anormales de ces facteurs par les CE in vitro suggèrent que ces cellules 

possèdent des anomalies intrinsèques qui lui sont propres dont les mécanismes restent 

encore à élucider. Cependant, une étude récente a pu mettre en évidence un lien étroit 

entre Bone morphogenetic protein receptor (BMPR)-II et activation de la NOS3 

(Gangopahyay et al. 2011). Or ce gène est souvent muté ou alors négativement régulé dans 

les HTP. De même, un phénotype hyper-prolifératif et résistant à l’induction d’apoptose a pu 

être mis en évidence (Masri et al. 2007), un phénotype anormal lié à une boucle autocrine 

FGF-2 résultant en une surexpression de facteurs anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-XL et à une 

activation constitutive de la voie des mitogen-activated protein kinase (MAPK) extracellular-

signal-regulated kinases (ERK) 1 et 2 (Tu et al. 2011). D’autres travaux suggèrent également 

l’implication d’une activation persistante du facteur signal transducer and activator of 

transcription (STAT)-3, et de la protéine de pro-survie Mcl-1 (Masri et al. 2007). 

Ces anomalies intrinsèques peuvent aussi être liées à des anomalies d’ordre génétique 

ou chromosomique. Plusieurs études récentes donnent des preuves en ce sens. Il est bien 

connu que les mutations du gène BMPR-II sont impliquées incontestablement dans la 

pathogenèse de l’HTAP en induisant une apoptose de CE et permettant l’émergence de 
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cellules clonales anormales. Comme la pénétrance du gène muté est incomplète, il existe 

probablement une implication d’autres gènes comme le décrit récemment le groupe 

d’Austin en ce qui concerne le gène CAV1 (Austin et al. 2012). Par la technique de 

séquençage exomique, ils ont découvert des mutations de ce gène dans plusieurs cas d’HTAP 

héritable. Chez ces patients mutés pour ce gène, l’expression de la protéine est diminuée de 

façon très significative au niveau de l’endothélium. D’autres gènes ont également été décrits 

: ACVRL1 (ALK1), SMAD9 (Smad8), ENG  et KCNK3 (Chaouat et al. 2004; Shintani et al. 2009; 

Girerd et al. 2010; Nasim et al. 2011 ; Ma et al. 2013). Des instabilités des microsatellites et 

des anomalies chromosomiques ont été également décrites (Yeager et al. 2001; Aldred et al. 

2010). Dans cette dernière étude, des réarrangements chromosomiques au niveau de 

l’endothélium in situ ou in vitro ont été trouvés chez 5 des 9 patients HTAPi étudiés. Il existe 

également des anomalies dans le métabolisme énergétique (« effet Warburg ») et une nette 

diminution du nombre de mitochondries par CE (Xu et al. 2007). Pour résumer, un ensemble 

d’anomalies intrinsèques a été retrouvé dans les CE HTAP et une meilleure compréhension 

de ce phénotype endothélial anormal est requise. 

3.1.2. Les cellules musculaires lisses pulmonaires 

Les CML font partie des éléments constitutifs majeurs des parois des artères 

pulmonaires (média). La prolifération et la migration excessive des CML d’artères 

pulmonaires expliquent en partie la néo-muscularisation de ces vaisseaux qui normalement 

sont non muscularisés, ainsi que la muscularisation exagérée des plus grosses artères 

pulmonaires (<500µm)(Tu et al. 2012). Associées à leurs potentiels prolifératifs et 

migratoires excessifs, les CML d’artères pulmonaires dans l’HTAP synthétisent de manière 

plus importante de nombreux composés de la MEC, comme le collagène, la ténascine et la 

fibronectine, et participent ainsi de manière active au remodelage artériel pulmonaire de la 

maladie (Jones and Rabinovitch 1996 ; Jones et al. 1997 ; Rabinovitch 2001; Ma et al. 2011; 

Wei et al. 2012). En effet, la MEC constitue un réservoir très important de facteurs de 

croissance et de cytokines qui se retrouvent piégés temporairement avant d’être relargués 

suite à l’action de diverses protéases comme les MMP et les élastases (Lepetit et al. 2005; 

Kim et al. 2011; Kwapiszewska et al. 2012). La libération de ces différentes molécules crée un 

microenvironnement tissulaire favorable à la prolifération, à la survie et migration des CML 

et CE environnantes (Bendeck et al. 1994 ; Jones et al. 1997 ; Ma et al. 2011). De plus, tout 
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comme pour les CE pulmonaires, les CML d’artères pulmonaires présentent plusieurs 

anomalies intrinsèques majeures qui jouent un rôle important dans le remodelage vasculaire 

associé à l’HTAP. Les CML d’artères pulmonaires de patients HTAP présentent une 

surexpression de 5-HTT, un phénomène important pour expliquer leur hyper-prolifération 

dans la maladie (Eddahibi et al. 2001 et 2002). De même, il a clairement été noté que les 

CML d’artères pulmonaires, en fonction des différents territoires vasculaires, présentent à 

leur surface des distributions de canaux potassiques très différentes (Archer et al. 1996; 

Coppock and Tamkun 2001). Par exemple, les CML d’artères pulmonaires distales présentent 

plus de canaux potassiques voltage-dépendant Kv1.5 que les CML d’artères pulmonaires 

proximales. Les CML d’artères pulmonaires isolées à partir de patients souffrant d’HTAP 

conservent également in vitro certaines de ces caractéristiques et représentent également 

de bons outils d’étude pour la maladie (Eddahibi et al. 2001; Guignabert et al. 2005; 

Guignabert et al. 2009 ; Tu et al. 2012). 

3.1.3. Les fibroblastes pulmonaires des parois vasculaires  

Le rôle et l’importance des fibroblastes pulmonaires des parois vasculaires, 

essentiellement présents dans l’adventice, restent très obscurs mais pourraient s’apparenter 

à celui des CML d’artères pulmonaires. Les fibroblastes sont connus pour leur facilité à 

proliférer, à migrer et à synthétiser de grandes quantités de composés matriciels. D’autre 

part, plusieurs hypothèses suggèrent que les CE pulmonaires et/ou les CML d’artères 

pulmonaires pourraient se différencier et se rapprocher d’un phénotype pro-fibroblastique 

et ainsi participer au remodelage artériel pulmonaire (Stenmark and Frid 1998). Dans l’HTAP 

hypoxique, les fibroblastes ont été retrouvés comme étant l’un des premiers types 

cellulaires à proliférer et à synthétiser des composés matriciels (Stenmark et al. 2002). De 

plus, les fibroblastes, par leur synthèse active de plusieurs protéases comme la MMP-2 et 

MMP-9, faciliteraient la migration cellulaire dans la paroi vasculaire (Lepetit et al. 2005) et la 

mise en place de la néo-vascularisation des vasa vasorum présente dans de nombreuses 

formes d’HTAP (Gambaryan et al. 2010, 2011 et 2012 ; Montani et al. 2011). La formation de 

ces vaisseaux adventitiels pourrait être une voie d’accès pour les cellules progénitrices et 

ainsi contribuer à l’épaississement de la média et de l’adventice vasculaire (Davie et al. 2004; 

Gambaryan et al. 2012). 
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3.1.4. Le remodelage de la MEC 

Le remodelage de la MEC, ainsi que de la membrane basale par les protéases comme 

les MMP-2 et MMP-9, représente plus qu’un simple remodelage qui supprime la barrière 

physique qui sépare les cellules de tout ce qui les entoure. En effet, cette modification de la 

MEC permet de générer des signaux par la libération de molécules séquestrées (Mueller and 

Fusenig 2004). Plusieurs protéases remodèlent la MEC et plusieurs de ces acteurs sont 

anormalement abondants et/ou actifs dans l’HTAP. En effet, plusieurs évidences révèlent 

des déséquilibres de balance protéolytiques en faveur des activités élastinolytiques 

(Rabinovitch 1999; Kim et al. 2011), gélatinolytiques (Lepetit et al. 2005) et collagénolytiques 

(Lepetit et al. 2005; George et al. 2012). De plus, des surabondances de chymase (Mitani et 

al. 1999), de tryptase (Kwapiszewska et al. 2012) et des anomalies du système tPA–plasmine 

et du système uPA–plasmine ont été mises en évidence dans l’HTAP (Huber et al. 1994; 

Christ et al. 2001 ; Kouri et al. 2008). L’ensemble de ces activités protéasiques excessives est 

connu pour entraîner le clivage de plusieurs composés de la MEC comme par exemple la 

laminine et la fibronectine, conduisant donc à une stimulation du remodelage (Duffy 2002). 

De nombreux autres facteurs sont présents dans la MEC et sont libérés au cours de son 

remodelage, comme par exemple, le FGF-2, le TGF-β, la 5-HT (Rabinovitch 2001; Ma et al. 

2011; Wei et al. 2012). Les inhibiteurs de l’élastase ont montré une réelle efficacité contre la 

progression de l’HTP dans les modèles animaux (Ilkiw et al. 1989 ; Maruyama et al. 1991 ; 

Cowan et al. 2000). De manière similaire, des effets bénéfiques des inhibiteurs des MMP ont 

été retrouvés dans le modèle monocrotaline (Vieillard-Baron et al. 2003). En revanche, 

l’inhibition des MMP par la doxycycline ou la surexpression d’un inhibiteur naturel des MMP 

(tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMP)-1) à l’aide d’un adénovirus, s’est avérée 

délétère dans le modèle d’hypoxie chronique (Vieillard-Baron et al. 2000). Ces derniers 

résultats contradictoires pourraient s’expliquer par des mécanismes physiopathologiques 

différents entre modèles animaux et des études plus approfondies sont requises. 

 

3.2. L’inflammation et les réponses immunes dans l’HTAP 

Ces dernières années, le rôle clé de l’inflammation, du dérèglement de certaines 

réponses immunes voire du développement de l’autoimmunité, a été clairement mis en 
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évidence comme étant au moins un stimulus amplificateur et/ou aggravant des lésions 

vasculaires dans l’HTAP. Ces aspects seront développés dans la section B, Système 

immunitaire et autoimmunité dans l’HTAP, de cette introduction.  

 

3.3. Les facteurs de croissance 

Plusieurs facteurs et voies de signalisation sont impliqués dans la prolifération et 

migration anormale ainsi que dans la survie cellulaire associée à l’HTP comprenant entre 

autres des facteurs de croissance (platelet-derived growth factor ou PDGF, epidermal growth 

factor ou EGF, fibroblast growth factor ou FGF), des cytokines et chemokines (interleukines 

IL-1, IL-6, ou monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1 ou CCL2)) et d’autres molécules 

comme les protéines morphogéniques osseuses (BMP). Ces molécules exercent leurs effets 

par fixation à des récepteurs présentant soit une activité tyrosine kinase (RTK) ou une 

activité serine/thréonine kinase et par la transduction d’un signal mitogène. Plusieurs 

anomalies d’expression ou d’activité de ces différents récepteurs ainsi que des défauts dans 

la transmission du signal ont pu être mises en évidence et impliquées dans ces phénomènes 

d’hyper-prolifération et de résistance à l’apoptose (Humbert et al. 1995; Du et al. 2003; 

Benisty et al. 2004; Perros et al. 2008; Dahal et al. 2010; Reynolds et al. 2012). 

3.3.1 Voie de signalisation du platelet-derived growth factor (PDGF) 

La famille du PDGF forme une famille de facteurs de croissance homodimériques 

(PDGF-A, -B, -C et –D) ou hétérodimériques (PDGF-AA, -AB, -BB, -CC et -DD). Cet assemblage 

se produit de manière intracellulaire juste avant leur libération. Au contraire des formes 

PDGF-AA, -AB, -BB qui sont directement actives suite à leur sécrétion, les formes PDGF-CC et 

–DD doivent perdre leur domaine CUB (complément C1r/C1s, Uegf, Bmp1) avant de devenir 

actives. Il existe trois récepteurs différents qui résultent de la combinaison de deux sous-

unités -a et -b suite à la liaison d’un des ligands : PDGFR-αα, PDGFR-αβ et PDGFR-ββ. Des 

différences d’affinité ligand/récepteur existent : le PDGF-AA ne se fixe que sur le PDGFR-αα, 

tandis que le PDGF-BB est le seul à se lier de manière équivalente à toutes les formes de 

récepteurs avec une haute affinité ; les PDGF-AB et –CC peuvent assembler et activer les 

récepteurs PDGFR-αα, PDGFR-αβ ; le PDGF-DD active avec haute affinité le PDGFR-ββ et 
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avec une moindre efficacité le récepteur PDGFR-αβ. Chaque PDGFR est un récepteur et 

s’auto-phosphoryle, ce qui est suivi ensuite d’une activation en cascade d’autres protéines 

cytoplasmiques pour la transmission du signal intracellulaire. Une fois activés, les récepteurs 

sont internalisés et leur fonction protéine kinase inhibée, ce qui assure un rétrocontrôle et 

permet une régulation précise de la réponse au stimulus. Le PDGF stimule la prolifération 

cellulaire et possède un fort pouvoir chimiotactique vis-à-vis des polynucléaires 

neutrophiles, fibroblastes, CML et CE (Tanabe et al. 2000; Berk 2001; Yamboliev and 

Gerthoffer 2001; Raines 2004). De plus, le PDGF est considéré comme un facteur pro-

angiogénique ayant également des effets stimulateurs sur les péricytes et les CML, cellules 

indispensables à la stabilisation des vaisseaux néoformés (Carmeliet 2005). 

Balasubramaniam et al. (Balasubramaniam et al. 2003) ont été les premiers à noter 

une surabondance de PDGF dans l’HTP intra-utérine chronique provoquée par la ligature du 

canal artériel et à évoquer le possible rôle de cette voie dans la maladie. Cette hypothèse a 

pu être validée par l’équipe de Schermuly (Schermuly et al. 2005), qui a montré que 

l’imatinib, un antagoniste du PDGFR, réduisait le développement de la maladie dans les 

modèles animaux d’HTP induit par l’administration de monocrotaline ou l’exposition à 

l’hypoxie chronique. Dans ces mêmes travaux, une surexpression protéique du PDGFR-β 

avait pu également être notée dans des homogénats pulmonaires de patients HTAP. 

Cependant, la preuve d’anomalies de cette voie a pu être clairement mise en évidence par 

Perros et al. (Perros et al. 2008). Dans les tissus humains d’artères pulmonaires micro-

disséqués de patients HTAPi, une surexpression des ARNm codant pour le PDGF-A, PDGF-B, 

PDGFR-α, and PDGFR-β a pu être notée. De même, l’augmentation protéique du PDGFR-β a 

pu être validée ainsi qu’une activation anormale du récepteur PDGFR-β dans les lésions 

vasculaires. Récemment, des données ont pu également montrer que la sérotonine 

internalisée par son transporteur 5-HTT pouvait trans-activer le PDGFR-β, un phénomène 

important dans la prolifération des CML d’artères pulmonaires au cours du remodelage 

artériel pulmonaire HTAP (Ren et al. 2011). 

3.3.2 Voie de signalisation du fibroblast growth factor (FGF) 

La famille des FGF forme un groupe d’au moins 23 membres qui sont fortement 

conservés au cours de l’évolution et exprimés de manière ubiquitaire. Il s'agit de 
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polypeptides d'environ 150 acides aminés, synthétisés par les fibroblastes, les CE et CML. Ils 

agissent sur une famille de 4 récepteurs spécifiques de haute affinité : FGFR-1, -2, -3 et -4. 

Les FGF se lient à leur récepteur par l'intermédiaire d'héparane sulfate protéoglycanes 

(protéines associées à la matrice extracellulaire et modifiées par l'addition d'héparane 

sulfate). Lors de la liaison d’un des ligands, une dimérisation du récepteur se produit, suivie 

d’activation tyrosine kinase par trans-autophosphorylation qui déclenche le signal 

mitogènique. 

De part de ses effets pléiotropiques allant de la prolifération, la survie, la migration, 

l’induction de la production de composés de la MEC à la différenciation et l’angiogenèse 

(Goncalves 1998), le FGF-2 a suscité beaucoup d’intérêt dans l’HTP. Sa synthèse par les 

cellules vasculaires pulmonaires est induite par l’exposition à l’hypoxie et le shear stress 

(Quinn et al. 2002; Li et al. 2003). Les niveaux sériques et pulmonaires de FGF-2 sont 

anormalement élevés aussi bien dans les modèles animaux d’HTP que dans l’HTP humaine. 

En effet, une élévation de 51% du taux circulant et de 21% du taux urinaire de FGF-2 est 

retrouvée chez les patients HTAPi en comparaison à une population contrôle (Benisty et al. 

2004). De plus, cette surabondance de FGF-2 a pu être retrouvée dans 2 modèles 

expérimentaux d’HTP : shunt aorto-pulmonaire chez l’agneau (Wedgwood et al. 2007) et 

administration de monocrotaline (Arcot et al. 1995; Izikki et al. 2009). Notre équipe a 

également pu montrer que le FGF-2 était surproduit par les CE HTAP aussi bien in vivo qu’in 

vitro, et que cette anomalie jouait un rôle déterminant dans l’hyperplasie du muscle lisse et 

dans l’acquisition d’un phénotype anormal de la CE (Izikki et al. 2009; Tu et al. 2011). De 

plus, le FGF-2 peut être séquestré et stocké localement dans le réseau de MEC et être 

relargué en grande quantité lors des phénomènes de remodelage matriciel (Benezra et al. 

1993; Thompson and Rabinovitch 1996; Buczek-Thomas and Nugent 1999; George et al. 

2001). 

3.3.3 Voie de signalisation de l’epidermal growth factor (EGF) 

La famille des facteurs EGF est constituée de l'EGF, du facteur de croissance 

transformant-α (TGF-α), de l’heparin-binding EGF-like (HB-EGF), de l’épiréguline, de 

l’amphiréguline (AR), de l’épigène, de la bêta-celluline (BTC), et de la neuréguline -1, -2, -3 et 

-4. Il existe quatre types de récepteurs de l'EGF (EGFR), comprenant l’ErbB1, aussi appelé 
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EGFR ou HER1, l’ErbB2 (Neu/Her2), l’ErbB3 (Her3), et l’ErbB4 (Her4). Ces récepteurs de l'EGF 

ont un domaine de liaison pour le ligand dans le domaine extracellulaire, un domaine 

transmembranaire et un domaine cytoplasmique à activité tyrosine kinase. Chaque ligand 

peut se lier à un même récepteur, mais des affinités de liaison différentes sont observées. 

L’EGF, HB-EGF, le TGF-α, AR, la BTC, et l’épiréguline sont capables de se lier à ErbB1. L’HB-

EGF, l’épiréguline, et la BTC sont connus pour se lier à ErbB4 ainsi que ErbB1. Les 

neurégulines sont des ligands pour ErbB3 et ErbB4. Lors de liaison au ligand, des monomères 

EGFR se dimérisent et une autophosphorylation dans le domaine intracellulaire se produit, 

conduisant à l'activation de voies de signalisation intracellulaires. 

Plusieurs éléments suggèrent que le système de signalisation EGF contribue à la 

réponse proliférative des CML et qu’il pourrait être impliqué dans l'initiation et/ ou la 

progression du remodelage vasculaire pulmonaire dans l'HTAP. Plusieurs études ont 

démontré que l'EGF se co-localisait avec la ténascine-C, un composé de la MEC présent 

abondamment dans les lésions obstructives des patients HTAP et qu’ainsi il conduirait à une 

prolifération et à une migration des cellules vasculaires (Jones et al. 1997; Cowan et al. 1999 

; Cowan et al. 2000). Ce rôle pathogène de la signalisation de l’EGF est renforcé par les 

données obtenues dans divers modèles animaux. En effet, des souris transgéniques sur-

exprimant le TGF-α sous le contrôle du promoteur de la protéine surfactant humaine SP-C 

(les souris TGF-α) développent une HTP sévère et présentent un remodelage vasculaire 

caractéristique avec une muscularisation anormale des petites artères pulmonaires (Le Cras 

et al. 2003). De plus, ce phénotype HTP est redevenu normal avec une souris double 

transgénique exprimant à la fois le TGF-α et un récepteur EGF muté, négatif-dominant sous 

le contrôle du même promoteur SP-C.  

3.3.4 Voie de signalisation du vascular endothelial growth factor (VEGF) 

La famille des VEGF comprend le facteur de croissance placentaire (PlGF), le VEGF-A, -

B, -C, le -D et -E. Le VEGF en se liant à ses récepteurs de type tyrosine kinase de haute 

affinité (VEGFR-1/Flt-1, VEGFR-2/KDR/Flk-1 et VEGFR-3/Flt-4) est impliqué dans le nombreux 

processus biologiques et plus particulièrement au niveau des CE. Le VEGF est indispensable 

pour la formation du lit vasculaire pendant l’embryogenèse. Les souris transgéniques 

déficientes en VEGF ne sont pas viables et meurent au stade embryonnaire avec une 
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vasculogenèse anormale du cœur et des vaisseaux (Carmeliet et al. 1996). La voie 

VEGF/VEGFR est impliquée dans la prolifération de CE, la synthèse du NO et de la 

prostacycline, l’angiogenèse et le contrôle de la perméabilité vasculaire (Dimmeler and 

Zeiher 1999; He et al. 1999). Chez les patients HTAPi, l’expression du VEGF et du VEGFR-2 est 

accrue dans les vaisseaux pulmonaires et dans les lésions plexiformes (Cool, Kennedy et al. 

1997; Tuder et al. 2001; Voelkel et al. 2006) : le VEGF étant plus abondant au niveau du 

muscle lisse et le VEGFR-2 au niveau de l’endothélium. Le VEGFR-1 est principalement 

exprimé dans les CE des vaisseaux pulmonaires adjacents aux lésions plexiformes. Le 

contenu plaquettaire en VEGF des patients HTAPi est également augmenté par rapport aux 

sujets témoins (Eddahibi et al. 2000). Les données obtenues au travers des modèles animaux 

sont beaucoup moins claires et soulèvent plusieurs interrogations. L’expression pulmonaire 

du VEGF est augmentée dans le modèle d’HTP induite par hypoxie chronique chez le rat 

(Christou et al. 1998), mais c’est plutôt une diminution de l’expression du VEGF qui a été 

montrée dans les poumons des rats présentant une HTP induite par l’injection de 

monocrotaline (Partovian et al. 1998). La surexpression du VEGF protège de l’HTP induite par 

l’exposition à l’hypoxie chronique (Partovian et al. 2000; Louzier et al. 2003) et par injection 

de monocrotaline (Campbell et al. 2001). L’expression du VEGF et de son récepteur VEGFR-2 

est également augmentée dans deux autres modèles d’HTAP : un modèle d’HTP sur 

défaillance cardiaque induite par overpacing chez le chien (Ray et al. 2008) et le modèle 

d’HTP induite chez les porcelets avec un shunt cardiaque (Rondelet et al. 2003). Dans le 

cœur droit, l’expression du VEGF est accrue dans le modèle hypoxique alors qu’elle est 

diminuée dans le modèle par injection de monocrotaline (Partovian et al. 1998). 

Les isoformes VEGF-A et B sont largement étudiées dans l’HTAP et un rôle protecteur 

leur ait attribué (Partovian et al. 2000; Campbell et al. 2001; Louzier et al. 2003). Dans le 

modèle d’HTP induite par la monocrotaline, une thérapie cellulaire sur-exprimant le VEGF-A 

protège contre le développement de la maladie. Dans le modèle d’HTP induite par 

exposition de rats à une hypoxie chronique, Louzier et al. ont montré que la surexpression 

de VEGF-B à l’aide d’adénovirus est également protecteur. Cependant, les souris déficientes 

en VEGF-B ont une susceptibilité au développement de l’HTP hypoxique identique aux souris 

sauvages. Ces données expérimentales suggèrent que le VEGF ne jouerait pas un rôle central 

dans le développement de la maladie mais qu’il pourrait être utile pour limiter sa 
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progression (Louzier et al. 2003). D’autre part, l’association du blocage du VEGFR-2 (SU5416) 

et de l’hypoxie chronique induit une dysfonction endothéliale, associée à une mort cellulaire 

permettant de sélectionner un phénotype prolifératif et résistant à l’apoptose parmi les CE 

des artères pulmonaires. La conséquence de ce traitement est le développement d’une HTP 

sévère (Taraseviciene-Stewart et al. 2001). Ces résultats présentent l’apoptose des CE 

comme l’origine d’une susceptibilité au développement des maladies vasculaires 

(Taraseviciene-Stewart et al. 2001; Sakao et al. 2007). 

3.3.5. Voie de signalisation de la sérotonine (5-HT) 

Le système sérotoninergique a longtemps été suspecté comme participant 

activement à la progression de la maladie et à son initiation. En effet, les taux plasmatiques 

de 5-HT sont anormalement élevés chez les patients HTAP et restent élevés même après 

transplantation pulmonaire, suggérant que cette anomalie n’est pas une conséquence de la 

maladie (Herve et al. 1995). Le 5-HTT est surexprimé dans les CML d’artères pulmonaires 

HTAP in situ et in vitro et corrèle avec la sévérité de la maladie (Eddahibi et al. 2001; 

Eddahibi et al. 2002; Marcos et al. 2004). La TPH est elle-même également surexprimée dans 

les CE pulmonaires de patients HTAPi (Eddahibi et al. 2006). Des défauts de stockage en 5-HT 

ou une consommation excessive de plaquettes par le poumon pourraient mener au 

développement de la maladie (Herve et al. 1990; Herve et al. 1995; Eddahibi et al. 2000). 

D’autre part, les anorexigènes, fenfluramine et dexfenfluramine, ont été associés à un plus 

grand risque de développement de la maladie (Douglas et al. 1981; Brenot et al. 1993; 

Abenhaim et al. 1996). De plus, des phénomènes de sérotonylation de RhoA ont pu être mis 

en évidence, un phénomène impliqué dans l’activation constitutive de la voie Rho/ROCK 

(Guilluy et al. 2009). Enfin, des liens directs entre le 5-HTT et l’expression/ activité des Kv1.5 

ont émergé (Guignabert et al. 2006; Guignabert et al. 2009). 

Les modèles animaux d’HTP ont pu renforcer et aider à mieux comprendre le rôle du 

système sérotoninergique. En effet, les rongeurs exposés aux anorexigènes (Eddahibi et al. 

1998), à la monocrotaline ou exposés à l’hypoxie chronique possèdent des taux élevés de 5-

HT circulante. L’infusion chronique de 5-HT à l’aide de pompes osmotiques permet 

également de renforcer la gravité de l’HTP induite par l’hypoxie (Eddahibi et al. 1997). Les 

souris déficientes en BMPR-II sont également plus sensibles à l’infusion de 5-HT (Long et al. 
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2006). Les rats «fawn-hooded» qui présentent un désordre hérité dans le stockage de la 

sérotonine dans les plaquettes développent lentement une HTP en vieillissant (Sato et al. 

1992). Ces rats FHR possèdent également des niveaux de 5-HTT plus élevés que des animaux 

témoins (Sato et al. 1992). De même, les rats surexprimant l’Ang-I synthétisent plus de 5-HT 

et développent un phénotype HTP (Sullivan et al. 2003). Des travaux dans le laboratoire ont 

également pu mettre en évidence une augmentation très précoce de l’expression de 5-HTT 

avant même les modifications des paramètres hémodynamiques dans le modèle 

monocrotaline, suggérant un rôle central du 5-HTT dans la maladie (Guignabert et al. 2005). 

D’ailleurs les inhibiteurs de la recapture de la 5-HT (comme la Fluoxetine) protègent et 

régressent l’HTP induite par la monocrotaline (Wang et al. 1999; Marcos et al. 2003; 

Guignabert et al. 2005; Guignabert et al. 2009). Les souris transgéniques déficientes en 5-

HTT sont protégées contre le développement de l’HTP induite par l’hypoxie chronique 

(Eddahibi et al. 2000). Ceci est également vrai pour les souris déficientes en TPH (Izikki et al. 

2007). Enfin, des évidences directes de son rôle dans la maladie sont venues de la 

démonstration que la surexpression du 5-HTT induisait un phénotype d’HTP spontanée chez 

la souris : 1) souris SM22 5-HTT+ sur-exprimant le 5-HTT sélectivement dans les CML sous le 

contrôle du promoteur SM22 (Guignabert et al. 2006) ; 2) souris SERT+ sur-exprimant de 

manière ubiquitaire le 5-HTT grâce à une construction de type «yeast artificial chromosome» 

(YAC) (MacLean et al. 2004). 

Des quatorze récepteurs 5-HTR, le 5-HT-2A, -2B et -1B semblent particulièrement 

intéressants dans la maladie. De fortes expressions des récepteurs 5-HT-1B, -2A, et -2B ont 

pu être notées par l’immunohistochimie dans les artères pulmonaires de patients HTAPi 

(Marcos et al. 2005). De plus, des liens étroits entre le 5-HTT et les 5-HTR ont pu être mis en 

évidence et encouragent des études supplémentaires pour mieux comprendre ce réseau 

complexe (Lawrie et al. 2005). L’inhibition du 5-HT2A inhibe le remodelage artériel 

pulmonaire et l’HTP induite par la monocrotaline pyrrole chez la souris (Hironaka et al. 2003) 

et la vasoconstriction induite par la 5-HT chez des rats sains ou exposés à l’hypoxie 

(Cogolludo et al. 2006). Cependant des effets systémiques ont été reportés avec la 

kétanserine (un inhibiteur sélectif du 5-HT2B) qui limite son utilisation dans l’HTP (Frishman 

et al. 1995). Les souris déficientes en 5-HT2B sont protégées contre le développement de la 

maladie et l’administration d’un inhibiteur 5-HT2B (RS-127445) limite le développement de 
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la maladie dans le modèle hypoxique (Launay et al. 2002). D’autre part, il aurait été 

démontré que le 5-HT2B contrôle les niveaux de 5-HT circulante et cette perte de fonction 

prédisposerait au développement de la maladie par les fenfluramines (Blanpain et al. 2003). 

Des inhibiteurs à plus large spectre d’action 5-HT2A/5-HT2B sont aussi efficaces et 

permettent de protéger contre le développement de l’HTP induite par la monocrotaline chez 

le rat (Dumitrascu et al. 2011). Le 5-HT1B est impliqué dans la vasoconstriction des artères 

pulmonaires (Morecroft et al. 1999) et dans le développement de l’HP induite par 

l’exposition à l’hypoxie chronique (Keegan et al. 2001). Récemment, Morecroft et al. ont pu 

montrer que la co-inhibition du récepteur 5-HT-1B et du 5-HTT avec le LY393558 serait plus 

effective dans la prévention et la réversion de la maladie, ce qui ouvre un nouveau champ 

d’exploration de ces molécules (Morecroft et al. 2010). 

3.3.6 Autres voies de signalisation émergentes 

Plusieurs autres études ont également obtenu quelques évidences supportant le rôle 

d’autres facteurs de croissance pour l’HTAP, dont : le connective tissue growth factor (CTGF) 

(Lee et al. 2005), le hepatocyte growth factor (HGF) (Ono et al. 2004), le nerve growth factor 

(NGF) (Ieda et al. 2004) et le placenta growth factor (PIGF) (Sundaram et al. 2010). 

 

3.4. Les cellules progénitrices 

Le rôle des cellules progénétrices dans l’HTAP reste à élucider, car les données 

actuelles restent controversées et requièrent des études supplémentaires. Des essais de 

thérapie génique à l’aide de cellules endothéliales progénitrices (EPC) autologues 

programmées pour sur-exprimer la eNOS sont en cours d’évaluation dans un essai clinique. 

Les EPC ont été choisies dans cet essai clinique car elles représentaient une catégorie de 

cellules progénitrices prometteuses. Cependant, les cellules souches mésenchymateuses 

pourraient être tout aussi intéressantes du fait de leur multipotence et de leur tendance à 

s’accumuler aux niveaux de sites lésés et inflammés (Ozawa et al. 2008; Myers et al. 2010). 

Par conséquent, la compréhension des mécanismes de différenciation est requise pour 

développer de nouveaux outils et de potentielles stratégies dans le traitement de l’HTP. 
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3.5. Les acteurs moléculaires impliqués dans les changements métaboliques 

Contrairement à la cellule normale, qui dépend principalement de la phosphorylation 

oxydative mitochondriale pour générer son énergie, la plupart des cellules cancéreuses et 

des cellules vasculaires pulmonaires HTAP utilisent la glycolyse même en présence 

d’oxygène. Ce phénomène de détournement métabolique a été décrit par Otto Warburg en 

1924 et se nomme « effet Warburg ». Bien que moins efficace que la phosphorylation 

oxydative pour produire l'adénosine 5'-triphosphate (ATP), la glycolyse aérobie semble 

toutefois avantageuse pour les cellules à fort pouvoir prolifératif. Ce paradoxe apparent a 

fait l’objet de très nombreux travaux ces dernières années (Michelakis et al. 2002; Bonnet et 

al. 2006; Archer et al. 2008). En fait, l’effet Warburg faciliterait la captation et l'incorporation 

d'éléments nécessaires au renouvellement cellulaire (par exemple, les nucléotides, acides 

aminés et lipides) plutôt que le rendement énergétique. Cependant les mécanismes de ce 

shift métabolique sont méconnus. Dans les cellules cancéreuses, ce changement 

métabolique a été démontré comme étant sous le contrôle de plusieurs oncogènes et 

suppresseur de tumeur, incluant entre autres : hypoxia inducible factor (HIF) (Goda and 

Kanai 2012), p53 (Puzio-Kuter 2011), E2F transcription factor 1 (Blanchet et al. 2011) et 

phosphatase and tensin homolog (PTEN) (Garcia-Cao et al. 2012). Grâce à l’utilisation de 

plusieurs stratégies, les effets bénéfiques de la restitution d’un métabolisme oxydatif contre 

le développement et la progression de l’HTP ont pu être montrés : (1) premièrement, au 

travers de l’utilisation de la dichloroacétate (DCA), un inhibiteur de la pyruvate 

déshydrogénase kinase mitochondriale (PDK) (Michelakis et al. 2002; Guignabert et al. 

2009). La PDK inhibe le pyruvate dehydrogenase (PDH) qui est l’enzyme responsable de 

l’oxydation du pyruvate en acétyl-CoA, qui initie la phosphorylation oxydative par le cycle de 

Krebs ; (2) deuxièmement, par inhibition de l’oxydation aérobie des acides gras (effet « 

Randle »), qui est connu pour inhiber la phosphorylation oxydative par le cycle de Krebs. La 

prévention de ce shift métabolique semble être prometteuse pour prévenir le 

développement de la maladie mais requiert plus de travaux avant de pouvoir être testé chez 

l’Homme. 
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3.6. Aspects Génétiques et Environnementaux 

3.6.1 Le Gène BMPR2 

3.6.1.1 Fonction cellulaire et la voie de signalisation BMPR-II 

Les ligands du récepteur BMPR-II, les BMP (bone morphogenetic proteins), sont des 

cytokines dont le rôle est de réguler la croissance, la différentiation et l’apoptose de divers 

types cellulaires, dont les CE et les CML. Les BMP ont également un rôle dans la 

différentiation cellulaire lors de l’embryogénèse, et dans le maintien et la réparation des 

tissus adultes. Un ligand BMP se lie à deux récepteurs de type 1 (ACVRL-I, ACVR-I, BMPR-IA, 

and BMPR-IB), entraînant leur hétéro-polymérisation avec deux récepteurs de type 2 (BMPR-

II, ActR-IIA, and ActR-IIB). Ce complexe est stabilisé par une protéine accessoire endogline. 

Suite à cette hétéro-polymérisation, les récepteurs BMPR-II phosphorylent les récepteurs de 

type I, entraînant la phosphorylation de protéines cytoplasmiques appelées Smads (Smad1, 

Smad5, Smad8). Ces protéines Smad 1/5/8 s’associent alors à une protéine Smad4, et ce 

nouveau complexe est transloqué dans le noyau et module l’expression de gènes cibles. 

Le récepteur BMPR-II est exprimé dans les CE pulmonaires et les macrophages, et 

dans une moindre mesure dans les CML et les fibroblastes. Il a été montré que l’expression 

pulmonaire de ce récepteur était diminuée chez les patients présentant une HTAP héritable 

ainsi que chez ceux présentant une HTAP idiopathique par rapport à des sujets sains 

(Atkinson et al. 2002). Plusieurs groupes se sont ainsi intéressés à l’implication du gène 

BMPR2 et de ses mutations sur la dysfonction cellulaire observée dans l’HTAPi et l’HTAPh. Il 

a été observé que les CML HTAP, ayant ou non une mutation du gène BMPR2 ont une 

diminution de leur capacité à activer la voie des Smads 1/5 (Yang et al. 2005). Ceci a pour 

conséquence une réduction de la capacité à inhiber la prolifération des CML, expliquant les 

lésions observées dans les artères pulmonaires des patients HTAPi ou HTAPh. De plus il a été 

montré qu’en réponse aux facteurs de croissance, les CE HTAPi proliféraient et migraient de 

manière plus importante que les CE de sujets contrôles (Masri et al. 2007). Enfin, les BMP 

protégeraient les CE de l’apoptose (Teichert-Kuliszewska et al. 2006). En effet, il a été 

observé que les CE pulmonaires des souris déficientes en gène Bmpr2, étaient plus sensibles 

à l’apoptose. L’hypothèse émise est que le taux élevé d’apoptose dans l’endothélium 
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favoriserait le développement de CE résistantes à l’apoptose, formant par la suite les lésions 

plexiformes caractéristiques de l’HTAP. 

Les modèles animaux ont pu confirmer l’implication des mutations du gène BMPR-2 

dans le développement de l’HTAP. En effet, West et al. (West et al. 2004) ont démontré le 

développement d’une HTP chez les souris ayant une mutation du gène Bmpr2 dans leurs 

CML. En effet, ces souris présentaient une augmentation de la PAPm, un remodelage 

vasculaire et une hypertrophie ventriculaire droite. Plus récemment, Hong et al. (Hong et al. 

2008) ont montré que les souris ayant une délétion du gène Bmpr2 dans leurs CE, 

présentaient des lésions artérielles pulmonaires distales compatibles avec une HTAP. 

Néanmoins, aucun de ces modèles ne reproduit des formes d’HTAP sévères caractérisant les 

formes héritables de la maladie chez l’Homme. 

3.6.1.2 Les mutations BMPR2 dans l’HTAP 

Une origine génétique de l’HTAP a été suspectée en 1954 lorsque Dresdale a décrit la 

première forme familiale de la maladie (Dresdale et al. 1954). Au cours des 50 années qui 

suivirent, de plus en plus de familles ont été décrites, et en 2006 dans le registre Français de 

l’HTAP, les HTAP évoluant dans un contexte familial représentaient 3.9% de l’ensemble des 

HTAP du groupe 1 (Humbert et al. 2006). L’étude des familles a permis de comprendre le 

mode de transmission des HTAPh, et ainsi en 1995 il était reconnu que l’HTAP se 

transmettait sur un mode autosomique dominant avec une pénétrance incomplète (seuls 

20% des sujets porteurs d’une mutation développeront la maladie). Il est également 

suspecté un phénomène d’anticipation génétique, caractérisé par des âges de survenue de 

la maladie significativement moins élevés au fil des générations (Loyd et al. 1995). 

Cependant, aucune explication biomoléculaire n’explique celle observée dans l’HTAP à ce 

jour. 

Les recherches du locus en cause dans l’HTAP ont été entreprises. En 1997, l’analyse 

des marqueurs microsatellites et les analyses de liaison génétique au sein des familles 

affectées par la maladie, ont permis aux équipes de Nichols et de Morse de localiser sur le 

bras long du chromosome 2, la région en cause dans l’HTAP (Morse and Barst 1997; Nichols 

et al. 1997). L’analyse des gènes candidats a permis aux équipes de Lane et Deng d’identifier 
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chez les sujets atteints de la maladie, des mutations germinales présentes à l’état 

hétérozygote sur le gène BMPR2 (Deng et al. 2000; Lane et al. 2000). 

A l’heure actuelle, une mutation du gène BMPR2 est retrouvée chez 58 à 74% des 

patients ayant une histoire familiale d’HTAP et 3,5 à 40% des patients ayant une HTAP 

considérée comme idiopathique (Cogan et al. 2006; Sztrymf et al. 2008; Machado, et al. 

2009; Girerd et al. 2010). Des mutations du gène BMPR2 ont été décrites dans l’ensemble 

des exons, exception faite de l’exon 13. Les mutations retrouvées sont des mutations 

ponctuelles des exons ou des sites donneurs et accepteurs d’épissage (non-sens et faux-

sens), des grands réarrangements et des mutations du promoteur. Elles sont présentes 

seulement à l’état hétérozygote, et les souris KO pour le gène BMPR2 ne sont pas viables et 

meurent avant la gastrulation (Beppu et al. 2000). 

Deux études publiées par Rudarakanchana et Nishihara en 2002 (Nishihara et al. 

2002; Rudarakanchana et al. 2002) montrent que les mutations du gène BMPR2 

interrompent la voie de signalisation des BMP/Smad de manière hétérogène. En effet, ces 

auteurs montrent qu’une substitution d’un résidu cystéine du domaine de fixation du ligand 

ou du domaine kinase diminue l’export du récepteur à la membrane cellulaire. Dans ce cas-

là, le phénotype malade est dû à une haplo-insuffisance. En revanche les gènes possédant 

des mutations ne touchant pas un résidu cystéine du domaine kinase, permettent la création 

d’une protéine capable d’atteindre la surface cellulaire mais ayant perdu la capacité de 

phosphoryler les récepteurs de type 1. Dans ce cas là, le phénotype malade est dû à un effet 

dominant négatif du récepteur muté sur le récepteur sauvage. De plus, les protéines codées 

par un gène BMPR2 ayant une mutation faux-sens de la région codant pour la queue 

cytoplasmique, sont capables d’atteindre la surface cellulaire mais sont déficientes pour 

activer la voie des Smads (Yu et al. 2005). La pénétrance des mutations du gène BMPR2 est 

la fréquence d’apparition d’une HTAP chez les personnes porteuses d’une mutation de ce 

gène. Il est estimé que seuls 20% des porteurs de mutation du gène BMPR2 développent la 

maladie au cours de leur vie (Machado et al. 2006). De plus, il a été montré par immuno-

marquage que les CE des vaisseaux pulmonaires des sujets sains exprimaient le récepteur 

BMPR-II. En revanche, l’expression de ce récepteur est diminuée chez les patients atteints 

d’HTAPh, et dans une moindre mesure chez ceux atteints d’HTAPi (Atkinson et al. 2002). Ces 

observations plaident en faveur du rôle joué par le récepteur BMPR-II dans le 
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développement de la maladie, mais, même si une diminution de l’expression du récepteur 

BMPR-II est nécessaire, elle ne semble pas suffisante au développement d’une HTAP. 

D’autres facteurs, pouvant être génétiques ou environnementaux, contribueraient au 

développement de la maladie. 

3.6.2. Les autres gènes impliqués dans l’HTAP 

3.6.2.1 Les gènes ACVRL1 et ENG 

La maladie de Rendu-Osler (ou HHT pour hereditary haemorrhagic telangiectasia) est 

une dysplasie vasculaire caractérisée par des épistaxis, des télangiectasies et des 

malformations artério-veineuses en particulier pulmonaires, hépatiques ou cérébrales, des 

accidents vasculaires cérébraux et des abcès cérébraux. Les malformations artério-veineuses 

pulmonaires peuvent créer des shunts droit-gauches, provoquant une hypoxie, des embolies 

paradoxales, des accidents vasculaires cérébraux et des abcès cérébraux. Les patients 

atteints de la maladie de Rendu-Osler peuvent développer une HTP post-capillaire, en raison 

d’un état hyperkinétique aboutissant à une insuffisance cardiaque gauche. Cependant, l’HHT 

peut aussi être associée à des HTAP pré-capillaires qui sont histologiquement indiscernables 

des HTAPi. La maladie de Rendu-Osler est une maladie à transmission autosomique 

dominante, avec une pénétrance quasi complète à l’âge de 60 ans (97%). Plusieurs gènes ont 

été impliqués dans le développement de la maladie de Rendu-Osler, dont le gène ACVRL1 

(ou ALK1) localisé sur le chromosome 12, ENG localisé sur le chromosome 9, MADH4 (ou 

SMAD4 : Mothers against decapentaplegic homologue 4, dont les mutations prédisposent 

aussi pour la polypose juvénile), et deux nouveaux loci (HHT3 et HHT4) ont été identifiés sur 

les chromosomes 5 et 7 respectivement. Récemment, l’association d’une HTAP et d’une 

maladie de Rendu-Osler a permis de mettre en évidence que les gènes ACVRL1 et ENG 

appartenant à la famille des récepteurs du TGF-β au même titre que le gène BMPR2, 

pouvaient être impliqués dans le développement de l’HTAP. Le gène ACVRL1 code pour un 

récepteur de type I, tandis que le gène ENG code pour une protéine accessoire stabilisant la 

fixation du ligand sur les récepteurs. Les mutations de ces deux gènes sont toutefois peu 

fréquentes dans le cadre de l’HTAP alors qu’elles sont prédominantes dans la maladie de 

Rendu-Osler (Trembath et al. 2001; Abdalla et al. 2004; Chaouat et al. 2004; Girerd et al. 

2010). 
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3.6.2.2 Le gène Smad9 

Le gène Smad9 code pour la protéine Smad8 qui est une receptor regulated Smads 

(R-Smad), protéine régulée par les récepteurs de la famille du TGF-ß. Tout comme Smad1 et 

Smad5, la protéine Smad8 est phosphorylée par un récepteur de type I. Une fois 

phosphorylée, Smad8 s’associe avec la co-Smad, Smad4 et ce complexe est transloqué dans 

le noyau où il régule la transcription de gènes cibles. Shintani et al. (Shintani et al. 2009) ont 

décrit pour la première fois la présence d’une mutation non-sens du gène Smad9 chez un 

patient atteint d’une HTAPi diagnostiquée à l’âge de 8 ans. De plus, un contexte familial peut 

être suspecté. En effet, deux de ses frères et sœurs seraient décédés d’une maladie 

pulmonaire à l’âge de 2 et 13 ans. Il est notable que le père du patient décrit par Shintani et 

al., bien que porteur de la mutation familiale du gène Smad9, était asymptomatique lors de 

l’étude, laissant supposer une pénétrance incomplète des mutations du gène Smad9. Des 

mutations de ce gène n’avaient jamais été reportées dans l’HTAP ou dans d’autres 

pathologies. Enfin, Huang et al. (Huang et al. 2009) ont souligné le rôle possible des 

mutations du gène Smad9 dans le développement de l’HTAP, en démontrant que les souris 

porteuses d’une mutation du gène Smad9 présentaient un remodelage vasculaire avec un 

épaississement de la média des artères pulmonaire distales. 

Des mutations et des polymorphismes ont également été identifiés pour d’autres 

gènes impliqués dans le développement de l’HTAP, comme les récepteurs (5-HT2B), le 

transporteur de la sérotonine (5HTT) (Blanpain et al. 2003; Eddahibi et al. 2003), l’enzyme de 

conversion pour l’angiotensine (ACE) (Abraham et al. 2003) ou encore le canal potassique 

Kv1.5 (Remillard et al. 2007). Plus récemment, des études ont décrits des mutations de 

Caveolin-1 (Austin et al. 2012). De manière intéressante, une étude a même décrit un 

remaniement chromosomique au niveau des cellules vasculaires (Aldred et al. 2010). 

3.6.3 Les facteurs environnementaux 

Nous avons vu que des gènes sont associés au développement de l’HTAP mais ils ne 

semblent pas suffisants au développement d’une HTAP. D’autres facteurs, pouvant être ou 

environnementaux, contribueraient comme un « second hit » au développement de la 

maladie. 
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Il est maintenant reconnu que l’exposition à la dexfenfluramine est un facteur de 

risque d’HTAP. De manière intéressante, l’exposition à ces anorexigènes est plus courte chez 

les patients ayant une mutation du gène BMPR2 par rapport aux sujets chez lesquels aucune 

mutation n’a été identifiée. Cette observation pourrait indiquer que les sujets porteurs 

d’une mutation du gène BMPR2 ont un risque plus important de développer une HTAP suite 

à la prise d’anorexigènes (Humbert et al. 2002). 

Plusieurs études sont en faveur de l’implication de facteurs génétiques additionnels 

dans le développement de l’HTAPi et HTAPh. Hamid et al. ont montré une diminution de 

l’expression de l’allèle sauvage du gène BMPR2 chez les patients affectés par la maladie et 

porteurs d’une mutation du gène BMPR2, par rapport aux personnes non atteintes mais 

porteuses d’une mutation BMPR2 (Hamid et al. 2009). Ainsi, une faible expression de l’allèle 

sauvage du gène BMPR2 serait associée au développement clinique de la maladie. Un 

mécanisme post-transcriptionnel par micro-RNA (miRNA), ARN simple brin se fixant 

spécifiquement à un ARN messager (ARNm) pour guider sa dégradation, a été suspecté pour 

être impliqué dans la diminution de l’expression de l’allèle sauvage du gène BMPR2. De la 

même manière, Brock et al. (Brock et al. 2009) ont montré l’implication des miR-17/92 dans 

la reconnaissance et la dégradation des ARNm du gène BMPR2, et ont montré que ces miR-

17/92 étaient régulés par l’IL-6, cytokine incriminée dans le développement de l’HTAP. 

Le métabolisme des oestrogènes, puissant mitogène des CML, a également été 

incriminé dans le développement de la maladie. En effet, l’enzyme cytochrome P450 1B1 

(CYP1B1), qui est exprimée dans les poumons, particulièrement par les CE, et dont la 

diminution entraîne une augmentation de la concentration des oestrogènes, est diminuée 

chez les patientes atteintes d’HTAP porteuses de mutation du gène BMPR2, alors que son 

taux est normal chez les femmes non atteintes porteuses d’une mutation BMPR2. Austin et 

al. (Austin et al. 2009) ont démontré une pénétrance 4 fois supérieure des mutations du 

gène BMPR2 chez les personnes porteuses à l’état homozygote du polymorphisme 

Asn453Ser du gène CYP1B1. 

D’autres facteurs environnementaux semblent également être impliqués dans la 

survenue et le développement de l’HTAP. Des études épidémiologiques ont permis de 

mettre en évidence l’implication de la consommation de certains anorexigènes dans le 
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risque de développer une HTAP. L’aminorex et plus récemment la 

fenfluramine/dexfenfluramine, (Abenhaim et al. 1996), le Benflorex ou le Dasatinib (Savale 

et al. 2012 ; Montani et al. 2012) ont été incriminés. Les facteurs de susceptibilité 

individuelle jouent aussi un rôle important, lié entre autres à la vitesse de métabolisation du 

dérivé (Higenbottam et al. 1999). En effet, le risque absolu dans la population générale est 

relativement faible. La proportion d’individus développant une HTAP parmi tous les individus 

ayant consommé de la fenfluramine ou ses dérivés est estimé à 1/10 000 pour une 

consommation de 12 mois (Abenhaim et al. 1996). Cette proportion est probablement 

encore plus faible pour les patients ayant eu une exposition plus courte. 

 

4. Modèles animaux d’étude l’HTAP 

Un modèle animal a été défini par l’« American National Research Council Committee 

on Animal Models for Research and Aging » comme étant un modèle permettant l'étude de 

données de référence sur la biologie ou le comportement, ou chez lequel on peut étudier un 

processus pathologique spontané ou induit, celui-ci ayant un ou plusieurs aspects communs 

avec un phénomène équivalent chez l'humain. Leur utilisation en recherche biomédicale est 

essentielle non seulement pour l’étude et la compréhension de la physiopathologie de 

maladie, mais également pour l’évaluation de la tolérance et de l’efficacité des traitements. 

Cependant leur utilisation doit être effectuée avec prudence puisqu’il ne s’agit que de 

modèles qui ne reflètent que partiellement les lésions et anomalies humaines et car les 

différences inter-espèces limitent très souvent les données ainsi obtenues. 

Un bon modèle animal d'étude de l’HTAP devrait réunir idéalement un ensemble de 

caractéristiques comprenant entre autres : 

· une évolution progressive/chronique et sévère ; 

· des atteintes structurelles et fonctionnelles des artérioles pulmonaires résistives 

(<500 m) avec un remodelage intense associé à une hypertrophie médiale, des nécroses 

fibrinolytiques, des micro-thromboses et des lésions de type plexiforme ; 

· une inflammation chronique avec des infiltrations péri-vasculaires ; 
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· des anomalies biologiques du même ordre que chez l’Homme : diminution des voies 

de signalisation du NO, de la prostacycline, du BMPR-II, et augmentation de la production 

d'ET-1, de facteurs de croissance clés comme PDGF, FGF-2, EGF, 5-HT; 

· Une réponse similaire aux traitements. 

Plusieurs modèles animaux de la maladie ont été développés et ont permis 

d’importants progrès aussi bien dans la compréhension de la physiopathologie de l’HTAP 

que dans la maîtrise et le développement de différentes molécules (Stenmark et al. 2009). 

Cependant, ces modèles animaux restent largement imparfaits et actuellement des efforts 

importants sont entrepris pour développer de nouveaux modèles encore plus proches de la 

maladie. En attendant et pour pallier le manque de modèle animal idéal pour l’HTAP, la 

plupart des équipes de recherche associe plusieurs modèles animaux différents dans leur 

études pour valider leurs observations. 

 

4.1. Hypertension pulmonaire induite par la monocrotaline (MCT) chez le rat 

La mise en place de ce modèle consiste en l’administration unique sous-cutanée de 

monocrotaline à la dose de 60mg/kg chez le rat avec un suivi sur 3 à 4 semaines. La 

monocrotaline est un alcaloïde de la famille de la pyrolizidine qui se trouve dans les tiges, 

feuilles et graines de Crotalaria spectabilis, une plante à floraison annuelle distribuée dans 

les régions tropicales et sous-tropicales, et introduite aux Etats-Unis en 1924 (Kay et al. 

1969). 

Le modèle d’HTP induite par la monocrotaline est un des modèles classiques d’étude 

de la maladie car l’HTP expérimentale induite ressemble à la forme humaine de par sa 

gravité hémodynamique et histopathologie, et de par sa mortalité naturelle particulièrement 

élevée. Cependant, cette HTP expérimentale diffère de l'HTAP par sa forte composante 

inflammatoire, la présence d’anomalies multi-organes avec une toxicité hépatique majeure, 

une perte précoce de la barrière endothéliale, une évolution très rapide sur quelques 

semaines et l’absence de lésions plexiformes. Une augmentation significative des PAPm est 

constatée dès la deuxième semaine suivant l’administration de cette drogue qui s’aggrave 

très rapidement (chez des rats de 100-150g : 30 à 50mmHg à la 3ème/4ème semaine contre 
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16-18mmHg chez des rats contrôle). Une importante hypertrophie ventriculaire droite, avec 

doublement de l'indice de Fulton, est constatée. Dès la fin de la 3ème/4ème semaine suivant 

l’injection de monocrotaline, une importante mortalité est souvent notée. D’importantes 

variations existent en fonction du lot et de l’âge des animaux utilisés, sachant que des 

animaux jeunes développent des HTP plus sévères que des animaux plus âgés. Le(s) 

mécanisme(s) précis de la mise en place de cette HTP expérimentale reste encore très 

obscur(s) (Gomez-Arroyo et al. 2012). Il serait admis que la monocrotaline est tout d’abord 

métabolisée dans le foie par les cytochromes P450 en monocrotaline pyrrole (MCTP), qui 

serait le métabolite actif responsable des lésions vasculaires pulmonaires et du 

développement de l’HTP expérimentale. Le fait que les souris ne peuvent convertir la 

monocrotaline en MCTP expliquerait pourquoi l’administration de monocrotaline chez la 

souris ne conduit pas au développement de la maladie comme chez le rat. Les métabolites 

actifs de la monocrotaline seraient donc ensuite à l’origine d’atteintes et/ou nécroses 

endothéliales accompagnées d’un œdème pulmonaire visible les deux premières semaines 

après l’injection. La résolution de cet œdème en présence d’une forte inflammation péri-

vasculaire participerait au remodelage progressif des artérioles pulmonaires et à 

l’installation d’une défaillance cardiaque droite. Cependant, de grandes pièces de ce puzzle 

restent encore mystérieuses. Plusieurs anomalies biologiques similaires à l’HTAP humaine 

ont été décrites et comprennent entre autres des altérations de la voie du NO, de l’ET-1, de 

la 5-HT, du PDGF, du FGF-2. De plus, une diminution de l’activité de la voie du BMPR-II a été 

décrite. Au niveau des média des artérioles pulmonaires, des diminutions d’expression des 

canaux potassiques Kv1.5 et une surexpression du 5-HTT sont constatées. Une forte 

surexpression de plusieurs cytokines inflammatoires clefs ont été aussi notées : IL-1β, IL-6, 

MCP-1. Cependant, plusieurs différences avec la physiopathologie de l’HTAP humaine sont 

également constatées. L’HTP induite à la monocrotaline peut être prévenue et/ou améliorée 

par une large gamme de traitements, incluant les corticoïdes (Langleben and Reid 1985), les 

analogues de la prostacycline (Schermuly et al. 2005), l'inhalation continue de NO (Roberts 

et al. 2000), les inhibiteurs de la PDE-5 (Ghofrani et al. 2004), les antagonistes non sélectifs 

ou sélectifs pour le récepteur ET-A à l'ET-1 (Jasmin et al. 2001), les inhibiteurs du 5-HTT 

(Guignabert et al. 2005), les antagonistes du PDGF (Schermuly et al. 2005) de l’EGF (Dahal et 

al. 2010) et les cellules souches, plus particulièrement celles qui sur-expriment la NOS (Zhao 

et al. 2005). Cependant, les agonistes du récepteur ET-B aggravent l’HTP due à la 
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monocrotaline (Nishida et al. 2004). Enfin, la sur-expression d'Ang-I protège de l'HTP due à la 

monocrotaline, alors qu'elle participe à l'HTAP (Sullivan et al. 2003; Dewachter et al. 2006). 

Cet effet protecteur de l'angiopoiétine-1 serait attribuable à ses propriétés anti-

apoptotiques (Rudge et al. 2003). 

Ce modèle animal d’HTP reste un modèle très utilisé bien que très imparfait de par ses 

différences avec l’HTAP humaine et de par sa grande variabilité. Les lots de monocrotaline, 

l’âge/poids des animaux/conditions d’élevage sont d’importants facteurs perturbant 

fortement la sévérité du modèle. De nombreux autres modèles ont été développé sur la 

base de ce modèle et inclus : 

• monocrotaline + pneumonectomie : modèle plus sévère avec une forte inflammation. 

Des lésions plexiformes ont été décrites dans ce modèle 

• monocrotaline + pneumonectomie chez le jeune rat : modèle encore plus sévère 

 

4.2. Hypertension pulmonaire hypoxique chez les rongeurs (rats/souris) 

Ce modèle consiste en l’exposition à l’hypoxie (10% FiO2) normobare ou hypobare de 

manière chronique (3 semaines au minimum). Il s’agit d’un modèle particulier d’HTP 

expérimentale puisqu’il est réversible en quelques semaines (3 à 4 semaines) lors de la 

remise des animaux dans un environnement normoxique. Ce modèle est plus ou moins 

sévère en fonction des espèces animales utilisées et nécessite un équipement particulier. 

L’exposition à l’hypoxie induit une vasoconstriction pulmonaire initiale qui serait sur 

le long terme responsable de l’hyperplasie du muscle lisse et du remodelage vasculaire 

pulmonaire. De fortes différences inter-espèces sont constatées : on retrouve parmi les 

hypo-répondeurs la chèvre, le lapin, le chien et le cobaye, parmi les répondeurs modérés le 

rat et parmi les hyper-répondeur le veau et le cochon (Naeije and Dewachter 2007). 

Une augmentation significative de la PAPm est constatée dès la 2ème semaine suite à 

l’exposition à cette hypoxie et qui évolue de manière modérée au fil du temps (30mmHg à la 

3ème/4ème semaine chez la souris; contre 18-21mmHg chez des souris contrôles). Une 

hypertrophie ventriculaire droite est retrouvée lors des mesures de l'indice de Fulton. 
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Aucune mortalité n’est constatée et la reproductibilité de ce modèle est très satisfaisante. 

Cependant, les animaux en croissance sont plus sensibles que les animaux adultes. 

Le remodelage artériel pulmonaire fait rapidement suite à la constriction hypoxique 

initiale avec très certainement un rôle important joué par l’inflammation. Cependant, ce 

remodelage constaté est souvent très limité à une hypertrophie médiale et adventitielle. 

Contrairement au modèle induit à la monocrotaline, l’inflammation est très légère et aucune 

micro-thrombose ou lésion plexiforme n’a été reportée. Plusieurs anomalies biologiques 

similaires à l’HTAP humaine ont été notées dans ce modèle. Des altérations de la voie du NO, 

de la prostacycline, de l’ET-1 et du PDGF ont été décrites. On retrouve également des 

atteintes de la voie de signalisation du BMPR-II. L’HTP hypoxique peut être prévenue et 

partiellement reversée par l'administration de NO (Kouyoumdjian et al. 1994), d'activateurs 

du GMP cyclique (Dumitrascu et al. 2006) ou d'inhibiteurs de PDE-5 (Zhao et al. 2003), 

d'analogues de la prostacycline (Geraci et al. 1999) d'inhibiteurs du 5-HTT (Marcos et al. 

2003) d'antagonistes sélectifs ou non sélectifs de l'ET-1 et d'imatinib, (Schermuly et al. 

2005). L'inhibition des MMP aggrave l'HTP hypoxique (Vieillard-Baron et al. 2000). Ce 

modèle animal d’HTP reste un modèle également très utilisé (essentiellement pour 

l’utilisation de souris transgéniques) bien que très imparfait de par ses différences avec 

l’HTAP humaine et de par sa réversibilité. Tout comme pour le modèle monocrotaline, ce 

modèle comporte des atteintes multi-organes aux rôles méconnus. D’autres modèles ont été 

développés sur la base de ce modèle et inclus le modèle Sugen (inhibiteur du VEGF 

récepteur) + Hypoxie (SuHx): modèle très sévère avec une forte inflammation qui ne réverse 

pas et qui présente des lésions plus sévères et proches de celles observées chez l’homme 

(Taraseviciene-Stewart et al. 2001). 

 

4.3. Modèle d’HTP induite par le SUGEN 5416 + Hypoxie (SuHx) 

Ce modèle consiste en l’administration unique de 20 mg/kg de SU 5416 (un 

antagoniste du VEGF récepteur) avant une exposition à l’hypoxie (10% FiO2) de manière 

chronique (2 à 3 semaines), suivi d’un retour en normoxie (3 à 4 semaines au minimum) 

(Taraseviciene-Stewart et al. 2001). Il s’agit d’un modèle sévère d’HTP expérimentale qui 

démontre un remodelage intense des artères pulmonaires. Encore très peu de données sont 
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disponibles concernant ce modèle et sa physiopathologie reste très obscure. Des lésions très 

sévères avec un remodelage intense touchant aussi bien la media que l’adventice et l’intima 

sont clairement visibles. Une forte hypertrophie cardiaque est aussi constatée. Cependant, 

le manque de reproductibilité, l’atteinte de plusieurs organes et une mortalité quasi absente 

sont parmi les principaux points faibles de ce modèle expérimental. 

 

4.4. Modèles animaux d’hypertension pulmonaire sur shunt 

L’HTP sur cardiopathie à shunt est le plus souvent réalisée chez le gros animal : porc, 

agneau et veau, bien que quelques travaux ont été reportés chez le rat (Stenmark et al. 

2009). Les HTP expérimentales sur shunt se limitent à une hypertrophie médiale, avec peu 

ou pas de modifications intimales ou adventitielles. Ceci serait lié à des durées d'observation 

limitées à 2 à 4 mois, imposées par la croissance rapide d'animaux de grande taille, tels que 

le porcelet ou l'agneau, difficile à gérer dans la plupart des animaleries. 

Une anastomose aorto-pulmonaire synthétique chez le porcelet reproduit en 3 mois 

d'évolution une HTP sévère, avec hypertrophie médiale. Cette HTP expérimentale est 

clairement liée à l’hyper débit. Comme le diamètre du shunt possiblement réalisable est 

limité, une anastomose entre l'artère innominée sur le tronc commun des artères 

pulmonaires ou une ligature d’une des artères pulmonaires peut être également effectuée 

(modification du shunt de Blalock et Taussig). L’ajout du shunt qui va grandir avec l’animal, 

expose la circulation pulmonaire à des agressions mécaniques croissantes qui permettent 

d’obtenir des HTP modérées à grave en 3 à 4 mois (30 à 40 mmHg). Quelques travaux ont 

reporté la présence de lésions complexes proches de lésions plexiformes dans ces modèles. 

Cependant ces modèles dits d’hyper-débit ne sont généralement pas très inflammatoires et 

sont des hypertensions pulmonaires réversibles. 

 

4.5 Animaux transgéniques et hypertension pulmonaire 

Plusieurs travaux ont reporté des HTP spontanées chez des animaux génétiquement 

modifiés. Les rats «fawn-hooded» qui présentent un désordre hérité dans le stockage de la 

5-HT dans les plaquettes développent lentement une HTP. Le développement de l’HTP peut 
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être accéléré par une exposition à l’hypoxie/altitude. De même, les rats transgéniques sur-

exprimant l’angiopoiétine-1 développent une hypertrophie intimale et une HTP (Chu et al. 

2004). A l’inverse, le transfert génique d'un antagoniste du récepteur Tie-2 chez le rat 

prévient l’HTP induite par monocrotaline ou par sur-expression de l'angiopoiétine-1, mais ne 

prévient pas l’HTP hypoxique (Kido et al. 2005). Des souris sur-exprimant le 5-HTT, le facteur 

S100A4/mts1, l’IL-6 ou des souris déficientes en PPARγ, le facteur vasoactif intestinal (VIP), 

endogline, et ALK1 développent spontanément une HTP en conditions normoxiques 

(MacLean et al. 2004; Said et al. 2007; Jerkic et al. 2011). Plusieurs autres types de souris 

transgéniques ont été reportés comme soit plus sensibles soit plus résistantes au 

développement de l’HTP expérimentale induite par exemple à l’hypoxie chronique : souris 

déficientes en Bmpr2, en TPH1, en PKC-epsilon, prostacycline, eNOS, smad8, uPA, MCP1 

(Stenmark et al. 2009). De manière surprenante, les souris transgéniques pour le Bmpr2 ne 

développent pas d’HTP de manière spontanée. Cependant, ces souris déficientes en Bmpr2 

sont plus susceptibles à développer une HTP lorsqu’elles sont soumises à une deuxième « 

challenge/hit », comme une administration de 5-HT ou de l’hypoxie chronique (Long et al. 

2006). 

Les observations effectuées au travers de ces animaux transgéniques sont 

informatives puisqu’elles permettent de valider l’importance fonctionnelle d’un facteur ou 

d’une voie de signalisation dans la physiopathologie de l’HTAP. A quelques exceptions près 

(souris S100A4/mts1), aucune de ces souches de souris ne peut être considérée comme un 

modèle d’étude de l’HTP mais plutôt comme des outils d’étude de l’implication de certaines 

voies liées à la maladie, car tous les aspects de la maladie ne sont clairement pas présents 

dans la même souris.  
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C. SYSTEME IMMUNITAIRE ET AUTOIMMUNITE DANS L’HTAP 

 

1. Système immunitaire 

L'immunité peut être définie comme l'ensemble des mécanismes biologiques 

permettant à un organisme de reconnaître et de tolérer ce qui lui appartient en propre (le 

soi) et de reconnaître et de rejeter ce qui lui est étranger (le non soi) : les substances 

étrangères ou les agents infectieux auxquels il est exposé, mais aussi ses propres 

constituants altérés (comme des cellules tumorales). Le soi est défini par les protéines 

membranaires du complexe majeur d'histocompatibilité ou human leucocytes antigens 

(HLA). Le système immunitaire est un ensemble complexe de cellules, d'organes et de 

molécules. 

L'organisme dispose de deux systèmes de défense : l'immunité innée et l’immunité 

adaptative. L'immunité innée, encore appelée naturelle ou naïve, correspond à une réponse 

constitutive d'action immédiate, non spécifique de l’agent pathogène, non adaptative. Elle 

repose sur une distinction globale du soi et du non-soi. Elle repose sur des mécanismes 

humoraux (complément, cytokines, protéines de la phase aiguë de l'inflammation, etc) et 

cellulaires (cellules à fonction phagocytaire ou lytique, telles que les polynucléaires, les 

cellules tueuses naturelles, ou NK pour "Natural Killer », macrophages, etc). Son activation 

constitue la réponse inflammatoire. 

L'immunité adaptative ou acquise est spécifique de l'antigène du fait que les cellules 

de l'immunité adaptative, les lymphocytes, portent un seul type de récepteur capable de 

reconnaitre un déterminant antigénique (encore appelé épitope). Les lymphocytes B et T 

sont respectivement responsables de l’immunité humorale et cellulaire. Les lymphocytes B 

peuvent reconnaitre les épitopes dans leur forme native alors que les lymphocytes T 

reconnaissent les épitopes sous forme de peptides et à condition qu'ils soient présentés par 

des molécules du complexe HLA. La réponse adaptative est limitée dans le temps à 

l'éradication de l'agresseur dont elle garde la mémoire. Elle repose sur une distinction très 

fine du non soi parce qu’au cours de leur fabrication dans les organes lymphoïdes primaires, 
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la majeure partie des cellules de l'immunité adaptative reconnaissant des antigènes du soi 

est éliminée. 

Le système lymphoïde est composé d'organes lymphoïdes centraux ou primaires, lieu 

de maturation des lymphocytes où ils acquièrent un récepteur propre à chaque cellule 

(constitution du répertoire), et d'organes lymphoïdes secondaires ou périphériques, où ont 

lieu les coopérations cellulaires aboutissant à une réponse immunitaire spécifique. Les 

lymphocytes T sont produits par le thymus alors que les lymphocytes B sont produits dans la 

moelle osseuse. Les organes lymphoïdes secondaires assurent aussi une partie du 

renouvellement des lymphocytes au cours des divisions cellulaires qui sont déclenchées par 

la reconnaissance de l'antigène et ont pour but d'amplifier la réponse immunitaire une fois 

qu'elle a été initiée. 

 

2. Les cellules de l’immunité 

Les cellules de l’immunité proviennent toutes d’un précurseur commun, la cellule 

souche hématopoïétique pluripotente de la moelle osseuse capable d’auto-renouvellement 

et de différenciation en progéniteurs. Classiquement, les progéniteurs peuvent être classés 

en deux familles : (1) ceux qui proviennent d’une cellule souche myéloïde et donnent 

naissance aux polynucléaires, aux monocytes/macrophages et aux cellules dendritiques ; (2) 

ceux qui proviennent d’une cellule souche lymphoïdes donnant naissance aux lymphocytes 

T, B et NK. 

 

2.1. Cellules de l’immunité innée 

On distingue des cellules capables de capter et de détruire les éléments étrangers 

(implication surtout des phagocytes polynucléés comme les polynucléaires neutrophiles ou 

granulocytes et des phagocytes mononucléés comme les monocytes/macrophages) et des 

cellules capables de capter d’apprêter et de présenter l’antigène (implications surtout des 

cellules dendritiques mais aussi des monocytes/macrophages). Les lymphocytes NK font 

aussi partie de l’immunité non spécifique et tuent par lyse les cellules infectées par certains 

virus ou les cellules tumorales grâce à un récepteur membranaire qui détecte l'absence de 
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molécules HLA de classe I à la surface des cellules cibles : c’est l’effet cytotoxique direct sur 

les cellules anormales.  

Le système du complément est un des mécanismes de défense contre les infections 

des plus anciens dans l’évolution. Il intervient non seulement dans la destruction des agents 

infectieux et dans l’élimination des complexes immuns, mais aussi dans le contrôle des 

réponses inflammatoires et la modulation des réponses immunes spécifiques. C’est un 

ensemble de protéines à synthèse hépatique sous forme circulante dans le plasma et sous 

forme de récepteurs membranaires présents à la surface de nombreux types cellulaires. Ce 

système fait partie de l’immunité innée impliquant une activation, sans reconnaissance 

spécifique d’une cible, qui repose sur des liaisons physico-chimiques. 

 

2.2. Cellules de l’immunité adaptative 

Il s’agit des lymphocytes T et B : les lymphocytes B sont responsables de la réponse 

humorale (production d’anticorps), les lymphocytes T sont responsables des réponses 

cellulaires (régulation ou cytotoxicité). Les lymphocytes T et les lymphocytes B ont une 

morphologie similaire avec un rapport nucléocytoplasmique élevé. Ils sont capables de 

reconnaître spécifiquement des antigènes par leurs immunorécepteurs BCR des lymphocytes 

B et TCR des lymphocytes T. Les lymphocytes B le font sans intermédiaire (reconnaissance de 

l’antigène natif). Les lymphocytes T ont besoin que les antigènes leur soient présentés par 

une cellule présentatrice d'antigène (reconnaissance d’un antigène apprêté). Il existe des 

souspopulations fonctionnelles de lymphocytes T et B définies par leur immunophénotype 

(ensemble de caractéristiques moléculaires membranaires) et par leur capacité à produire 

différentes cytokines.  

2.2.1. Les lymphocytes B 

Les lymphocytes B représentent environ 5 à 15% des lymphocytes circulants et sont 

définis par la présence d’immunoglobulines (Ig) de surface. Ces immunoglobulines, produites 

par la cellule elle-même, jouent le rôle de récepteur spécifique pour l’antigène (B cell 

receptor ou BCR). Le BCR est une immunoglobuline membranaire (IgM). A la surface de 

chaque lymphocyte B, on trouve environ 105 molécules de BCR. Toutes ces molécules sont 
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identiques : chaque lymphocyte B ne synthétise qu'une seule variété d'IgM. Par leur BCR, les 

lymphocytes B reconnaissent directement les antigènes, qu'ils soient solubles et circulants 

dans le milieu intérieur ou qu'ils soient particulaires (parasite, bactérie, virus ou cellule). Les 

lymphocytes B expriment les molécules HLA de classe I (ce sont des cellules nucléées) et les 

molécules HLA de classe II, ce qui en fait des cellules présentatrices d'antigènes. Après avoir 

rencontré l’antigène, les lymphocytes B activés forment des centres germinatifs dans 

lesquels ils prolifèrent et se différencient en plasmocytes à longue durée de vie, sécréteurs 

d’immunoglobulines de classe IgG, IgA et IgE, ou en cellules B mémoire. 

2.2.2. Les lymphocytes T 

Tous les lymphocytes T expriment à leur surface la molécule CD3, étroitement 

associée au récepteur spécifique pour l'antigène (T cell receptor ou TCR).  

2.2.2.1. Les lymphocytes CD4
+
 et CD8

+
 

On distingue deux populations principales de lymphocytes T d'après la présence de 

protéines membranaires spécifiques :  

- les lymphocytes T CD4
+ qui représentent les lymphocytes helpers ou Th : ils reconnaissent 

l'antigène si celui-ci leur est présenté par une molécule HLA de classe II. Les antigènes 

présentés sont des antigènes exogènes qui ont été endocytés par certaines cellules : les 

cellules présentatrices d'antigènes. Ils ont pour rôle d'activer des cellules de la réaction 

immunitaire : les macrophages, les lymphocytes B mais aussi les lymphocytes T CD8+. 

Selon l'environnement dans lequel ils se trouvent, les lymphocytes Th se différencient soit 

en lymphocytes Th1 soit en lymphocytes Th2 : 

• les lymphocytes Th1 orientent la réponse immunitaire vers l'immunité à médiation 

cellulaire (lymphocytes T CD8+) 

• les lymphocytes Th2 orientent la réponse immunitaire vers l'immunité à médiation 

humorale (production d'anticorps) 

- les lymphocytes T CD8
+ qui sont des lymphocytes cytotoxiques : ils reconnaissent 

l'antigène présenté par une molécule HLA de classe I. Les antigènes présentés sont des 

antigènes endogènes, produits par la cellule. La reconnaissance est le premier signal 
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d'activation. Un second signal permet l'expression du pouvoir cytotoxique du lymphocyte 

CD8+. 

2.2.2.2. Les lymphocytes T NK (NKT) 

Les lymphocytes NKT représentent un groupe hétérogène de lymphocytes T. Comme 

leur nom l’indique, ils possèdent des caractéristiques phénotypiques propres aux 

lymphocytes T (notamment un TCR et la présence de CD3) mais également aux lymphocytes 

NK (expression des molécules CD56 et CD16). La fréquence dans le sang des lymphocytes 

NKT est assez variable (0,001 à 3% des lymphocytes circulants). Ces cellules jouent un rôle 

important dans la régulation des réponses immunitaires et leur absence, ou dysfonction, est 

à l’origine de pathologies autoimmunes, inflammatoires ou tumorales. 

2.2.2.3. Importance des lymphocytes T régulateurs dans l’immunité  

2.2.2.3.1. Tolérance du soi et autoimmunité 

La tolérance immunitaire se définit par la capacité du système immunitaire à ne pas 

manifester de réaction agressive vis-à-vis de certains antigènes avec lesquels il a été au 

préalable en contact. Une tolérance immunitaire spécifique s’exerce vis-à-vis de constituants 

du soi. Les mécanismes de tolérance immunitaire sont multiples et ont pour objectif de 

prévenir les réactions d’autoimmunité. La tolérance centrale aboutit à la délétion clonale de 

lymphocytes réactifs vis-à-vis d’antigènes du soi, au niveau du thymus pour les lymphocytes 

T, ou au niveau de la moelle osseuse pour les lymphocytes B. La tolérance périphérique 

repose sur plusieurs mécanismes dont, notamment, la suppression de la réponse immune 

par les lymphocytes T régulateurs (Wing and Sakaguchi 2010). 

La rupture de cette tolérance dérègle ce système et provoque l'apparition 

d'autoanticorps ou de cellules (lymphocytes cytotoxiques) dirigés contre l'organisme qui les 

produit, favorisant ainsi le développement d'une maladie autoimmune. Il existe des facteurs 

génétiques prédisposant à l'autoimmunité mais cette prédisposition ne suffit pas : des 

facteurs extérieurs (substances médicamenteuses, micro-organismes infectieux, rayons 

ultraviolets ou hormones) doivent aussi intervenir dans le développement de 

l'autoimmunité (Chervonsky 2010). 
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2.2.2.3.2. Les lymphocytes T régulateurs (Treg) 

Les T régulateurs naturels ont été identifiés en 1995 chez la souris (Sakaguchi et al. 

1995) puis en 2001 chez l’homme comme une sous-population lymphocytaire T CD4+ 

exprimant constitutivement et fortement la chaîne alpha du récepteur à l’interleukine 2, 

CD25 (Wildin RS et al. 2001 ; Bennett et al. 2001). Les T régulateurs naturels expriment le 

facteur de transcription Forkhead box3 (FoxP3) dont le niveau et la stabilité d’expression 

corrèlent avec leur fonction suppressive (Chatila et al. 2000). Ils n'expriment pas ou peu le 

récepteur à l'interleukine-7, CD127 (Liu et al. 2006).  

Les lymphocytes T régulateurs sont une sous-population de lymphocytes T (ils 

représentent 4 à 10% des lymphocytes T CD4+) ayant la capacité d’inhiber la prolifération 

d’autres lymphocytes T effecteurs. Les Treg sont donc nécessaires au maintien de la 

tolérance immunitaire et aident à prévenir l’activité des cellules de l’immunité, soit 

autoimmune, soit en fin de réaction immunitaire, et à réprimer l’induction et la progression 

de maladies autoimmunes (Sakaguchi et al. 2006): une diminution en nombre et/ou un 

dysfonctionnement des Treg ont été observés chez des patients atteints de lupus 

érythémateux disséminé, d’arthrite juvénile idiopathique, de néoplasie endocrinienne 

multiple de type II et de sclérose en plaques (Crispin et al. 2003; de Kleer et al. 2004; Kriegel 

et al. 2004; Viglietta et al. 2004 ; Matarese et al. 2005). 

 

La fonction principale des Treg est de supprimer les cellules T effectrices ou d’inhiber 

leur prolifération à travers quatre mécanismes principaux : par production de cytokines 

immunosuppressives, par cytolyse, par induction de troubles métaboliques ou encore par 

contact cellulaire direct (Figure 4) (Sakaguchi et al. 2008 ; Vignali et al. 2008). 

 

 Il a récemment été montré qu’il existe deux différentes sous-types de Treg : les Treg 

naturels (natural Treg ou nTreg) et les Treg induits (inducible Treg ou iTreg) (Figure 5). Même 

si le rôle joué par les Treg reste le contrôle de l’autoimmunité, les sous-types nTreg et iTreg 

diffèrent par leur origine, leurs marqueurs de surface et leur mode d’action (Curotto de 

Lafaille and Lafaille 2009). 
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• nTreg 

Chez l’homme, les T régulateurs naturels se développent dans le thymus, mais les étapes 

précises de leur développement sont peu connues. Les nTreg sont présents dès la naissance 

dans le sang veineux du cordon ombilical, ce qui montre que ces cellules se développent 

pendant la vie fœtale (Ng et al. 2001). Les nTreg jouent en effet un rôle important dans le 

contrôle de l’autoimmunité ainsi qu'un rôle précoce dans le maintien de la tolérance foetale 

et l’établissement de la tolérance foeto-maternelle. 

Les nTreg expriment CD4, CD25 et FoxP3, même si l’expression de FoxP3 chez l'homme 

n’est pas limitée aux nTreg. En effet, les lymphocytes T activés peuvent exprimer faiblement 

et transitoirement FoxP3 sans avoir pour autant de fonction suppressive. Le facteur FoxP3 

est important pour la fonction suppressive des nTreg : des mutations du gène de FoxP3 

aboutissant à sa perte de fonction entraînent chez la souris des manifestations auto-

immunes sévères (souris Scurfy), et chez l'homme le syndrome IPEX (Immune dysregulation, 

Polyendocrinopathy, autoimmune Enteropathy, X-linked) caractérisé par des atteintes 

Figure 4 : Mécanismes d’action des lymphocytes T régulateurs (Vignali DA, et al. Nat Rev 

Immunol. 2008) 
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polyendocriniennes et des entéropathies sévères ainsi que des allergies alimentaires 

multiples, ce qui souligne le rôle prépondérant des cellules nTreg dans la régulation de 

l’autoimmunité (Sakaguchi et al. 1982; Wildin et al. 2002). 

Les nTreg sont donc définis par le phénotype suivant : CD4+CD25+CD127lowFoxP3+ (Liu et al. 

2006).   

Leur fonction suppressive implique un contact cellulaire direct, par cytolyse directe.  

Il est important de souligner que l'activation des T régulateurs naturels dépend de 

l’environnement cytokinique et de la force du signal TCR qu’ils reçoivent. Leurs fonctions 

suppressives dépendent également de la force des signaux reçus par les cellules effectrices. 

Si le signal des molécules co-stimulatrices est fort, les cellules deviennent réfractaires à 

l’effet suppresseur des nTreg. Ceci suggère que les nTreg ne peuvent pas supprimer la 

prolifération de lymphocytes T effecteurs fortement activés ni la production de cytokines 

pro-inflammatoires (Sakaguchi et al. 2008). 

 

• iTreg 

Contrairement aux nTreg, les iTreg, définis plus récemment (Curotto de Lafaille and 

Lafaille 2009), se développent dans la périphérie à partir notamment de lymphocytes T CD4+ 

naïfs. Ils ont pour rôle de contrôler les lymphocytes T naïfs autoréactifs ayant échappé à la 

sélection thymique. Ils sont également caractérisé par le phénotype CD4+CD25+ mais 

n’expriment pas forcément FoxP3 et leur modalité d’action ne passe pas par le contact 

cellulaire mais par la sécrétion de cytokines suppressives : l’IL-10 (Vieira et al. 2004), l’IL-35 

et le TGF-β. Le TGF-β serait surtout produit et sécrété par des iTreg spécifiques du système 

immunitaire muqueux, appelés aussi les Th3, qui sont capables de supprimer ou de contrôler 

les réponses immunitaires qui pourraient se déclencher au niveau de la barrière muqueuse 

au contact de la flore microbienne. La perte de ces cellules est associée à des maladies auto-

immunes et inflammatoires chroniques du tube digestif. Un autre mécanisme d’inhibition 

serait la consommation d’IL-2, ce qui limiterait la prolifération des lymphocytes effecteurs 

par un effet de compétition (Sagakuchi et al. 2009).     
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3. Les molécules de l’immunité 

3.1. Les molécules d’adhésion 

Les cellules de l'immunité expriment en surface diverses molécules d'adhésion. 

Certaines sont exprimées en permanence, d'autres sont induites par l'activation de la cellule 

ou par l'action de cytokines. Les molécules d'adhésion cellulaire interviennent dans la 

migration, l'activation et les fonctions effectrices des lymphocytes. Elles appartiennent à 

diverses classes moléculaires : aux sélectines, aux intégrines ou à la superfamille des 

immunoglobulines (Ig). 

Les sélectines engagent l'interaction entre le leucocyte et l'endothélium vasculaire : 

la fixation est le prélude à la traversée de l'endothélium pour la localisation du leucocyte 

dans un tissu spécifique. Elles peuvent être exprimées soit sur les leucocytes, soit sur 

l'endothélium vasculaire. 

Les intégrines et les membres de la superfamille des Ig vont faire passer la cellule vers 

le tissu lymphoïde. Ces deux familles vont également jouer un rôle important dans les 

interactions des lymphocytes avec les cellules présentatrices d'antigènes et, plus tard, avec 

les cellules cibles. 

Figure 5 : Origine et différenciation 

des lymphocytes T régulateurs 

naturels, ou nTreg, et induits, ou 

iTreg (Curotto de Lafaille MA & 

Lafaille JJ. Immunity 2009) 
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3.2. Les cytokines 

Les cytokines peuvent être décrites comme les hormones du système immunitaire 

puisqu’elles interviennent dans le dialogue entre lymphocytes, macrophages et autres 

cellules intervenant au cours de la réaction inflammatoire et des réponses immunitaires. 

Elles exercent leurs effets sur les cellules qui les ont produites (effet autocrine), sur d'autres 

cellules (effet paracrine) ou encore agissent à distance sur des organes ou tissus (effet 

endocrine). Ce sont des petites glycoprotéines, d’un poids moléculaire situé entre 10 et 50 

kDalton (kDa). Il n'y a pas d'homologie dans leur structure. Elles sont toutes synthétisées de 

novo. On ne les trouve généralement pas dans les cellules au repos et elles ne sont produites 

qu'à la suite d'une activation. Les lymphocytes Th sont les principales cellules productrices, 

mais d'autres cellules en produisent également : les macrophages, les cellules présentatrices 

d’antigène, les fibroblastes, les cellules de l'endothélium vasculaire et les cellules 

épithéliales. 

Impliquées dans la régulation des fonctions immunitaires, elles interviennent aussi 

dans l'hématopoïèse, l'hémostase, le métabolisme. 

La simplification est d'autant plus difficile que les cytokines agissent " en cascade ", 

qu’elles sont pléiotropes et redondantes. Qui plus est, une même cytokine peut être 

produite par différents types cellulaires et une cellule donnée produit le plus souvent 

plusieurs cytokines distinctes. 

Elles se fixent à des récepteurs membranaires spécifiques, plus ou moins abondants. 

L'expression de ces récepteurs est souvent soumise à l'action des cytokines elles-mêmes. 

Les principales cytokines aujourd'hui connues sont les interleukines (IL), les 

interférons (IFN α, β et γ), les facteurs de croissance hématopoïétiques (les "CSF"), les 

facteurs de nécrose des tumeurs, TNF-α et TNF-β), le facteur de croissance des tumeurs, 

TGF-β, ainsi que les chimiokines.  

L'IL-1, le TNF-α et IL-6 (principalement sécrétés par les macrophages) jouent un rôle 

majeur dans l'inflammation. L’IL-1 est aussi un cosignal d'activation des lymphocytes Th : elle 

stimule leur prolifération, favorise l'expression du récepteur d'IL2 (CD25) et augmente leur 

production de cytokines. L'IL-2 est avant tout un puissant stimulant des lymphocytes T, qui 
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en expriment le récepteur spécifique lorsqu'ils sont activés (CD25). Les IL-4, 5 et 6 sont 

principalement des activateurs des cellules B, et sont produites notamment par les cellules 

Th : elles favorisent la différenciation des lymphocytes B et, en contribuant au "switch" (ou 

"commutation isotypique"), à la synthèse d’anticorps de différentes classes. 

 

3.3. Les chimiokines 

Les chimiokines doivent leur nom à leur capacité à induire le chimiotactisme, qui se 

définit comme une migration cellulaire dirigée et dépendante d’un gradient de chimiokines. 

On en compte actuellement une cinquantaine chez l’homme (Zlotnik and Yoshie 2000). Ces 

molécules sont divisées en quatre sous-familles sur la base du nombre et de l’espacement de 

cystéines conservées au niveau de leur région N-terminale : les CXC (ou α-chimiokines), les 

CC (ou β-chimiokines), les C (ou γ-chimiokines) et les CX3C (ou δ-chimiokines) représentées 

uniquement par la fractalkine. Ces molécules agissent sur des cellules cibles par fixation à 

des récepteurs, les CXCR, les CCR, les XCR et le CX3CR, respectivement.  

 

4. Dysfonction immunitaire et HTAP 

Il est actuellement clairement établi que les réponses immunes jouent un rôle central 

dans la genèse et la progression de la maladie, en recrutant activement des cellules 

immunitaires au niveau vasculaire, en relargant différentes cytokines cruciales, en 

participant au remodelage vasculaire et en induisant des réponses autoimmunes. De plus, de 

nombreuses évidences indiquent aussi qu’il existe une réelle dysfonction immunitaire dans 

l’HTAP. 

 

4.1. Dysfonction de l’immunité innée 

Il est clairement établi qu’une forte augmentation de facteurs de l’inflammation, au 

niveau circulant et au niveau pulmonaire est présente chez les patients atteints d’HTAP. En 

effet, on retrouve des niveaux anormalement élevés de plusieurs cytokines et chimiokines 

clefs comme par exemple, l’IL-1β, l’IL-6, le MCP-1 (CCL2), RANTES, la fractalkine, l’IL-13 et le 
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facteur MIF (facteur inhibiteur de la migration des macrophages) (Humbert et al. 1995 ; 

Dorfmüller et al. 2003 ; Price et al. 2012). MIF est constitutivement exprimé par plusieurs 

types cellulaires et de forts taux sériques et urinaires peuvent être retrouvés. Les monocytes 

et macrophages expriment fortement MIF qu’ils libèrent en grande quantité lors de leur 

exposition à différentes toxines bactériennes et cytokines. MIF agit en se liant à son 

récepteur protéique membranaire, le CD74, qui joue rôle clef dans plusieurs voies de 

signalisation cruciales pour la prolifération et la survie cellulaire. De plus, il a été récemment 

démontré que le CD74 modulait la synthèse endothéliale de l’IL-6, du VEGF et de MCP-1 

(Veillat et al. 2010). Des travaux ont également montré que le blocage de MIF durant les 

étapes précoces de la cancérisation inhibait la prolifération des CE et réduisait la taille de la 

tumeur (Chesney et al. 1999), ce qui suggère que MIF agit comme un facteur de croissance 

et peut promouvoir la cancérisation et servir de cible anticancéreuse. 

L’ensemble de ces observations soutient fortement l’idée d’un rôle clef de MIF dans 

la dysfonction endothéliale. Nous avons donc émis l’hypothèse que MIF pouvait être à 

l’origine ou participer à la dysfonction endothéliale dans l’HTAP, et représenter ainsi une 

nouvelle cible thérapeutique. Les résultats de cette étude font l’objet du 3ème travail de cette 

thèse. 

Certaines de ces anomalies sembleraient aussi corréler avec la sévérité de quelques 

formes d’HTP (Soon et al. 2010; Montani et al. 2011). Il a été également démontré que ces 

facteurs participent directement à la pathogénèse de l’HTAP : en effet, la surexpression d’IL-

6 chez des souris transgéniques est à l’origine d’un remodelage artériel pulmonaire et cause 

une HTP spontanée (Steiner et al. 2009). D’autre part, la déficience en IL-6 protège contre le 

développement de la maladie (Savale et al. 2009). Ces molécules de l’inflammation jouent 

un rôle prédominant dans le recrutement des cellules immunes et sont principalement 

sécrétées par les cellules inflammatoires mais aussi par les composants de la paroi vasculaire 

pulmonaire. Par exemple, l'IL-6 a de nombreux effets sur les cellules inflammatoires et 

vasculaires qui peuvent favoriser le remodelage vasculaire : ceux-ci comprennent 

l'accumulation de lymphocytes T péri-vasculaires, la stimulation de la CE pour produire des 

chemokines, la prolifération des CML et des CE (Imaizumi et al. 2004). De plus, il est 

probable que l'augmentation de l’expression de CX3CR1 au niveau des CML d’artère 

pulmonaire des patients HTAP contribue au recrutement péri-vasculaire de cellules 
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inflammatoires. La fractalkine peut également induire la prolifération des CML d’artères 

pulmonaires isolées de rats (Balabanian et al. 2002; Perros et al. 2007). Les thérapies ciblant 

spécifiquement les médiateurs de l’inflammation sont indéniablement d’un grand intérêt. 

Cependant, ils n'ont pas encore été testés chez l'homme. Au niveau du tissu pulmonaire 

remodelé, les lésions vasculaires sont caractérisées par des infiltrats inflammatoires 

transmuraux et périvasculaires, incluant la présence de lymphocytes T et B, de macrophages, 

de cellules dendritiques, ainsi que des cellules mastocytaires (Taraseviciene-Stewart et al. 

2007; Hoffmann et al. 2011). 

Il a également été montré que les cellules NK présentent un phénotype 

dysfonctionnel chez les patients atteints d’HTAP idiopathique et héritable. Ces mêmes 

cellules, ainsi que les cellules T CD8+ cytotoxiques et les NKT pourraient contribuer au 

remodelage vasculaire de l’HTAP. Dans une étude collaborative, nous avons pu montrer que 

les populations de lymphocytes T CD8+ et de NKT étaient diminuées dans la maladie veino-

occlusive, alors que les NK étaient augmentés. Les cellules immunes joueraient donc un rôle 

physiopathologique spécifique à la forme d’HTAP (Perros et al. 2013). 

Malgré les nombreuses évidences montrant un rôle primordial de l’inflammation 

dans la pathogénèse de l’HTAP, seuls quelques patients répondent aux traitements anti-

inflammatoires et/ou immunosuppresseurs, surtout dans les cas d’HTAP associée à des 

maladies autoimmunes (Sanchez et al. 2006 ; Montani et al. 2005 ; Jaïs et al. 2008).   

 

4.2. Dysfonction de l’immunité adaptative : l’autoimmunité dans l’HTAP 

Plusieurs arguments sont également en faveur de l’hypothèse de désordres 

immunologiques, voire autoimmuns chez les patients atteints de d’HTAP : des autoanticorps 

circulants anti-nucléaires, anti-endothélium et anti-fibroblastes ont été retrouvés chez des 

patients porteurs d’HTAP (Isern et al. 1992; Tamby et al. 2005; Terrier et al. 2008). De plus, 

ces autoanticorps pourraient induire l'expression des molécules d'adhérence ou l'apoptose 

des CE et participer ainsi à l’émergence du phénotype résistant à l’apoptose des CE HTAP 

(Carvalho et al. 1996; Bordron et al. 1998). Plus récemment, il a été décrit que des IgG des 
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patients HTAP peuvent se lier aux CML d’artères pulmonaires et induire ainsi une 

contraction cellulaire (Bussone et al. 2012). 

Des structures très particulières appelées « foyers d'inflammation chronique ou tissu 

lymphoïde tertiaire » ont même été récemment décrites dans les stades tardifs de la 

maladie par notre groupe (Perros et al. 2012). On retrouve également des anomalies 

fonctionnelles importantes des certaines cellules inflammatoires, dont les cellules T 

régulatrices, qui normalement protègent l’endothélium et les vaisseaux contre les agressions 

(Tamosiuniene et al. 2011; Huertas et al. 2012). Il a également été montré que 

l’inflammation pulmonaire d’origine allergique augmente la sensibilité vasculaire pulmonaire 

à la 5-HT, au thromboxane, à l’Ang-II et à l’ET-1 (Witzenrath et al. 2006; Daley et al. 2008; 

Mushaben et al. 2012). L’inflammation pourrait donc favoriser l’HTAP chez des sujets 

prédisposés, en augmentant la réactivité du lit vasculaire pulmonaire. Cependant, à ce jour, 

aucun outil thérapeutique ne vise réellement directement à corriger ces anomalies et des 

travaux supplémentaires sont donc requis. 
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D. COMMUNICATION ENTRE ENDOTHELIUM PULMONAIRE ET 

SYSTEME IMMUNITAIRE 

 

Malgré nos connaissances sur la dysfonction endothéliale et l’altération des réponses 

immunes dans l’HTAP, l’interaction entre ces deux systèmes est peu connue. En particulier, 

la nature du lien entre endothélium pulmonaire et système immunitaire, ainsi que les 

mécanismes précis qui le régule, n’ont pas encore été complètement éclaircis. Au vue du 

phénotype anormal des CE HTAP, on peut penser qu’il y ait non seulement un recrutement 

excessif de cellules inflammatoires au niveau des lésions vasculaires, mais aussi une 

communication aberrante entre endothélium et système immunitaire dans l’HTAP. Des 

études suggèrent que l’endothélium peut être à la fois la cible d’un système immunitaire 

altéré, et également acteur actif de ce dérèglement (Figure 6).  

Figure 6: Schéma illustrant la communication entre système immunitaire et éléments de la paroi 

vasculaire dans la pathogénèse de l’HTAP (Huertas A. et al. CIRCULATIONAHA/2013/004555) 
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Les  données disponibles sur ce sujet ont fait l’objet d’une review soumise à 

Circulation, actuellement en révision (A. Huertas, et al. Immune Dysregulation and 

Endothelial Dysfunction in Pulmonary Arterial Hypertension: a complex interplay. 

Manuscript number: CIRCULATIONAHA/2013/004555). 

 

1. Communication aberrante entre cellules endothéliales et cellules inflammatoires 

Le rôle de l'inflammation dans le développement de la HTAP a été plusieurs fois 

décrit et les CE jouent clairement un rôle important dans les processus inflammatoires 

(Tuder et al. 1994; Humbert et al. 1995; Fartoukh et al. 1998; Voelkel et al. 1998). Nous 

avons vu que les cellules inflammatoires, y compris les macrophages et les lymphocytes, 

sont fortement présentes dans les lésions artérielles et plexiformes dans l’HTAP. Les niveaux 

de protéines inflammatoires de l’IL-1β et de l'IL-6 sont également augmentés dans le sérum 

des patients HTAP. Bien que la source principale de ces cytokines ou chemokines soit les 

cellules inflammatoires elles-mêmes, comme les monocytes/macrophages ou les 

lymphocytes B et T, il est à noter que les CE sont capables de produire ces médiateurs, 

notamment l’IL-1β, l’IL-6, l’IL-8, le MCP-1, le CCL5, CXCL10 et la Fracktalkine et participent 

donc activement à l’inflammation. En effet, Sanchez et al. (Sanchez et al. 2007) ont montré 

que les CE HTAP, par rapport aux CE témoins, sécrètent plus de MCP-1 et recrutent de façon 

anormale les monocytes. D’autre part, les CE ont à leur surface des protéines membranaires, 

comme la P-sélectine dont les ligands se trouvent au niveau des leucocytes et des 

plaquettes. Cette protéine P-sélectine est augmentée chez les patients HTAPi (données 

préliminaires non publiées – troisième travail de cette thèse). Ces données montrent que les 

CE HTAP peuvent favoriser le recrutement des cellules inflammatoires au niveau de la lésion 

vasculaire expliquant la présence d’infiltrats de cellules inflammatoires autour des vaisseaux 

(Sakamaki et al. 2000). Une étude, menée par Wright et al., montre une augmentation de 

l’expression de la 5-lipoxygénase (5-LO) et de la protéine 5-lipoxygenase activating protein 

(FLAP), au niveau de l’endothélium des artères pulmonaires des patients HTAP. Ces 2 

médiateurs sont impliqués dans la synthèse des leucotriènes qui vont activer et recruter les 

cellules sur le site de l’inflammation. De plus, la délétion de l'enzyme 5-LO ou l'inhibition de 

FLAP protège la souris contre le développement de l’HTP induite par l’hypoxie chronique 
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(Voelkel et al. 1996; Wright et al. 1998). Non seulement, les CE sécrètent des cytokines et 

des chemokines de façon à recruter des cellules inflammatoires, mais il existe également un 

lien étroit entre les CE et les cellules inflammatoires du fait de leur localisation privilégiée 

dans la paroi vasculaire (Figure 6).  

 

2. Communication aberrante entre cellules endothéliales et cellules de l’immunité 

adaptative : exemple des lymphocytes T régulateurs 

Il a récemment été démontré que les lymphocytes T régulateurs, ou Treg, étaient 

régulés par la leptine dans de nombreuses maladies autoimmunes (Lam and Lu 2007). En 

effet, il a été montré que, dans des maladies autoimmunes chroniques comme la sclérose en 

plaques, la concentration de leptine circulante corrélait de façon significative avec le 

pourcentage de Treg circulants (Matarese et al. 2005).   

 

2.1. La leptine 

La leptine (du grec λεπτοσ, leptos, qui signifie mince) est parfois dite « hormone de 

la faim » pour son rôle de régulateur de la sensation de satiété, de l’appétit et donc du poids 

corporel. Le gène Ob (de l’anglais obese) codant pour la leptine, a été découvert en 1994 par 

Jeffrey M. Friedman et Rudolph Leibel à New York, permettant la synthèse de cette hormone 

un an plus tard (Zhang et al. 1994). Friedman et Leibel se sont appuyés sur les découvertes 

de Douglas Coleman, qui, dans les années ’60, avait montré qu’un facteur soluble agissait au 

niveau de l’hypothalamus et régulait l’appétit chez les souris ob/ob, développées dès 1949 

au sein des laboratoires Jackson (Coleman 1978).  

2.1.1. Structure, récepteurs et voies de signalisation 

La leptine, ou protéine Ob,  est une hormone peptidique non glycosylée de 16kDa, 

constituée de 167 acides aminés, qui possède une structure à longue chaîne hélicoïdale 

comprenant quatre hélices alpha, semblable, au niveau de leur structure tertiaire, à 

différentes cytokines de type I à longues chaînes hélicoïdales, telles que certaines 

interleukines (IL-6, -12 et -15), la prolactine ou l’hormone de la croissance. La leptine agit en 
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se liant à son récepteur spécifique, appelé ObR, qui fait partie de la famille des récepteurs de 

cytokines de type I et dont la structure rappelle celle des récepteurs de l’IL-6, -12 ou de la 

prolactine. De par sa structure et son récepteur, la leptine est une hormone qui agit de façon 

similaire aux cytokines (Ihle 1995). 

 

 Le récepteur ObR est une glycoprotéine transmembranaire dont il existe six 

isoformes (de ObRa à ObRf), caractérisé par des domaines cytoplasmiques de longueurs 

différentes. Le seul isoforme actif, qui présente des motifs d’activation et de transduction du 

signal est l’isoforme ObRb, dont la longueur totale est de 1162 acides aminés (Figure 7). Ce 

récepteur est fortement exprimé dans l’hypotalamus, médiant ainsi le rôle principal de la 

leptine au niveau du contrôle central de la satiété, mais est également présent dans 

plusieurs tissus périphériques, tels que les cellules β pancréatiques, les cellules endothéliales 

et les cellules hématopoïétiques : les plaquettes et les lymphocytes. ObRb forme un 

homodimère en l’absence de ligand qui se tétramérise en présence d’une molécule de 

leptine pour chaque récepteur, conformation nécessaire à la signalisation (Frühbeck 2006). 

Comme tout récepteur de cytokines de type I, ObRb ne possède pas d’activité tyrosine 

kinase intrinsèque et requiert l’activation de tyrosines kinases associées au récepteur, le 

Figure 7 : Voies de signalisation activées par la leptine 

via son récepteur ObRb (La Cava A & Matarese G.  

Nat Rev. 2004) 
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Janus-family tyrosine kinase 2 (JAK2). Une fois phosphorylé et donc activé, JAK2 phosphoryle 

au niveau des résidus tyrosines le domaine intracellulaire du récepteur. Ceci va entrainer la 

mobilisation du facteur signal transducer and activator of transcription (STAT)3, qui à son 

tour, après homodimérization, transloque dans le noyau et induit l’expression de gènes 

comme JUN et FOS. De plus, un contrôle négatif se met en place par expression du gène de 

la protéine suppressor of cytokine signaling (SOC)3, un inhibiteur endogène de STAT3. 

Parallèlement à la voie principale JAK2-STAT3, ObRb active également d’autres voies de 

signalisation, en particulier la voie du phosphatidyl-inositol 3 kinase (PI3K), la voie de l’inuline 

receptor substrate 1 (IRS1) et la voie des MAPK avec activation des kinases ERK et p38 MAPK, 

via la phosphorylation de Src homology 2 (SH2) domain-containing phosphatase 2 (SHP2) (La 

Cava and Matarese 2004). 

Les isoformes ObRa, ObRc, ObRd et ObRf sont appelés isoformes courts, en 

opposition à l’isoforme ObRb, sont constitués de 34 acides aminés et joueraient un rôle dans 

le transport et la dégradation de la leptine. Ils sont exprimés par différents tissus 

périphériques non immuns, notamment le rein, le poumon, le foie et le plexus choroïdien 

dans lequel l’isoforme ObRa serait impliquée dans le passage de la leptine à travers la 

barrière hémato-encéphalique (Frühbeck 2006). 

Enfin, l’isoforme ObRe constitue une forme sécrétée, pouvant se lier à la leptine 

circulante et qui peut se présenter sous forme libre ou liée. La leptine circule 

essentiellement sous forme libre chez les sujets obèses, alors que cette forme ne représente 

que la moitié de la leptine circulante chez les sujets minces (Frühbeck 2006).  

2.1.2. Biosynthèse 

La leptine est essentiellement sécrétée par les adipocytes, de façon proportionnelle à 

la masse corporelle adipeuse, mais elle est également produite, en plus faible quantité, par 

le fondus gastrique, l’intestin, les muscles squelettiques, le placenta, l’épithélium mammaire 

et le cerveau (La Cava and Materese 2004 ; Flier 2004; Ahima and Flier 2000). 

Les taux sériques physiologiques de la leptine s’élèvent à 5-8 ng/ml mais varient en 

fonction du poids, du genre et de la prise alimentaire. L’expression du gène Ob est en effet 

régulée par de nombreux facteurs comme la prise alimentaire, à laquelle s’associe une 
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augmentation du taux sérique de la leptine. En effet, la leptine est sous contrôle direct de 

l’insuline, dont l’augmentation stimule la sécrétion de leptine pendant les repas et dont la 

diminution réduit les taux de leptine durant le jeûne. La leptine varie aussi en fonction du 

genre car sa sécrétion est augmentée par les hormones stéroïdiennes féminines, alors que la 

testostérone en inhibe la sécrétion. L’expression du gène de la leptine est augmentée par les 

corticoïdes. La sécrétion de leptine augmente aussi en réponse aux infections aiguës et à la 

sécrétion de médiateurs de l’inflammation. Il a été en effet montré que l’IL-1β, le TNF-α et le 

leukemia inhibitory factor (LIF) stimule la sécrétion de leptine (Otero et al. 2005). Enfin, il a 

été démontré qu’une région fonctionnelle hypoxia response element (HRE) était présente au 

niveau du gène Ob, ce qui montre que la leptine est également sous contrôle 

transcriptionnel du facteur HIF-1α (Ambrosini et al. 2002).  

2.1.3. Fonctions 

Depuis sa découverte en 1994 comme hormone de la satiété, de nombreuses études 

ont montré que cette hormone n’avait pas seulement des effets au niveau du système 

nerveux central mais jouait également d’importants rôles physiologiques au niveau 

périphérique (Figure 8). Même si le rôle principal de la leptine reste celui du contrôle de la 

prise alimentaire et donc du poids corporel, les études effectuées sur les souris déficientes 

en leptine (ob
-
/ob

-
) ou en récepteur de la leptine (db

-
/db

-
) ont montré que ces souris 

n’étaient pas seulement obèses mais qu’elles présentaient également de nombreuses 

anormalités au niveau de l’hématopoïèse, de la reproduction, de l’angiogenèse, de la 

sécrétion d’insuline, du métabolisme osseux, lipidique et glucidique, et de l’immunité innée 

et adaptative.   
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2.1.4. Mécanismes centraux 

• Régulation de l’appétit 

La fonction essentielle de la leptine consiste à réguler la prise alimentaire, 

principalement par ses effets sur l’hypothalamus. L’appétit est contrôlé par deux systèmes 

distincts mais interconnectés, l’homéostase et la régulation hédonique, systèmes sur 

lesquels agit la leptine. Dans l’homéostase, des taux élevés de leptine signale la présence de 

réserves énergétiques suffisantes à l’hypothalamus, qui répond en réduisant l’appétit et en 

augmentant les dépenses énergétiques, ce qui prévient la prise de poids. La leptine 

provoque donc une réduction de la prise alimentaire, une augmentation de la thermogenèse 

et une augmentation du métabolisme basal. A l’inverse, la diminution des réserves de 

matières grasses, qui a pour conséquence de réduire la sécrétion de leptine, commande 

donc une reprise de l’alimentation et une diminution des dépenses énergétiques. Au niveau 

hédonique, la leptine intervient sur plusieurs signaux du système limbique en contrôlant le 

Figure 8: Rôles neuroendocriniens centraux et périphériques de la leptine (La Cava A. & 

Matarese G. Nat Rev. 2004) 
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comportement alimentaire, notamment à travers la perception olfactive, le goût, la 

satisfaction et la motivation, lié à la nourriture (Pénicaud et al. 2012). 

Il existe de rares cas chez l’homme de syndromes de déficience de leptine, comme 

l’obésité congénitale, la lipoatrophie ou la dysfonction hypothalamo-hypophysaire. Ces 

patients répondent au traitement par leptine exogène par une diminution drastique de 

l’appétit, de la prise alimentaire et donc à une perte de poids radicale.  

De façon surprenante, l’obésité est le plus souvent liée à des taux élevés de leptine, 

ce qui suggère une résistance à la leptine chez ces patients, dont le mécanisme exact n’est 

pas encore clairement établi. Tout comme pour la résistance à l’insuline, des hypothèses 

d’anomalies du transport de la leptine au niveau de la barrière hémato-encéphalique, des 

altérations du récepteur de la leptine ou de sa signalisation, ou encore l’induction d’une 

inhibition de la leptine par SOCS3 ont été émises (Pénicaud et al. 2012).    

� Métabolisme osseux 

Il a été montré que la leptine agit sur le métabolisme osseux mais il existe de 

nombreuses controverses sur les mécanismes impliqués dans cette régulation et sur leur 

importance physiologique. La leptine agirait directement, en augmentant la prolifération et 

la différentiation des ostéoblastes, ou indirectement en inhibant la sécrétion de la 

sérotonine au niveau de l’hypothalamus (Ducy et al. 2000). 

� Axe endocrinien 

La répartition ubiquitaire des récepteurs de la leptine suggère que la leptine ait une 

grande influence sur différents axes endocriniens, notamment sur l’axe hypothalamo-

hypophyso-surrénalien. Chez la souris, l’administration de la leptine atténue l’augmentation 

de l’hormone adrénocorticotropique (ACTH) et de la corticostérone induite par le jeûne. Il a 

également été montré que la leptine, comme d’autres cytokines de la phase aiguë de la 

réponse inflammatoire, notamment IL-1, IL-6 et TNF-α, influence la sécrétion du 

corticotrophin-releasing hormone (CRH) et donc de l’ACTH et des glucocorticoïdes, qui 

d’autre part, augmentent l’expression du gène de la leptine (La Cava and Materese 2004 ; 

Haynes et al. 1997) L’administration de leptine atténue la diminution de TSH induite par le 

jeûne chez la souris et augmente la synthèse de la thyréostimuline (ou thyroid stimulating 

hormone ou TRH) (Legradi et al. 1997).     
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2.1.5. Mécanismes périphériques 

Les fonctions de la leptine sont très nombreuses au niveau phériphérique. En 

particulier, le récepteur ObRb étant exprimé à la surface des cellules endothéliales, la leptine 

jouerait un rôle dans l’angiogénèse : la leptine induit la prolifération des kératinocytes in 

vitro et permet la ré-épithélisiation des plaies in vivo. De plus, les souris déficientes en 

leptine sont caractérisées par un retard important de cicatrisation des plaies. En raison de 

ses propriétés mitogènes et angiogéniques, la leptine pourrait jouer un rôle important dans 

la régénération tissulaire au cours des réponses inflammatoires (Faggioni et al. 2001 ; Sierra-

Honigmann et al. 1998; Bouloumié et al. 1998). 

La leptine est également impliquée dans l’hématopoïèse, à travers la régulation de la 

prolifération, la différenciation et l’activation des cellules hématopoïétiques (Gainsford and 

Alexander 1999), dans la reproduction (les souris ob
-
/ob

- dépourvues de leptine sont stériles) 

(Ahima et al. 1997; Chehab et al. 1996) et dans le risque cardiovasculaire. En effet, la leptine 

module l’homéostasie glucidique en contrôlant les flux intra-hépatiques de glucose et donc 

la production de glucose endogène d’une part, et en favorisant la néoglucogénèse et la 

glycogénolyse au niveau central. La leptine jouerait également un autre rôle important en 

orientant massivement le stockage des lipides sous forme de triglycérides vers les 

adipocytes, diminuant les taux circulants de triglycérides et protégeant ainsi les autres types 

cellulaires d’une accumulation de triglycérides aux effets potentiellement nocifs. La leptine 

est également connue pour être associée à l’insulinorésistance : des études 

épidémiologiques ont montré une corrélation entre l’hyperinsulinémie caractéristique de 

l’insulinorésistance et une hyperleptinémie. L’association de ces deux facteurs conduit 

directement au développement non seulement d’un diabète non insulinodépendant mais 

aussi au syndrome métabolique (obésité centrale, intolérance au glucose, hypertension, 

hyperlipidémie) prédisposant fortement aux maladies cardiovasculaires (Morton et al. 2005 ; 

Mutch and Clément 2006). 

2.1.6. Effets de la leptine sur le système immunitaire inné 

Le rôle de la leptine dans l’immunité a été découvert plus récemment (Figure 9). 

Ainsi, une altération des réponses immunitaires et une susceptibilité aux infections ont été 

rapportées chez les animaux déficients en leptine ou en son récepteur, chez les sujets 
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déficients en leptine ainsi que lors des situations de malnutrition, où l’on observe des taux 

faibles de leptine (Ozata et al. 1999 ; Faggioni et al. 2001 ; La Cava and Matarese 2004 ; 

Matarese et al. 2005). Dans ce dernier cas, la leptine semble être un signal pour l’adaptation 

à l’état de jeûne, permettant de conserver l’énergie pour les muscles et l’activité cérébrale 

(Faggioni et al. 2001). De plus, plusieurs études ont montré une augmentation des taux 

circulants de leptine au cours de certaines infections bactériennes ou de réactions 

inflammatoires. Ainsi, les taux de leptine sont augmentés sous l’action de différents 

médiateurs de la phase aiguë de l’inflammation tels que le TNF, l’IL-6 et l’IL-1 ou après 

stimulation par le lipopolysaccharide (LPS) (Loffreda et al. 1998 ; Santos-Alvarez et al. 1999 ; 

Zarkesh-Esfahani et al. 2001 ; La Cava and Matarese 2004). De même, les taux de leptine 

sont augmentés au cours de péritonites expérimentales ou de modèles d’inflammation aiguë 

chez le rat (Gualillo et al. 2000). Il est reconnu que la leptine facilite la réponse de l’hôte à 

l’inflammation et à l’infection en stimulant la réparation tissulaire via ses effets mitogènes et 

angiogéniques sur l’épithélium et l’endothélium (Sierra-Honigmann et al. 1998; Frank et al. 

2000).  La leptine peut également représenter un facteur clé dans l’induction de réponses 

pro-inflammatoires en agissant en tant que cytokine sur l’homéostasie thymique (Howard et 

al. 1999) ou en sécrétant des substances caractéristiques de la phase aiguë.  La leptine peut 

également stimuler la chimiotaxie des neutrophiles et des macrophages (La Cava and 

Matarese 2004) en augmentant leurs capacités fonctionnelles à la phagocytose (Moore et al. 

2003), la sécrétion de cytokines (Loffreda et al. 1998 ; Santos-Alvarez et al. 1999) ou encore 

leur capacité à la réaction oxydante (Caldefie-Chezet et al. 2003).  

Ces résultats suggèrent un rôle de la leptine dans les mécanismes de défense de 

l’hôte. La leptine agirait en effet au niveau de l’activation et la prolifération des 

monocytes/macrophages par l’augmentation de l’expression à la surface des monocytes de 

marqueurs d’activation, tels CD38, CD25 (chaîne a du récepteur à l’IL-2) ou CD71 (récepteur 

de la transferrine), et d’autre part de certaines molécules d’adhérence (CD11b/CD18, 

CD11c/CD18) et des molécules HLA (Santos-Alvarez et al. 1999). Par ailleurs, la leptine régule 

les fonctions des macrophages, telles la phagocytose (les macrophages de souris ob/ob ou 

db/db présentent en effet une fonction phagocytaire altérée, restaurée par l’administration 

de leptine recombinante), l’expression de la cyclooygénase 2 et la sécrétion de leucotriène 

B4 ou de NO (Loffreda et al. 1998 ; Raso et al. 2002; Otero et al. 2005). Enfin, il a été montré 



     

 

 87

que la leptine exerce un effet sur la survie des monocytes, en prévenant leur apoptose, via 

l’activation des MAPK (Sanchez-Margalet et al. 2003). 

La leptine jouerait également un rôle dans le développement, la différenciation, la 

prolifération, l’activation et la cytotoxicité des cellules NK, augmentant leur sécrétion de 

perforine et d’IL-2 (Lam and Lu 2006; Mattioli et al. 2009 ; La Cava and Matarese 2004 ; 

Otero et al. 2005) et dans la survie des polynucléaires éosinophiles, en exerçant un effet 

anti-apoptotique sur ces cellules, médié par l’activation des MAPK et de la PI3K (Conus et al. 

2005).  

 2.1.7. Effets de la leptine sur les réponses immunes de type adaptatif 

Ces effets concernent essentiellement les lymphocytes T CD4+ et se jouent à 

plusieurs niveaux (Figure 9). Il a été montré que la leptine joue un rôle dans la génération, la 

maturation et la survie des thymocytes, en retardant leur entrée en apoptose. En effet, au 

cours du jeûne, une diminution brutale du nombre de calories absorbées provoque une 

diminution rapide des taux sériques de leptine, accompagnée d’une atrophie thymique, 

réversible avec l’administration de leptine (La Cava and Matarese 2004). De plus, les souris 

ob/ob, déficitaires en leptine, présentent également un thymus de petite taille, renfermant 

de nombreux thymocytes apoptotiques. Cette atrophie thymique affecte le cortex du 

thymus, où se trouvent la plupart des thymocytes double positifs CD4+CD8+, et l’apport de 

leptine permet de réduire le taux d’apoptose de ces cellules (Howard et al. 1999). La leptine 

apporterait donc un signal de survie aux thymocytes double positifs CD4+CD8+ et simple 

positifs durant la maturation des lymphocytes T. Elle exerce également des effets anti-

apoptotiques sur les cellules T matures. Ces effets peuvent résulter de son aptitude à 

augmenter l’expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-XL, qui protègent les 

cellules T et les thymocytes de l’apoptose (La Cava and Matarese 2004 ; Matarese et al. 

2005).  

La leptine jouerait également un rôle dans la prolifération et l’activation 

lymphocytaire T. L’addition de concentrations physiologiques de leptine lors d’une réaction 

lymphocytaire mixte (LMR) induit une prolifération dose dépendante des lymphocytes T 

CD4+. Néanmoins, la leptine présente des effets différents sur la prolifération et la 

production de cytokines par les cellules T CD4+ naïves (CD45RA+) et mémoires (CD45RO+). 
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Ainsi, la leptine augmente la prolifération et la sécrétion d’IL-2 par les cellules T naïves alors 

qu’elle possède de très faibles effets sur la prolifération des cellules T mémoires, voire un 

effet inhibiteur (La Cava and Matarese 2004 ; Matarese et al. 2005).  

La leptine augmente également l’expression de molécules d’adhérence à la surface 

des lymphocytes T CD4+, telles que l’ICAM1 ou le very late antigen 2 (VLA2), pouvant 

permettre l’activation et la migration des cellules immunitaires vers les sites de 

l’inflammation (Faggioni et al. 2001 ; La Cava and Matarese 2004). 

Enfin, la leptine induit une polarisation Th1 des réponses immunitaires. En effet, elle 

augmente la production d’IFN-γ et de TNF-α par les lymphocytes T, conduisant de ce fait à 

une augmentation de la production d’IgG par les cellules B, des réactions d’hypersensibilité 

retardée et de l’activation des macrophages. A l’inverse, elle inhibe les réactions de type 

Th2, diminuant ainsi la production d’IL-4 et d’immunoglobulines d’isotype IgG1 (Faggioni et 

al. 2001 ; La Cava and Matarese 2004 ; Matarese et al. 2005). 
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2.2. Implication de la leptine au cours de certaines situations pathologiques 

Parallèlement à son rôle physiologique dans la régulation des réponses immunitaires, 

la leptine a été impliquée dans la physiopathologie de certaines maladies inflammatoires 

chroniques et autoimmunes. 

 2.2.1. Rôle de la leptine au cours de certaines maladies inflammatoires chroniques 

Une augmentation de la sécrétion périphérique de leptine a été associée à de 

nombreuses situations d’inflammation chronique, telles les stéatoses hépatiques non 

Figure 9: Effets de la leptine sur le système immunitaire inné et adaptatif (La Cava A. & 

Matarese G. Nat Rev. 2004) 
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alcooliques, la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) et les maladies 

inflammatoires intestinales (Uygun et al. 2000 ; Schols et al. 1999). Néanmoins, d’autres 

études effectuées chez l’homme ont rapporté des concentrations de leptine dans les limites 

de la normale au cours de ces différentes situations inflammatoires (Chalasani et al. 2003 ; 

Takabatake et al. 1999 ; Anders et al. 1999). Ces résultats contradictoires pourraient 

s’expliquer par des caractéristiques différentes des patients étudiés, en particulier selon le 

stade de la maladie (La Cava and Matarese 2004). 

Les maladies inflammatoires intestinales,  comme la colite ulcérative, sont souvent 

associées à l’anorexie et à une perte de poids marquée, associée à des taux élevés de leptine 

(Barbier et al. 1998, Otero et al. 2005). Très récemment, il a été découvert que les cellules 

épithéliales gastriques du rat et de l’homme produisaient de la leptine. La leptine gastrique, 

résistante à la dégradation protéolytique, peut, de ce fait, atteindre l’intestin sous une forme 

active et ainsi agir sur d’éventuelles cibles luminales. Les récepteurs de la leptine ont par 

ailleurs été décrits au niveau de la bordure en brosse des entérocytes mais aussi à la 

membrane apicale des cellules épithéliales coliques (Sitaraman et al. 2004). La leptine 

gastrique peut également agir sur l’intestin grêle mais il semble peu probable qu’elle puisse 

avoir une action sur le colon. Néanmoins, chez les patients présentant une colite ulcérative 

modérée à sévère, ou chez les patients atteints de maladie de Crohn, des taux élevés de 

leptine ont été observés au niveau du colon. La leptine pourrait être libérée par les cellules 

en nécrose ou en apoptose au cours des maladies inflammatoires intestinales. De plus, la 

leptine plasmatique pourrait traverser les épithéliums et se retrouver au niveau de la 

lumière intestinale. Par ailleurs, si la leptine n’est pas détectée au niveau des cellules 

épithéliales coliques normales, les cellules épithéliales coliques inflammatoires expriment de 

fortes quantités de leptine, concentrée au niveau de leur partie apicale. Ces résultats 

suggèrent que les cellules épithéliales coliques inflammatoires puissent constituer l’une des 

principales sources de leptine luminale chez les patients atteints de maladies inflammatoires 

intestinales. En outre, la leptine luminale induit l’activation du facteur de transcription NF-

κB, cette activation étant impliquée dans la pathogénèse des maladies inflammatoires 

intestinales. In vivo, la leptine induit également des dommages de la paroi épithéliale colique 

: la leptine est considérée de ce fait comme une cytokine pro-inflammatoire au niveau du 

colon (Sitaraman et al. 2004). 
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Enfin, chez les sujets obèses, non déficients en leptine, les taux élevés de leptine 

reflètent une résistance à la leptine, provoquée par une sous-expression du récepteur ObR. 

Ceci pourrait conduire à une dérégulation immunitaire et à une altération de la balance 

Th1/Th2, entraînant une susceptibilité aux infections et une réponse inflammatoire 

anormale. L’obésité est en effet considérée comme un état pro-inflammatoire, étant 

associée à une infiltration progressive des tissus adipeux par des macrophages, qui sécrètent 

des cytokines pro-inflammatoires (TNFα, IL-1β, IL-6). Ces dernières vont stimuler les 

adipocytes pour sécréter davantage de leptine et de cytokines pro-inflammatoires, telles que 

le TNF-α (Matarese et al. 2005). 

 2.2.2. Rôle de la leptine au cours de certaines maladies autoimmunes 

Différents arguments plaident en faveur de l’implication de la leptine dans les 

processus autoimmuns, en agissant sur les Treg (Lam and Lu 2007): 

- Les souris ob/ob présentent une diminution de sécrétion d’IL-2, d’IFN-γ, de TNF-α et d’IL-

18, associée à une production augmentée de cytokines de type Th2, telles que l’IL-4 et l’IL-

10. Ces souris sont résistantes à l’induction expérimentale de différentes maladies 

autoimmunes (La Cava and Matarese 2004 ; Matarese et al. 2005). 

- Dans l’encéphalomyélite autoimmune expérimentale (EAE), modèle murin de sclérose en 

plaques, la survenue de la maladie est précédée d’une augmentation des taux sériques de 

leptine. En outre, le jeûne, qui réduit les taux de leptine, retarde la survenue de la maladie et 

atténue les symptômes. Enfin, les souris ob/ob sont résistantes à l’induction de l’EAE, cette 

résistance étant abolie par l’administration de leptine (avec un switch vers la production de 

cytokines de type Th1) (Otero et al. 2005). Chez l’homme, une diminution du nombre de 

calories ingérées ou des changements diététiques peuvent améliorer les symptômes de la 

sclérose en plaque. De plus, la concentration de leptine circulante est corrélée de façon 

significative avec le pourcentage de Treg circulants (Matarese et al. 2005).   

- La leptine a également été impliquée dans le diabète de type 1, où les cellules β 

pancréatiques sont détruites par un processus inflammatoire immun. En effet, les souris 

femelles non obese diabetic (NOD) (qui constituent l’un des meilleurs modèles animaux de 

diabète de type 1) ont des taux sériques de leptine augmentés avant la survenue de la 
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maladie. De plus, l’administration de leptine exogène accélère la survenue et la progression 

de la maladie, en accélérant la destruction auto-immune des cellules β pancréatiques et en 

augmentant la sécrétion d’INF-γ par les cellules T périphériques. La leptine interviendrait 

donc dans le développement du diabète de type 1 via des réponses Th1 (La Cava and 

Matarese 2004 ; Otero et al. 2005). 

- Un autre élément en faveur de l’implication de la leptine dans l’autoimmunité est le 

dismorphisme sexuel observé au niveau des concentrations sériques de leptine, plus élevées 

chez les femmes que chez les hommes de même âge et de même indice de masse 

corporelle. La leptine pourrait donc s’ajouter aux autres hormones telles l’oestradiol ou la 

prolactine, connues pour participer à la prédisposition féminine aux maladies autoimmunes. 

Ainsi, seules les souris femelles hyperleptinémiques développent des maladies auto-

immunes alors que les souris hypoleptinémiques sont protégées. Le traitement des souris 

males résistantes à l’EAE par de la leptine recombinante les rend susceptibles à cette 

maladie (La Cava and Matarese 2004 ; Matarese et al. 2005).  

En conclusion, la leptine joue un rôle majeur dans la régulation de l’immunité, 

permettant de maintenir une réponse immunitaire optimale et de protéger ainsi les 

individus des infections. Néanmoins, elle est également impliquée dans la physiopathologie 

de l’inflammation et des maladies autoimmunes. Des perspectives thérapeutiques, visant à 

contrecarrer l’action néfaste de la leptine, pourraient ainsi être envisagées au cours des 

maladies inflammatoires ou autoimmunes. Il serait ainsi possible d’utiliser un récepteur 

soluble capable de se lier avec une forte affinité à la leptine, permettant ainsi de contrôler la 

quantité de leptine disponible. Une autre perspective thérapeutique consisterait en 

l’utilisation d’anticorps monoclonaux humanisés anti-leptine ou de mutants de leptine 

présentant des propriétés antagonistes, capables de se lier au récepteur de la leptine sans 

l’activer (Otero et al. 2005). 
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La communication aberrante entre cellules endothéliales pulmonaires et système 

immunitaire dans l’HTAP pourrait s’exprimer à deux niveaux : au niveau adaptatif, par une 

synthèse excessive de leptine de la part de l’endothélium, agissant ainsi sur les Treg ; et au 

niveau des réponses innées, en participant à la réponse inflammatoire dans l’HTAP.  

 

 

 

HYPOTHESE DE TRAVAIL 

 

Malgré les nombreuses évidences montrant une dysfonction immunitaire dans la 

pathogénèse de l’HTAP, les mécanismes exacts en sont peu connus. En particulier, il n’a pas 

encore été clairement établi si la dysfonction immunitaire représente une cause ou une 

conséquence de la maladie.  De plus, les liens entre dysfonction endothéliale, facteur clé 

dans la pathogénèse de l’HTAP, et réponses immunes ne sont pas encore élucidés.  

 

Nous émettons l’hypothèse que l’HTAP est caractérisée par une communication 

aberrante entre cellules endothéliales et cellules immunes : la dysfonction endothéliale 

contribuerait en effet à l’immunopathogénèse de l’HTAP en régulant la fonction 

d’éléments clés des réponses immunes, adaptatives ou innées.  

 

Une meilleure compréhension de ces mécanismes pourrait permettre d’identifier de 

nouvelles cibles thérapeutiques dans l’HTAP. 
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OBJECTIFS DE TRAVAIL 

 

L’objectif de ce travail a donc été d’étudier et mieux comprendre la nature et les 

conséquences d’une communication aberrante entre cellules endothéliales et système 

immunitaire dans la pathogénèse de l‘HTAP, afin d’identifier de nouvelles cibles 

thérapeutiques. 

 

Pour cela, nous avons analysé le rôle de la dysfonction endothéliale dans la 

régulation de deux processus de la dysfonction immunitaire : la régulation des Treg et de 

l’autoimmunité pour la réponse adaptative d’une part, et la développement d’un 

phénotype proinflammatoire en ce qui concerne la réponse innée d’autre part.  

  

 

 

 

AXES DE TRAVAIL 

 

Ce travail s’est articulé autour de trois axes : 

 

1.  Etude des lymphocytes T régulateurs dans l’HTAP (1
er

 Travail) 

 

2. Etude de la contribution de l’endothélium à l’autoimmunité dans l’HTAP : mécanismes 

de contrôle des lymphocytes T régulateurs et identification de cibles thérapeutiques (2
ème

 

Travail) 

 

3.  Etude de la contribution de l’endothélium à la réponse innée dans l’HTAP : phénotype 

pro-inflammatoire de l’endothélium sous contrôle de MIF circulant (3
ème

 Travail) 
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A. PRELEVEMENTS HUMAINS 

1. Prélèvements sanguins  

Les prélèvements sanguins effectués dans le cadre de ces travaux sont constitués de 

prélèvements de sang périphérique, pour l’étude des cellules mononuclées circulantes 

(PBMC : peripheral blood mononuclear cells) ainsi que pour l’obtention de sérum et de 

plasma.  

Un consentement libre et éclairé est obtenu des sujets participant à ces études avant 

tout prélèvement. Les sujets en examen sont des patients atteints d’HTAP idiopathique ou 

d’HTAP associée à la sclérodermie et des sujets témoins. Les prélèvements sont effectués 

dans le cadre d’un suivi habituel chez les patients et au sein des donneurs de l’Etablissement 

Français du Sang (EFS) pour les témoins. Cette étude a été approuvée par le Comité de 

Protection des Personnes (CPP Ile-de-France VII, Le Kremblin-Bicêtre, France). 

2. Echantillons pulmonaires 

Les prélèvements pulmonaires humains étudiés dans le présent travail incluent les 

tissus pulmonaires collectés lors de transplantation pulmonaire ou cardio-pulmonaire de 

patients HTAP. Le tissu contrôle provient de biopsies pulmonaires effectuées lors 

d’intervention chirurgicale de pneumothorax, ou à distance des lésions lors de l’ablation de 

tumeurs pulmonaires localisées. Chez ces patients, des mesures écho-cardiographiques 

préopératoires ont été réalisées pour éliminer toute suspicion d’HTAP. Les prélèvements ont 

été obtenus au centre chirurgical Marie Lannelongue sont stockés dans la tissuthèque « 

HTAPthèque » gérée par le service d’anatomo-pathologie sous la responsabilité du Pr Marc 

Humbert. Afin de garantir l’intégrité nucléique, protéique et morphologique des tissus 

utilisés, les poumons explantés par le chirurgien sont traités rapidement et stérilement. Les 

blocs de tissu pulmonaire ainsi obtenus servent en partie à isoler des cellules ou sont en 

partie stockés -80°C jusqu’à leur utilisation. Les études réalisées sur ces prélèvements ont 

reçu l’approbation du Comité de Protection des Personnes (CPP Ile-de-France VII, Le 

Kremblin-Bicêtre, France). Un consentement libre et éclairé est obtenu des patients ou de 

leur famille, avant chaque prélèvement opéré à des fins de recherche médicale. 
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2.1. Isolement de cellules endothéliales micro-vasculaires  

L’isolement des CE micro-vasculaires pulmonaires se fait en deux étapes : une 

dissociation tissulaire par une digestion enzymatique puis une sélection spécifique par un 

anticorps monoclonal anti-CD31 humain couplé sur à des billes ferromagnétiques. 

Brièvement, un parenchyme pulmonaire dépourvu de sa plèvre est mis en digestion. La 

suspension est ensuite filtrée et cultivée dans une boîte de pétrie préalablement coatée avec 

0,1% gélatine, avec du milieu complet : milieu MCDB-131, L-Glutamine, Héparine, 

Pénicilline/Streptomycine, Fungizone, Hepes, 10% sérum du veau fœtal décomplémenté, 10 

g/ml VEGF et 1 g/mL ECGS. Après 48h, une purification immunomagnétique des CE est 

réalisée avec des billes ferromagnétiques couplées avec un anticorps anti-CD31. 

Afin d’évaluer et de caractériser les cultures primaires ainsi obtenues, les CE 

pulmonaires sont marquées sélectivement par incorporation de la lipoprotéine acétylée de 

basse densité couplée à une sonde carbocyanine fluorescente (Dil-Ac-LDL). Parallèlement, un 

co-marquage est effectué avec Ulex europaeus agglutinine-1 (UAE-1, Sigma Aldrich, France), 

une lectine conjuguée au FITC qui reconnaît spécifiquement un récepteur endothélial. 

L’évaluation de la pureté de nos cultures est effectuée à l’aide du rapport nombre de cellules 

positives au Dil-Ac-LDL divisé par le nombre total de cellules. Les cellules utilisées dans nos 

expériences sont positives au Dil-Ac-LDL à 97%. Les contaminants cellulaires observés ont le 

plus souvent une forme cellulaire proche des cellules mésenchymateuses. 

2.2. Isolement de cellules musculaires lisses d’artères pulmonaires 

La mise en culture des CML d’artères pulmonaires se fait par la technique d’explant à 

partir des artères pulmonaires obtenues lors de la chirurgie. Brièvement, les artères 

pulmonaires (3 à 5mm de diamètre) sont prélevées lors de la chirurgie. La couche 

adventitielle résiduelle est éliminée. La zone médiale, ainsi disséquée, est mise en culture 

dans une boite de Pétri avec un milieu DMEM supplémenté de 1% de L-glutamine, 1% de 

pénicilline/streptomycine, 1% d’amphotéricine, de l’Hepes, 0.5% d’insuline, d’EGF et 15% de 

sérum de veau fœtal décomplémenté. Les CML prolifèrent après 2 semaines puis elles sont 

trypsinées et amplifiées. 
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Pour caractériser les cultures primaires de CML d’artères pulmonaires obtenues, les 

cellules de chaque culture sont évaluées quant à leur expression en protéines du 

cytosquelette et en protéines responsables du phénotype contractile spécifique du muscle 

lisse, incluant l’α−smooth muscle actin (SMA), la desmine et la vinculine en utilisant un 

marquage immun-fluorescent. 

 

B. MODELES EXPERIMENTAUX 

Les études sur les animaux ont été approuvées par le comité d’éthique n°26 de 

l’Université Paris Sud, France.  

1. Hypertension pulmonaire induite par l’hypoxie chronique chez le rat 

Le modèle expérimental utilisé dans ce travail est le modèle d’HTP induite chez le rat 

par l’exposition à l’hypoxie normobare (FiO2 10%). Des groupes randomisés d’animaux sont 

placés en hypoxie pendant 21 jours alors les groupes témoins sont placés en normoxie (FiO2 

21%) durant la même période. Trois types de rats Sprague-Dawley ont été utilisés dans cette 

étude (Charles River Laboratories) : sauvages, déficients en récepteur de la leptine (ZDF, 

Zucker Diabetic Fatty, ZDF/Lepr fa/fa) ainsi que leur contrôle (ZDF/Lean +/?), âgés de 4 

semaines.  

2. Hypertension pulmonaire induite par la monocrotaline chez le rat 

Des rats de la souche Wistar âgés de 4 semaines (100-120g) ont été utilisés dans 

notre troisième étude (Laboratoires Janvier), suivant le protocole de l’HTP induite par 

l’injection de monocrotaline (60mg/kg) décrit dans la section B de ce chapitre.  

3. Mesures hémodynamiques chez le rat 

Les paramètres hémodynamiques mesurés comprennent la pression artérielle 

pulmonaire, la pression systolique du ventricule droit et le débit cardiaque Les rats sont mis 

sous anesthésie gazeuse à l’isofurane (2-3 % isoflurane 3L/min O2). L’animal est placé sur un 

tapis chauffant thermostaté (37°C) et sa température corporelle est surveillée en 

permanence. La veine jugulaire droite est disséquée et un cathéter polyvinyle 24 gauges est 

introduit pour atteindre le ventricule droit puis l’artère pulmonaire. Le débit cardiaque est 
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mesuré grâce à un procédé de thermodilution. Une sonde thermique est introduite via la 

carotide pour atteindre le cœur gauche. Cette sonde permet de mesurer la baisse de 

température apportée par l’injection d’une solution de sérum physiologique froide via la 

veine jugulaire. Les données sont intégrées à l’appareil PowerLab 4/35 (ADinstruments 

Limited, Oxford, Royaume-Unis) et sont analysées avec le logiciel LabChart Pro. 

L’évaluation de l’HTP se fait sur trois critères indissociables : 

· L’étude des paramètres hémodynamiques avec les mesures de pression artérielle 

pulmonaire moyenne et systolique du ventricule droit ; 

· La quantification de l’hypertrophie ventriculaire droite avec le calcul de l’index cardiaque 

Fulton (rapport du poids du ventricule droit sur le poids du ventricule gauche + septum) ; 

· L’étude histologique des coupes de poumon avec la quantification de la muscularisation 

des artères pulmonaires distales d’un diamètre inférieur à 200 µm. 

4. Traitements 

Deux groupes de rats sauvages ont été traités par dichloroacetate (DCA, 1g/L), diluée 

dans l’eau  buvable, en traitement curatif pendant l’exposition à l’hypoxie chronique ou à la 

normoxie, de J7 à J21.  

 

C. CYTOMETRIE EN FLUX 

1. Principes de cytométrie en flux 

La cytométrie en flux est une technique qui consiste à faire défiler très rapidement 

(plusieurs milliers par seconde) les unes derrière les autres, des cellules en suspension 

monocellulaire devant un faisceau laser. Pour chaque cellule, sont mesurées très 

précisément : la fluorescence émise à diverses longueurs d’ondes (7 signaux de fluorescence 

analysés simultanément) et la lumière diffusée, recueillie dans 2 directions différentes (l’une 

peut être corrélée avec la taille, Forward scatter ou (FSC),  et la seconde avec la réfringence 

et la granulosité de la cellule, Side scatter ou (SSC). L’appareil peut ainsi analyser les cellules 

selon plusieurs paramètres, et définir des "sous populations" homogènes pour les regrouper 

selon des critères choisis. Pour chaque sous population on peut calculer l’effectif, le 
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pourcentage qu’il représente par rapport à la population totale, la moyenne de chacun des 

paramètres ou encore les écarts standards.  

Les résultats obtenus par cytométrie en flux sont exprimés en nombre absolu 

(nombre des cellules par mL du sang total), en pourcentage de cellules positives ou en 

intensité relative de fluorescence (MFI, Mean Fluorescence Intensity). Les cellules sont 

analysées sur le cymomètre MACSCount (Miltenyi Biotec) et analysées à l’aide de logiciel 

FlowJo (Tree Star Inc.). Un minimum de 200 000 événements a été collecté lors de chaque 

analyse.  

Les  populations lymphocytaires et monocytaires sont repérées en fonction de la 

taille et de la granulosité. Une fenêtre prenant en compte uniquement ces populations, est 

dessinée afin d’éliminer les débris cellulaires, les doublets de cellules et les cellules mortes 

ou apoptotiques. 

2. Isolement des lymphocytes 

Les lymphocytes circulants sont obtenus après isolement des cellules mononucléaires 

circulant dans le sang périphérique par la technique de séparation de gradients FICOLL.  Le 

phénotypage des cellules Treg est effectué, chez l’homme, grâce aux marqueurs spécifiques 

de surface CD4 et CD25 et CD127 par cytométrie de flux. Les cellules CD4+CD25+CD127low 

sont définies Treg (Liu et al. 2006). Chez le rat, les Treg sont identifiés grâce à la positivité 

des marqueurs de surface CD4 et CD25 et à l’expression intracellulaire de FoxP3 

(CD4+CD25+FoxP3+). 

3. Analyse spécifique par immunofluorescence  

Des marquages spécifiques, obtenus grâce à des anticorps couplés à des 

fluorochromes, ont été effectués sur les PBMC et analysés en cytométrie en flux. Les 

anticorps utilisés dans cette étude sont des anticorps dirigés contre pSTAT3, Ob, ObR, IL-10, 

LAP (pro-TGF-β). 

 

D. ETUDE DE L’EXPRESSION GENIQUE 

L’expression génique est effectuée par la PCR quantitative en temps réel avec la 

technologie « Taqman » sur l’appareil StepOne Plus (Applied Biosystems). 
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1. Principe de la PCR Quantitative 

Le principe de cette technique repose sur la fonction exonucléase 5’->3’ de la Taq-

polymérase. La sonde est un oligonucléotide spécifique de la séquence amplifiée, placée 

entre les deux primers. La sonde est marquée en 5’ par un fluorophore appelé «reporter» et 

en 3’ par un autre type de fluorochrome appelé «quencher». Le spectre d’émission du 

reporter chevauche le spectre d’excitation du quencher. L’émission du reporter est atténuée 

ou «quenchée» par la proximité du quencher. Si la sonde est dégradée par l’activité 

exonucléase de la Taq, les fluorophores ne seront plus reliés entre eux et l’émission du 

reporter est alors détectable. L’augmentation du signal correspondant à l’émission du 

fluorophore reporter est proportionnelle au nombre de copies polymérisées à chaque cycle 

de la PCR. 

2. Extraction d’ARNm et rétro-transcription 

L’extraction d’ARNm s’effectue sur les tissus de poumons ou sur les cellules isolées à 

l’aide de kits en colonne de la société Qiagen. Brièvement, l’échantillon est lysé dans un 

tampon puis les acides ribonucléiques sont précipités à l’aide d’une solution d’alcool. Les 

ARN totaux sont filtrés puis élués. Pour vérifier leur intégrité, une migration sur gel 

d’agarose est réalisée. Les quantifications d’ARN sont faites par spectrométrie en UV sur le 

Nanodrop. Les échantillons dont le ratio 230/260nm est inférieur à 1,8 sont éliminés puis ré-

extraient. Une quantité de 2 μg d’ARN est utilisée par la conversion d’ARN en ADN 

complémentaire (ADNc). 

3. PCR et quantification 

L’expression des gènes d’intérêt a été quantifiée selon la méthode relative du ΔΔCt. 

Le 18S a été utilisé comme contrôle interne dans chaque réaction de PCR. Le gène cible 

normalisé par rapport au 18S correspond à ΔCt (Ct du gène d’intérêt – Ct du 18S). La 

différence d’expression de chaque échantillon est donné par la différence ΔΔCt (ΔCt de 

l’échantillon – ΔCt d’un échantillon de référence) Enfin, la quantité relative de chaque 

échantillon est donnée par l’équation 2(-ΔΔCt). La PCR est réalisée en duplicata avec 10ng 

d’ADNc et en duplex. 

 



     

 

 127

E. ETUDE DE L’EXPRESSION PROTEIQUE  

L’évaluation des protéines d’intérêt se fait principalement par la technique du 

Western blot. Les culots cellulaires ou pulmonaires ont été lysés et homogénéisés dans un 

tampon composé d’antiprotéases et d’antiphophatases. Après détermination de la 

concentration protéique par la technique de Bradford, 50μg de chaque échantillon sont 

déposés dans un gel sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide (SDS-PAGE) pour une séparation 

protéique par électrophorèse en fonction de la taille. Ensuite, les protéines sont transférées 

sur une membrane nitrocellulose, ce qui est suivi d’une étape de saturation avec une 

solution composée de 5% de lait dilué dans du Tween-Tris Buffered Saline (TTBS) pendant 1 

heure. La révélation des protéines d’intérêt est réalisée par l’exposition aux anticorps 

primaires spécifiques de celle-ci pendant une nuit au froid. Des anticorps secondaires 

adéquats, couplés à l’enzyme horseradish peroxidase (HRP), sont ensuite utilisés pendant 1 

heure. Après lavage, les membranes sont révélées avec un système de chimioluminescence 

ECL (GE Healthcare, Vélizy, France) grâce à l’appareil ChemiDocTM XRS System (Bio-rad, 

Marnes-la-coquette, France) pour détecter les signaux. L’intensité des bandes est quantifiée 

à l’aide du logiciel ImageLab (Bio-rad). Les résultats pour chaque protéine d’intérêt sont 

présentés sous forme de rapports calculés en fonction de la protéine de ménage β-actine. 

 

F. IMMUNOMARQUAGE 

Les poumons sont inflatés par une solution de formalin via la trachée et incubés dans 

cette même solution pendant 24 heures. Ils sont ensuite déshydratés dans des solutions 

d’alcool successives puis inclus en paraffine selon une méthode standard. Des coupes 

histologiques de 5µm d’épaisseur sont réalisées puis colorées pour une étude histologique 

standard ou utilisées pour les immunomarquages. 

1. Marquages immunohistochimiques 

Les marquages de protéines pulmonaires sont effectués en colorimétrique à partir 

des coupes paraffinées de 5 µm. Les lames sont d’abord déparaffinées puis réhydratées. Le 

démasquage d’antigènes se fait à l’aide de tampon citrate chauffé au bain à 95°C. L’activité 

de la peroxydase endogène est bloquée par de l’eau oxygénée à 3%. Les anticorps sont 



     

 

 128

exposés au tissu après une étape de saturation au BSA 5%. Les anticorps secondaires couplés 

à la peroxydase sont utilisés pour la révélation avec le DAB. Les lames sont ensuite contre-

colorées avec l’hématoxyline de Mayer avant d’être montées. 

 

2. Marquages immunofluorescents 

Les marquages immunofluorescents se font également sur des lames paraffinées de 5 

µm. Brièvement, les lames sont déparaffinées, réhydratées puis les antigènes sont 

démasqués avec le tampon citrate. Les anticorps sont exposés au tissu pendant une nuit 

après la saturation au BSA 5%. Ces marquages sont réalisés pour un antigène cible en 

parallèle d’un anticorps anti-vWF ou anti-CD31 qui permet de localiser l’endothélium. Après 

lavages, des anticorps secondaires couplés à différents fluorochromes sont utilisés pour 

reconnaitre la protéine cible ainsi que le vWF ou anti-CD31. La lame est montée avec une 

solution de DAPI pour localiser les noyaux cellulaires. Les observations sont faites en 

microscopie confocale (Zeiss LSM700, Zeiss, Le Pecq, France). 

3. Marquages immunocytologiques 

Les CML ou CE sont ensemencées avec un milieu complet sur des lames en verre pré-

coatées à la gélatine. Après 10 minutes de fixation avec du méthanol froid, les cellules sont 

perméabilisées au triton 1%, puis saturées à la BSA 5% avant d’être exposées aux différents 

anticorps pendant une nuit. Ensuite, différents anticorps secondaires fluorescents sont 

utilisés respectivement contre les anticorps primaires. Un montage avec du DAPI est 

effectué avant les observations au microscope confocal ZEISS LSM700. 

 

G. ETUDE DE PROLIFERATION CELLULAIRE 

1. Evaluation de la prolifération par l’incorporation de BrdU 

Cette technique évalue la quantité de Bromodeoxyurédine (BrdU) qui est incorporée 

par la cellule lors de la synthèse d’ADN génomique en cas de prolifération. Brièvement, les 

cellules sont ensemencées à une même densité en plaques 96 puits. Après une nuit, les 

cellules sont synchronisées puis stimulées à différentes conditions avec du milieu contenant 
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du BrdU. Les cellules sont ensuite fixées et perméabilisées après une stimulation de 24 

heures puis immuno-marquées à l’aide d’un anticorps anti-BrdU couplé à un fluorochrome 

Europium. Une mesure de l’intensité de la fluorescence est faite sur l’appareil Envision 

(Perkin Elmer). 

2. Evaluation par comptage cellulaire 

Parallèlement à la méthode de la prolifération par l’incorporation de BrdU, une 

évaluation par comptage cellulaire est également effectuée. Les cellules sont ensemencées 

dans des puits de diamètre de 24 mm à 10 000 cellules par puits. Après 24 heures, les 

cellules sont stimulées à différentes conditions. Après 48 heures, les cellules sont trypsinées 

puis comptées à l’aide des lames de Malassez. 

 

H. TRANSFECTION CELLULAIRE  

Afin de réduire l’expression d’une protéine spécifique, nous avons utilisé la technique 

de siRNA. Il s’agit d’une petite séquence oligonucléique d’une vingtaine de base simple brin 

capable de se lier à une séquence d’ARNm et d’empêcher ainsi sa traduction. 

Dans nos études, les siRNA ont été transfectés dans nos cellules à l’aide d’un 

liposome commercial Lipofectamine RNAiMax (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). 

Parallèlement à des siRNA de gènes cibles, un siRNA-contrôle a été également utilisé. Les 

cellules transfectées sont utilisées dans les 3 jours. Des Western blot sont effectués pour 

vérifier et quantifier l’absence de ces protéines. 

 

I. ETUDE LA MIGRATION CELLULAIRE 

Pour étudier la migration cellulaire en réponse à un facteur chiomiotactique, des 

chambres de Boyden ont été utilisées. Ceci consiste à mesurer le passage de la cellule de la 

surface de la membrane à la phase inférieure de celle-ci composée de pores de 8μm de 

diamètre. Brièvement, une même densité de cellules est mise en culture sur une membrane 

préalablement coatée à la gélatine. Apres l’adhésion des cellules (une nuit d’incubation) à la 

surface de la membrane, des facteurs étudiés sont placés dans la partie inférieure de la 
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chambre pendant 6 heures. En réponse ou non à ces facteurs, les cellules vont alors migrer 

plus ou moins vite à travers cette membrane. Le comptage cellulaire après une coloration 

Hématoxyline Eosine (HE) permet de quantifier le chimiotactisme de chacun des facteurs 

étudiés. 

 

J. DOSAGES IMMUNO-ENZYMATIQUES 

Pour mesurer les protéines circulantes au niveau des surnageants cellulaires ou au 

niveau sérique, la technique ELISA a été utilisée avec des kits fournis par R&D systems. Les 

sérums sont recueillis et conservés à -80°C. Les surnageants de culture ont été obtenus à 

partir des cultures cellulaires ensemencés à 300 000 cellules/10 cm² avec 1 mL de milieu 

adapté pendant 24 heures. 

 

K. ANALYSES STATISQUES 

Les résultats sont exprimés par la moyenne +/- SEM (somme des écarts à la 

moyenne). La différence entre deux groupe est déterminée par le test t de Student pour des 

valeurs appariées ou non-appariées. Dans le cas de multiples comparaisons de moyennes, 

une analyse de variance (ANOVA) a été utilisée, suivi d’une comparaison post hoc en 

utilisant la correction de Bonferonni. Une valeur de P < 0.05 est considérée comme 

statistiquement significative. 
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Contexte scientifique 

 

 Il a été démontré que la leptine, dont l’expression est régulée par des médiateurs de 

l’inflammation et/ou de la réponse immune, favorise le développement de nombreuses 

maladies autoimmunes en contrôlant les lymphocytes T régulateurs (Treg). Ces derniers 

aident à prévenir l’activité des cellules de l’immunité et à réprimer l’induction et la 

progression de maladies autoimmunes. Dans ces maladies, la leptinémie corrèle de façon 

significative avec le pourcentage de Treg circulants qui sont moins nombreux et/ou 

dysfonctionnant.  

 D’autre part, en plus d’une importante dysfunction endothéliale, plusieurs arguments 

sont également en faveur d’une l’hypothèse de désordres immunologiques, voire 

autoimmuns, dans la pathogénèse de l’HTAP idiopathique (HTAPi), mais les mécanismes en 

sont peu connus.  

 

Hypothèse 

 

 Nous avons testé l’hypothèse, dans ce premier travail, que la leptine puisse 

contribuer à la pathogenèse de l’HTAP idiopathique, en régulant le statut fonctionnel des 

Treg. De plus, nous avons également évalué si l’endothélium pulmonaire pouvait 

représenter une source de sécrétion de leptine.  

 

Résultats 

 

 Nous avons tout d’abord mis en évidence que les patients HTAPi présentent des taux 

circulants de leptine anormalement élevés et une surexpression du récepteur de la leptine 

ObR à la surface des Treg, au même niveau que les patients atteints d’HTAP associée à une 
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sclérodermie (HTAP-SSc). De plus, bien que représentés en nombre normal, les Treg des 

patients HTAPi, ainsi qu’HTAP-SSc, présentent une activité réduite, mesurée par l’activité de 

la voie de signalisation STAT3. Ces résultats diffèrent significativement des sujets témoins 

pris en examen. Enfin, en utilisant des cellules endothéliales isolées d’échantillons 

pulmonaires humains HTAPi et témoins, nous avons pu mettre en évidence, pour la 

première fois, que les cellules endothéliales représentent une source locale importante de 

leptine chez les patients HTAPi.  

 

Conclusions 

 

 Dans ce premier travail, nos résultats suggèrent que la leptine et son récepteur ObR 

soient impliqués dans la pathogénèse de l’HTAP idiopathique. En effet, nous avons pu 

mettre en évidence, chez les patients atteints d’HTAPi, que la fonction altérée des Treg 

dépend de la leptine d’origine endothéliale. La voie de la leptine pourrait donc représenter 

de nouvelles cibles thérapeutiques dans l’HTAP idiopathique. 
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Contexte scientifique 

 

 De nombreuses évidences montrent une dysfonction du système immunitaire, voire 

le développement d’une autoimmunité, dans la pathogénèse de l’HTAP mais les mécanismes 

à l’origine de cette dysfonction ne sont pas clairement élucidés. Nous avons précédemment 

montré, dans notre premier travail, que l’endothélium était capable d’inhiber les Treg, à 

travers la sécrétion anormalement élevée de leptine, dans l’HTAP. Cependant, l’importance 

de ce relargage endothélial anormalement élevé de leptine sur la susceptibilité et la 

progression de la maladie n’est pas connu.  

 

Hypothèse 

 

 Nous avons testé l’hypothèse que l’inhibition de la voie de la leptine puisse ralentir 

et/ou faire régresser l’hypertension pulmonaire induite par l’hypoxie chronique, en 

normalisant la fonction des Treg.  

 

Résultats 

 

 Dans un premier temps, nous avons pu clairement analyser le statut autoimmun et 

montré l’atteinte fonctionnelle des Treg dans une population de patients HTAP (n=20) et 

contrôle (n=20). Dans la population Treg, une franche diminution de l’activité STAT3 et de la 

présence de proTGF-β ont pu être observée. Nous avons également finement détaillé 

l’importance de la voie de la leptine et de son récepteur ObR sur l’activité STAT3 de Treg 

humains à différentes doses et temps d’incubation. Dans un deuxième temps, l’utilisation de 

rats transgéniques déficients en récepteur de la leptine (ZDF/Lepr fa/fa) d’une part, et des 
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rats sauvages (ZDF/Lean +/?) d’autre part, nous ont permis de mettre en évidence que l’axe 

leptine/ObR joue un rôle important dans la susceptibilité au développement de l’HTP induite 

par l’hypoxie chronique. De plus, nous avons pu clairement montrer que la synthèse 

endothéliale de leptine était HIF-1 dépendante dans les CE pulmonaires en culture. Enfin, 

nous avons pu mettre en évidence que les effets bénéfiques d’un traitement, le 

dichloroacétate (DCA), contre l’HTP induite par l’hypoxie étaient associés à une restauration  

de l’activité STAT3 dans les Treg. 

 

Conclusions 

 

 Dans ce deuxième travail, nos résultats montrent clairement que le contrôle de la 

voie de signalisation de la leptine permet de protéger contre le développement de 

l’hypertension pulmonaire induite par l’hypoxie chronique. D’autre part, cette étude 

souligne l’importance du rôle joué par l’endothélium dans le développement de 

l’autoimmunité dans l’HTAP. Ces résultats pourraient permettre d’identifier de nouvelles 

cibles thérapeutiques, notamment dans le cadre du développement de l’autoimmunité dans 

l’HTAP idiopathique.        
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Abstract 

 

Backgroung: Increasing evidence support the notion that autoimmunity could play a 

key role in pulmonary arterial hypertension (PAH) pathogenesis, but the underlying 

mechanisms are still unclear. We have recently showed that endothelial-derived leptin 

may inhibit regulatory T lymphocytes (Treg) function and that leptin levels are 

abnormally elevated in idiopathic PAH (iPAH). However, the significance of the leptin 

pathway for both disease susceptibility and propagation of vascular remodeling remains 

unknown. We therefore hypothesized that blocking leptin pathway could prevent 

and/or delay hypoxia-induced pulmonary hypertension, by restoring Treg function. 

Methods and results: To test our hypothesis, we have first assessed autoimmunity 

status and Treg function in iPAH patients and then performed in vitro studies using 

isolated endothelial cells from transplanted lungs for iPAH patients and from lobectomy 

for controls, to show that autoimmunity is leptin-dependent in iPAH. Secondly, we have 

investigated the role of leptin pathway in hypoxia-induced pulmonary hypertension in 

rats, using two distinct in vivo strategies: transgenic leptin-deficiency and 

pharmacological inhibition of leptin synthesis by dichloroacetate treatment.    

Conclusions: Our results clearly indicate a key role for Treg in PAH pathogenesis, 

highlighting that autoimmunity may represent an important “second hit” in the disease. 

Restoring Treg function may represent a new PAH therapeutical strategy. 

 

 

Key words: pulmonary arterial hypertension, lymphocytes, endothelial dysfunction, 

remodeling, ZDF rat 
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Introduction 

 

Idiopathic pulmonary arterial hypertension (iPAH) corresponds to sporadic 

precapillary pulmonary hypertension defined as a mean pulmonary arterial pressure 

(mPAP) ≥25 mmHg (1). Even though several drugs have been developed over the past 

decades, at this time there is no cure for this devastating disease (2, 3). Although the 

pathogenesis of iPAH has been extensively studied and several signaling pathways have 

been identified, the etiology is still not fully understood. However, the past decade has 

seen great strides in our understanding of the pathogenesis of iPAH and increasing 

evidence are supporting the crucial role played by immunological disorders for both 

disease susceptibility and propagation of vascular remodeling in PAH (4-6). 

Nevertheless, the initiating trigger of dysimmunity and its consequences on the disease 

development and/or progression remain unknown in iPAH.  

Regulatory T lymphocytes, or Treg, control immune homeostasis by maintaining 

tolerance to self-antigens and suppressing a variety of physiological and pathological 

immune responses (7). Indeed, Treg are known to dampen autoreactive responses and 

may delay the onset and progression of autoimmune disorders.  While leptin is 

recognized as a key factor in stimulating proinflammatory responses and immunity, 

recent evidence demonstrates a detrimental involvement of leptin in promoting the 

pathogenesis of various autoimmune by regulating Treg function (8). We previously 

reported that leptin and its receptor (ObR) are increased in iPAH patients compared to 

controls, whereas their Treg function is decreased in a leptin-dependent manner (9). 

Furthermore, we were able to show that dysfunctional pulmonary endothelial cells 

(ECs) represent a major source of leptin in iPAH patients compared to controls.  
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Leptin seems to be the missing link between immunological disorders and 

development of PAH but the underlying mechanisms are still unknown. Due to the 

presence of hypoxia response elements (HRE) in the leptin gene promoter, that can 

recruit HIF-1α (10), hypoxia is a strong inducer of leptin expression. Interestingly, 

greater HIF-1α expression and transcriptional activity has been demonstrated in iPAH 

ECs and iPAH lungs, in both normoxic and hypoxic conditions, when compared to 

control cells and tissue specimens (11). 

We question here whether blocking leptin pathway could prevent and/or delay 

hypoxia-induced pulmonary hypertension, by restoring Treg function. We addressed 

this issue using two different strategies: exposing transgenic rats lacking leptin receptor, 

and treating wild type rats with dichloroacetate (DCA; an indirect inhibitor of HIF-1α 

nuclear translocation (12). Our findings clearly indicate that leptin and/or its receptor 

blockade protects against PH progression by modulating Treg function. Taken together, 

our data represent the first in situ and in vitro demonstrations that endothelial-derived 

leptin actively contributes to both disease susceptibility and propagation of vascular 

remodeling through its control of Treg function. Restoration of Treg function may 

represent new biomarker for diagnosis, prognosis and treatment of iPAH. 

 

Methods 

Subjects 

Blood samples were collected in patients with iPAH during usual follow-up and in 

control subjects (Table 1). Inclusion criteria were age above 18 years and PAH diagnosis 

confirmed by right-heart catheterization with a stable clinical and hemodynamic status 

for the last 3 months. Exclusion criteria were a heritable form of PAH (presence of 

mutations in PAH predisposing genes, BMPR2 or ACVRL1, were excluded in all patients), 
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diabetes and metabolic syndrome. This study was approved by the local ethics 

committee (CPP Ile-de-France VII, Le Kremlin-Bicêtre, France). Characteristics at 

diagnosis and follow-up were stored in the Registry of the French Network of 

Pulmonary Hypertension set up in agreement with French bioethics laws (French 

Commission Nationale de l'Informatique et des Libertés) and all patients gave their 

written informed consent. 

Animal models and hemodynamic measurements 

Animal studies were approved by the administrative panel on animal care at the Univ. 

Paris-Sud, Le Plessis-Robinson, France. In a first set of experiments, young male Wistar 

rats (100 g) were studied 4 weeks after a single subcutaneous injection of 

monocrotaline (60 mg/Kg) or vehicle, or exposed to normobaric chronic hypoxia 

(FiO2=10%) or normoxia for 3 consecutive weeks. In another set of experiments, 4 

weeks old male Zucker diabetic fatty (ZDF, Charles River Laboratories) Sprague-Dawley 

rats (ZDF/Lepr fa/fa) and age matched lean control rats (ZDF/Lean +/?) were also 

exposed to normobaric hypoxia (FiO2=10%) or normoxia for 3 consecutive weeks. In a 

third set of experiments, 4 weeks old male Sprague-Dawley rats were divided into 4 

groups: control group (water) exposed to normoxia or to 3 weeks of chronic hypoxia, 

and dichloroacetate (DCA)-treated animals (1g/l in drinking water, Sigma-Aldrich) 

exposed to normoxia or to 3 weeks of chronic hypoxia. As previously described (13), 

animals were anesthetized with isoflurane. A polyvinyl catheter was introduced into the 

right jugular vein and pushed through the right ventricle into the pulmonary artery. 

Another polyethylene catheter was inserted into the right carotid artery. After 

measurement of hemodynamic parameters, blood was removed for peripheral blood 

mononuclear cells (PBMCs) and serum analysis. Then, the thorax was opened and the 

left lung immediately removed and frozen. The right lung was fixed in the distended 
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state with formalin buffer. The right ventricular hypertrophy (RVH) index and the 

percentage of muscularized vessels were determined as previously described (13).  

Flow cytometry analysis 

 After blood samples withdrawal, PBMCs from iPAH patients and controls or rats 

were obtained by standard Ficoll gradient centrifugation. The cells were carefully 

washed with PBS and resuspended in a staining buffer containing 10% of human serum. 

The cells were then fluorescently labeled with the following antibodies under non-

permeabilized or permeabilized conditions (IntraPrep, following manufacturer’s 

instructions, Beckman Coulter), to enable surface or intracellular staining, respectively: 

fluorophore conjugated monoclonal anti-CD4, monoclonal anti-CD25 and monoclonal 

anti-CD127 (Treg cocktail, Becton Dickinson); monoclonal anti-FoxP3; monoclonal 

antibody against ObR (R&D Systems); monoclonal antibody against phosphorylated 

STAT3 (BD); monoclonal antibody against IL-10 and monoclonal antibody against LAP. 

Flow cytometry gating conditions and the mean fluorescence intensity (MFI) were set 

and normalized, respectively, against isotype- and fluorophore-matched non-immune 

IgGs. Treg phenotype was defined as cells CD4+CD25+CD127low. Treg cell count was 

expressed as the percentage of total CD4+ cells. Flow cytometry data were acquired with 

a flow cytometer (MACSQuant) and analyzed by FlowJo software program (Tree Star, 

Inc). 

Immunohistostaining 

 Lung specimens were fixed in 4% paraformaldehyde and embedded in paraffin. 

5-mm sections were dewaxed and rehydrated progressively. Citrate buffer (pH 6) was 

used for antigen retrieval, and endogenous peroxidase was quenched with hydrogen 

peroxide. Sections were blocked with 5% bovine serum albumin and incubated 

overnight with the following antibodies: polyclonal antibody against leptin (dilution 
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1/100; Santa Cruz Biotechnologies), CD3 and CD68. For immunostaining, images were 

taken using LSM700 confocal microscope and analyzed using Zen software (Zeiss).  

Human pulmonary endothelial cell isolation and culture 

 Lung specimens were obtained at the time of lung transplantation from patients 

with iPAH, at the Marie Lannelongue Hospital, Le Plessis-Robinson, France. Control-lung 

specimens were obtained from patients without any evidence of pulmonary vascular 

disease who underwent lobectomy or pneumonectomy for localized lung cancer, with 

the normal tissue collected at a distance from the tumors. Human pulmonary endothelial 

cells isolated from lung tissue fragments using immunomagnetic purification were 

cultured as previously described (13). Briefly, human lung was digested by Dispase, 

filtered on Tamis Cell Stainer, and purified using immunomagnetic beads labeled with 

monoclonal antibody against PECAM-1 (CD31, as recommended by the manufacturer; 

Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). Pulmonary endothelial cells were cultured in 

MCDB131 media containing heparin (30U/mL), L-glutamine (100mg/mL), penicillin 

(100U/mL), and streptomycin (100μg/mL); and supplemented with 10% fetal calf 

serum (FCS), 10ng/mL vascular endothelial growth factor (VEGF) and 1 μg/mL 

endothelial cell growth supplement (ECGS; Promocell, Heidelberg, Germany) on plates 

precoated with 0.1% gelatin. The isolated pulmonary endothelial cells were strongly 

positive for acetylated low-density lipoprotein (Dil-Ac-LDL) coupled to a fluorescent 

carbocyanine dye) and for Ulex europaeus agglutinin-1 (UEA-1) and negative for alpha-

smooth muscle actin. Cells were used between passages 4-6. 

Measurement of leptin production by pulmonary endothelial cells 

 To quantify leptin in conditioned media, human pulmonary endothelial cells from 

patients with iPAH and controls were seeded on 6-well plates at a density of 1×105 

cells/well. After 24 hours, cells were washed twice with PBS then incubated for 24 h in 
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serum-free MCDB13 (without the addition of serum and/or growth factors).  Leptin was 

measured in conditioned media using ELISAs (as recommended by the manufacturer; 

R&D Systems). 

Serum measurements 

 Serum samples were collected and stored at -80°C. Circulating leptin was 

measured using ELISAs (as recommended by the manufacturer; R&D Systems). 

Statistical analysis 

 Results are expressed as means ± SEM, unless otherwise stated.  A p<0.05 level of 

statistical significance was used for all analyses.  The Shapiro-Wilk test was used to 

ensure that samples of data had a normal distribution.  All between-groups comparisons 

were assessed using One Way ANOVA; post-hoc analysis of significant variables was 

performed using Bonferroni correction with all pairwise multiple comparisons. 

Differences between two selected groups (controls and iPAH) were compared using 

unpaired t-test.  Pearson correlations were used to establish associations between the 

dependent variables and relevant independent variables.  All statistical procedures were 

carried out using GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad Software Inc.) 

 

Results 

Dysfunctional immune responses in iPAH patients are leptin-dependent 

To establish iPAH patient autoimmunity status, we first measured the presence of 

circulating anti-nuclear antibodies (ANA) in the serum and we found that more than half 

of the patients in our cohort had circulating ANA, whereas it is known that only 10 to 

12% of the general population has circulating ANA (Table 1). We next studied studied in 

details the Treg activation status in our patients. Consistent with our previous study, 

iPAH patients display a normal number of circulating Treg cell overexpressing leptin 
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receptor (ObR), whereas their function in decreased (Table 1). Next, we further 

investigated Treg functional markers, in addition to STAT3 phosphorylation level 

(Figure 1A). Treg are known to suppress other adaptive or innate immune cells, through 

the secretion of immunomodulatory cytokines, mainly interleukin (IL)-10 and 

transforming growth factor (TGF)-β. We therefore examined Treg IL-10 and TGF-β 

secretion and we found that iPAH Treg display a normal IL-10 production whereas they 

secrete a lower level of TGF-β compared to controls (Figure 1B and C). Interestingly, 

TGF-β secretion inversely correlated with ObR expression on Treg surface in iPAH 

patients (Figure 1D), further suggesting that Treg function is leptin-dependent.   

 To elucidate how leptin can affect Treg function, we in vitro exposed human 

peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) to different doses of leptin for different 

incubation duration. We chose pSTAT3 level as our Treg function read-out as STAT3 is 

the main leptin-dependent signaling pathway. We demonstrated that Treg function is 

greatly inhibited after one hour of incubation with exogenous leptin, independently of 

the doses (Figure 1E), clearly indicating that Treg function is under leptin control. To 

further assess the role of leptin in Treg functional status, we incubated PBMCs with a 

soluble chimeric fusion protein of ObR (ObR:Fc) and demonstrated the complete 

restoration of Treg cell function (Figure 1F).  

Taken altogether, these results confirm that there are autoimmunity evidences in iPAH 

patients and that the leptin/ObR axis drives the activity of Treg. Importantly, we are 

showing here that Treg function can be restored by blocking leptin or its receptor. 

   

Leptin secretion is increased in the hypoxic, but not monocrotaline-induced, 

pulmonary vascular remodeling in rats 
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 We next examined serum leptin concentration in the two well recognized and 

widely used monocrotaline (MCT)- and chronic hypoxia-induced pulmonary 

hypertension (PH) models.  

We showed that circulating leptin concentration was greatly increased after three weeks 

of hypoxia (FiO2 10%) compared to monocrotaline-treated rats and control untreated 

rats exposed to normoxia (Figure 2A). Consistent with these results and our previous 

observation that pulmonary ECs represent an important source of leptin, we showed a 

greater endothelial content in lung sections from rats exposed to chronic hypoxia 

compared to normoxic controls and to those treated with monocrotaline. Interestingly, 

the hypoxia-induced leptin increase is highly expressed in the pulmonary endothelium 

(Figure 2B). Based on these results, we consider hypoxia-induced PH as our animal 

model in this study.  

 

Leptin receptor-deficient rats show decreased susceptibility to hypoxia-induced PH 

To investigate the role of leptin/ObR axis in PH onset, we exposed leptin receptor-

deficient rats, called ZDF rats, to chronic hypoxia (FiO2 10%) or normoxia for three 

weeks and compared them to their wild type littermates also exposed to chronic 

hypoxia or normoxia. After three weeks of chronic hypoxia, ZDF developed a less severe 

disease compared to wild type rats, as reflected by the mean pulmonary arterial 

pressure (mPAP) and pulmonary resistance (PVR) (Figure 3A and B) and pulmonary 

arterial muscularization degree (Figure 3D and E). Of note, right ventricular remodeling, 

evaluated by the Fulton index, was not statistically different between ZDF and wild type 

rats (Figure 3C). Interestingly, in situ pulmonary inflammation was also substantially 

reduced in ZDF rats exposed to chronic hypoxia compared to wild type animals (Figure 

3F). Taken altogether, these results demonstrate that rats lacking leptin receptor is a 
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protective element against PH onset, which clearly indicates that leptin contributes to 

PH onset and/or severity.  

   

Treg from leptin receptor-deficient rats are protected against hypoxia induced 

impairment We next examined Treg function and found that leptin deficiency restored 

normal immune responses in rats. We demonstrated that ZDF rats displayed normal 

Treg function, expressed as pSTAT3 level and IL-10 secretion, after 3 weeks of hypoxia 

exposure compared to wild type rats in which Treg are inhibited (Figure 4). 

  

Overabundance of endothelial-derived leptin is dependent of HIF-1α 

The hypoxia-induced stabilization of HIF1α is rapidly degraded by prolyl hydroxylases 

(PHD) in vivo (14) and is therefore upregulated by dimethyloxaloylglycine (DMOG), a 

cell permeable prolyl-4-hydroxylase inhibitor in vitro. Since it is well known that leptin 

is one of the HIF1α-dependent genes (10,15), we first tested whether DMOG could 

modulate leptin signaling in EC in vitro. We found a great increase in leptin 

concentration in DMOG-treated EC conditioned media (Figure 5A), clearly suggesting 

that leptin signaling is HIF1α-dependent in pulmonary ECs.  

 

DCA treatment reverses hypoxia-induced pulmonary hypertension by restoring Treg 

function 

Since emerging evidence indicate that activation of mitochondrial signaling can directly 

inhibits HIF1α, we considered the role of the mitochondrial pyruvate dehydrogenase 

kinase inhibitor, dichloroacetate (DCA), which has been shown to inhibit HIF1α by both 

a PHD-dependent and independent mechanism, involving activation of p53 via 

mitochondrial-derived H2O2 (16). Hence, we next tested whether leptin pathway could 
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be pharmacologically inhibited by DCA in vitro. We exposed human pulmonary ECs to 

DCA and show that the DMOG-induced increase in leptin concentration in EC 

conditioned media was totally reversed by DCA (Figure 5B).   

We then investigated whether leptin pathway could be pharmacologically inhibited by 

DCA in the rodent hypoxia model in vivo (Figure 6A). We exposed rats to chronic 

hypoxia for 3 weeks and treated them with DCA from day 7 to day 21. We found that 

DCA-treated rats were protected against hypoxia-induced PH compared to untreated 

rats, as they developed less severe PH as shown by hemodynamic measurements 

(mPAP, PVR and ventricular remodeling, Figure 6B-D), pulmonary arterial 

muscularization degree assessment (Figure 6E, F) and pulmonary inflammatory cell 

staining (Figure 6G). Interestingly, DCA-treated rats displayed Treg with a normal 

function, expressed by pSTAT3 level and IL-10 secretion, after hypoxic exposure (Figure 

7). These results clearly indicate that DCA reverses hypoxia-induced PH in rats by 

modulating Treg function. 

 

Discussion 

Our results indicate that inhibition of leptin/ObR axis, by both genetic engineering 

strategies and pharmacological approaches, prevents and reverses hypoxia-induced PH 

in rats by modulating Treg function. We believe this is the first evidence showing that 

endothelial-derived leptin-dependent Treg functional status modulates PH severity. Our 

findings highlight the crucial role played by the crosstalk between endothelial 

dysfunction and autoimmunity in PAH. Furthermore, our study also bears on our 

increasing understanding that autoimmunity contributes to PAH onset and/or 

progression.  
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Autoimmunity in PAH patients  

We are showing here that PAH patients display dysfunctional Treg cells as reflected by 

their STAT3 phosphorylation level and pro-TGF-β production. On the opposite, we are 

also reporting that PAH patient Treg content of IL-10 is comparable to controls. These 

results indicate that, in the population taken in exam in this study, Treg are nor totally 

inhibited and maintain a normal IL-10 production. IL-10 production is regulated by 

several mechanisms at different levels, such as signal transduction, epigenetic, 

transcription factor binding and gene activation mechanisms (17). A better knowledge 

of these mechanisms in Treg of PAH patient may help understanding PAH autoimmunity 

onset.   

 

Endothelial dysfunction and PAH progression 

A key factor in PAH pathogenesis is represented by pulmonary endothelial dysfunction 

that can lead to pulmonary vascular remodeling, one of the hallmarks of the disease 

(18). Increasing evidence is also indicating that autoimmunity may play a role in PAH 

(19-21). Despite this knowledge, it is not clearly established whether a crosstalk exists 

between endothelial dysfunction and autoimmunity in PAH pathogenesis. There are 

several data reporting that pulmonary vasculature is sensitive to autoimmune stimuli, 

such as autoantibodies directed against pulmonary vasculature components and 

respond by abnormal proliferation and apoptotic resistant phenotype (22). On the other 

hand, whether pulmonary endothelial dysfunction can participate to autoimmunity in 

PAH needs to be elucidated. We are showing here that pulmonary endothelial 

dysfunction controls Treg function through leptin aberrant synthesis. Our findings 

reveal an additional role for pulmonary endothelium in PAH autoimmunity onset. 

Furthermore, our findings also show that pulmonary EC dysfunction modulates PAH 
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severity via Treg control. Therefore, the present study suggests that pulmonary 

endothelial dysfunction, through local leptin production and release, could be the 

missing link between immunological disorders and PAH development.  

 

Leptin at the interface between metabolism and PAH immunopathogenesis 

Our present findings are clinically relevant as they provide a rationale for an additional 

beneficial effect of DCA, a drug that target HIF-1α and the shift in the glycolysis/ glucose 

oxidation ratio. Despite our knowledge, several questions remain unanswered. Whether 

autoimmunity represents a cause or an effect of PAH onset is still not clearly 

understood. Although PAH pathogenesis shares several characteristics with systemic 

autoimmune diseases, why PAH represents a lung-specific disease has not been 

elucidated yet. Furthermore, we tested here a leptin inhibition by a systemic 

pharmacological approach: what could be the systemic effects of this treatment need to 

be further investigated.  

 

In summary, we are showing here that pulmonary endothelial-derived leptin 

contributes to PAH severity by modulating Treg function. Understanding the specific 

mechanistic events that regulate pulmonary dysfunction and autoimmunity in PAH will 

help to answer the remaining questions that are important for the design of new 

strategies.  
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Figure legends 

Figure1. Dysfunctional immune responses in iPAH patients are leptin-dependent 

A. Group data of pSTAT3+TregObR+, expressed as percentage of the total Treg ObR+ 

population, in control subjects and idiopathic pulmonary arterial hypertension (iPAH) 

patients. B. Group data of interleukin (IL)-10+ cells, expressed as percentage of the total 

Treg ObR+ population, in control subjects and IPAH patients. C. Group data of Latent 

Antigen Peptide (LAP) pro-transforming growth factor (TGF)-β + cells, expressed as 

percentage of the total Treg ObR+ population, in control subjects and IPAH patients., 

percentage of the total Treg ObR+ population, in control subjects and IPAH patients. D. 

Correlation between LAP pro-TGF-β expression on Treg ObR+ cells and ObR+ expression 

on Treg. E. Effects of different times of exposure and doses of recombinant leptin on 

human pSTAT3 levels in Treg. F. Group data of the effects on Treg of recombinant leptin 

and soluble chimeric fusion protein of ObR (ObR:Fc) exposure, measured by Treg 

pSTAT3 levels. Values are expressed as mean ± sem. *:p<0.05  

Figure 2: Leptin secretion is increased in the hypoxic, but not monocrotaline-

induced, pulmonary vascular remodeling in rats 

A. Group data of serum leptin concentration in chronic hypoxia (hypoxia)- and 

monocrotaline (MCT)-induced pulmonary hypertension. B. Immunostaining for CD31 

and leptin in lung specimens in a representative pulmonary artery from rats exposed to 

normoxia (control), chronic hypoxia (hypoxia) and monocrotaline (MCT). Values are 

expressed as mean ± sem. *:p<0.05  

Figure 3: Leptin receptor-deficient rats show decreased susceptibility to hypoxia-

induced PH 

A-F: Data from wild type and ZDF rats, exposed to normoxia or chronic hypoxia. Group 

data of (A) mean pulmonary arterial pressure (mPAP), (B) pulmonary vascular 
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resistance (PVR) and (C) right ventricular hypertrophy measured by Fulton index. D. 

Representative images of hematoxylin-eosin (HE, upper panel) and alpha-smooth 

muscle actin (α-SMA, lower panel) stainings of pulmonary artery. E. Group data of 

muscularized arteries, expressed as percentage of total arteries. F. Representative 

images of CD3 (upper panel) and CD68 (lower panel) stainings of pulmonary artery. 

Values are expressed as mean ± sem. *:p<0.05    

Figure 4: Treg from leptin receptor-deficient rats are protected against hypoxia 

induced impairment 

Group data of circulating Treg cell count, expressed as percentage of the total CD4+ 

population (A), of pSTAT3+TregObR+, expressed as percentage of the total Treg ObR+ 

population (B) and of interleukin (IL)-10+ cells, expressed as percentage of the total Treg 

ObR+ population (C) in wild type and ZDF rats, exposed to normoxia or chronic hypoxia. 

Values are expressed as mean ± sem. *:p<0.05  

Figure 5 : Overabundance of endothelial-derived leptin is dependent of HIF-1α 

A. Group data of leptin production by human control pulmonary endothelial cells 

stimulated by DMOG. *: p<0.05. B. Data of leptin production by human control 

pulmonary endothelial cells stimulated by DMOG or/and dichloroacetate (CDA). Values 

are expressed as mean ± sem.  

Figure 6 : DCA treatment reverses hypoxia-induced pulmonary hypertension 

A. Immunostaining for CD31 and leptin in lung specimens in a representative pulmonary 

artery from rats exposed to hypoxia, dichloroacetate (DCA)-untreated (control) and 

treated (DCA). B-G: Data from dichloroacetate (DCA)-untreated (control) and treated 

(DCA) rats, exposed to normoxia or chronic hypoxia. Group data of (B) mean pulmonary 

arterial pressure (mPAP), (C) pulmonary vascular resistance (PVR) and (D) right 

ventricular hypertrophy measured by Fulton index. E. Representative images of 
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hematoxylin-eosin (HE, upper panel) and alpha-smooth muscle actin (α-SMA, lower 

panel) stainings of pulmonary artery. F. Group data of muscularized arteries, expressed 

as percentage of total arteries. G. Representative images of CD3 (upper panel) and CD68 

(lower panel) stainings of pulmonary artery. Values are expressed as mean ± sem. 

*:p<0.05    

Figure 7: DCA treatment modulates regulatory T lymphocyte function 

Group data of circulating Treg cell count, expressed as percentage of the total CD4+ 

population (A), of pSTAT3+TregObR+, expressed as percentage of the total Treg ObR+ 

population (B) and of interleukin (IL)-10+ cells, expressed as percentage of the total Treg 

ObR+ population (C) in dichloroacetate (DCA)-untreated (control) and treated (DCA) 

rats, exposed to normoxia or chronic hypoxia. Values are expressed as mean ± sem. 

*:p<0.05  

Supplemental figure 1: Group data for intracellular staining for leptin in CD19+ cells 

(A), CD4+ cells (B), CD14+ cells (C) and Treg cells (D). Values are expressed as mean ± 

sem. 

Supplemental figure 2: Group data of leptin production by human pulmonary 

endothelial cells (A) and smooth muscle cells (B), in control subjects and in idiopathic 

pulmonary arterial hypertension (iPAH) patients. Values are expressed as mean ± sem. 

*: p<0.05 
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Table 1. Characteristics of idiopathic pulmonary arterial hypertension patients and controls

iPAH Controls

n=20 n=20

Age, years 54.9 ± 3.1 41.9 ± 2.1

Sex, M/F (ratio) 6 / 14 (0.42) 19 / 21 (0.9)

Antinuclear autoantibodies

positive/negative (ratio) 8 / 7 (1.14) NA

NYHA functional class, n

          class I 5 NA

          class II 9 NA

          class III 6 NA

6-MWD, m 465 ± 20 NA

mPAP, mmHg 48.8 ± 3,5 NA

CI, l/min/m² 2.9 ± 0.2 NA

PVRi, mmHg/l/min/m² 8.3 ± 0.9 NA

PCWP, mmHg 8.4 ± 0.7 NA

Specific PAH Therapy

   - ERA 16 NA

   - PDE5i 12 NA

   - Prostanoids 5 NA

   - No Treatment 0 NA

Treg number (% CD4
+
 cells) 4.2 ± 0.3 4.8 ± 0.4

Treg ObR
+
 cells (% Treg) 41.9 ± 5.4 27.6 ± 2.9

pSTAT3
+
 Treg ObR

+
 cells (% Treg ObR

+
) 0.2 ± 0.08 0.5 ± 0.17

6-MWD=6-minute walk distance; CI=cardiac index; ERA=endothelin receptor 

antagonists; iPAH=idiopathic pulmonary arterial hypertension; 

M/F=male/female; mPAP=mean pulmonary artery pressure; NA = not 

applicable; NYHA=New York Heart Association; ObR= leptin receptor; 

PDE5i=Phophodiesterase 5 inhibitors;  PCWP=pulmonary capil lary wedge 

pressure; pSTAT3=phosphorylated signal tranducer and activator of 

transcription 3; PVRi= pulmonary vascular resistance index; Treg= regulatory 

T lymphocytes.
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Contexte scientifique 

 

 La dysfonction endothéliale joue un rôle important dans la réponse inflammatoire 

caractéristique de l’HTAP. Néanmoins, le rôle exact de l’endothélium dans l’instauration 

et/ou la progression de l’inflammation dans l’HTAP n’est pas clairement établi. 

D’autre part, la voie de signalisation induite par MIF, à travers le lien avec son 

récepteur CD74, semble être primordial pour la survie et la prolifération cellulaire, la 

synthèse et la sécrétion de plusieurs facteurs clés pro-inflammatoires et d’adhésion 

cellulaire. De plus, plusieurs observations soutiennent fortement l’idée d’un rôle clef de MIF 

dans la dysfonction endothéliale.  

 

Hypothèse 

 

 Nous avons donc émis l’hypothèse que MIF pouvait être à l’origine de la dysfonction 

endothéliale, ou participer à son instauration dans l’HTAP, en induisant un phénotype pro-

inflammatoire de l’endothélium pulmonaire. 

  

Résultats 

 

 Nous avons pu montrer que les niveaux de MIF circulant sont anormalement élevés 

chez les patients HTAP et que les lymphocytes T en représentaient une source importante. 

De plus, par des études in situ et in vitro, nous avons observé une surexpression de CD74 à la 
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surface des cellules endothéliales pulmonaires de patients HTAP, ce qui explique le 

recrutement excessif de PBMC à ce niveau. Enfin, dans le modèle d’HTP animale, induite par 

la monocrotaline, l’inhibition pharmacologique de MIF par un antagoniste sélectif, ISO-1, a 

permis la régression de l’HTP, la diminution du relargage de cytokines pro-inflammatoires, 

comme l’IL-6 et le MCP-1, ainsi que la diminution du recrutement de cellules inflammatoires. 

 

Conclusions 

 

 Dans ce troisième travail, nous avons pu mettre en évidence que la dysfonction 

endothéliale dans l’HTAP contribuait également aux réponses innées dans l’HTAP, en 

développant un phénotype pro-inflammatoire de façon MIF-dépendante. La voie de 

signalisation de ce facteur pourrait donc représenter une nouvelle cible d’innovation 

thérapeutique. 
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Abstract: 

 

Inflammation and endothelial dysfunction are considered two primary instigators of 

pulmonary arterial hypertension (PAH). CD74 is a receptor for the pro-inflammatory cytokine 

macrophage migration-inhibitory factor (MIF). This ligand/receptor complex initiates survival 

pathways and cell proliferation, triggers the synthesis/secretion of major pro-inflammatory 

factors and cell adhesion molecules. We hypothesized that MIF/ CD74 signaling pathway is 

over-expressed in PAH and contributes to pulmonary endothelial cell (EC) pro-inflammatory 

phenotype. Circulating MIF levels are increased in serum of PAH patients as compared to 

controls and T-cell lymphocytes represent a cause of this overabundance. In addition, CD74 is 

highly expressed in the endothelium of muscularized distal pulmonary arteries as well as in 

cultured pulmonary ECs from PAH and contributes to an exaggerated recruitment of 

peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) to pulmonary PAH ECs. Finally, we found that 

daily treatment of rats with the MIF antagonist ISO-1 for 2 weeks started 2 weeks after a 

subcutaneous monocrotaline injection partially reverses development of pulmonary 

hypertension and this is associated with decreased of IL-6, MCP-1 and inflammatory cell 

infiltration. We report here that CD74 and MIF are markedly increased and activated in iPAH 

patients, contributing to the abnormal proinflammatory phenotype of pulmonary ECs in PAH. 

 

Key words: pulmonary hypertension, endothelial dysfunction, CD74 signaling pathway, 

interleukin 6, monocyte chemoattractant protein 1 
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INTRODUCTION  

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a rare and severe disease characterized by vascular 

proliferation and remodeling of the small pulmonary arteries leading to a progressive increase 

in pulmonary vascular resistance and ultimately to right ventricular failure and death. PAH 

constitutes a heterogeneous group of clinical entities sharing similar physiopathological 

mechanisms, whereas idiopathic PAH (iPAH) corresponds to sporadic disease in which there 

is neither a family history of PAH nor an identified risk factor (Humbert et al., 2010; Voelkel 

et al., 2012). Although the exact mechanisms leading to the onset and progression of PAH are 

still largely unclear, a complex interplay between pulmonary endothelial dysfunction and 

inflammation is strongly suspected to influence the development of the disease (Huertas et al, 

Circulation, under review). However, the underlying mechanisms linking characteristics of 

dysfunctional pulmonary endothelial characteristics and PAH development have not been 

fully elucidated. 

CD74 (invariant chain, Ii) is a non-polymorphic transmembrane glycoprotein that 

exists in different isoforms and plays a major role in regulating the trafficking of major 

histocompatibility complex (MHC) class II proteins in antigen-presenting cells (Leng et al., 

2003). However, CD74 can also be expressed in the absence of the MHC class II protein (2-

5%) and has recently been reported to be a high-affinity binding protein for the 

proinflammatory cytokine macrophage migration inhibitory factor (MIF), providing evidence 

for a role in signal transduction pathways (Leng et al., 2003; Tillmann et al., 2013). The lung 

is a major source of MIF, which is released upon stimulation by stress, endotoxins, 

inflammatory and immune stimuli and plays an pivotal upstream role in the inflammatory 

cascade by promoting the release of other inflammatory cytokines (tumor necrosis factor 

(TNF)-α, interleukin (IL)-1, IL-6, IL-8, IL-12, interferon-γ) (Fan et al., 2011; Gregory et al., 

2006; Miller et al., 2008). Stimulation of CD74 initiates a signaling cascade through the 
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sustained and transient activation of the mitogen-activated protein kinases (MAPKs) 

extracellular signal-regulated kinase (ERK)1 and ERK2, protein kinase B (AKT) and nuclear 

factor (NF)-κB, leading to leukocytic integrin activation, cell proliferation, and survival and 

induction of proinflammatory gene expression (Bernhagen et al., 2007; Damico et al., 2011; 

Fan et al., 2011; Gore et al., 2008; Lue et al., 2007; Takahashi et al., 2009; Tillmann et al., 

2013). Therefore, we hypothesized that endothelial CD74 could be a key molecule at the 

crossroad of inflammation and pulmonary endothelial dysfunction in PAH, contributing to the 

endothelial proinflammatory phenotype. We investigated: 1) MIF levels in the serum of iPAH 

patients and controls; 2) in situ CD74 protein expression within walls of iPAH and control 

pulmonary arteries; 3) whether or not intrinsic abnormalities in the endothelial CD74 

signaling pathway is a characteristic of pulmonary ECs from iPAH patients; 4) whether or not 

the abnormal CD74 activation in pulmonary ECs can contribute to the pulmonary endothelial 

proinflammatory phenotype, through modulation of the expression of proteins involved in 

leukocyte recruitment or adhesion; 5) MIF levels in the serum and CD74 protein expression in 

two rodent models of pulmonary hypertension; 6) the efficacy of MIF antagonist ISO-1 

treatment on the progression of monocrotaline-induced PH. 

 

RESULTS 

Pulmonary ECs from iPAH patients exhibit a steady state proinflammatory phenotype 

We found that freshly isolated human pulmonary ECs from iPAH patients exhibited a marked 

proinflammatory transcriptional signature. Primary early (< 3) passage cultures of human ECs 

established from lung tissue obtained from iPAH patients exhibit higher expressions of IL-1α, 

IL-6, IL-8, IL-12, monocyte chemotactic protein (MCP)-1, E-selectin, intercellular adhesion 

molecule (ICAM)-1, P-selectin, and vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1 as compared 

to control cells (Figure 1A).  To investigate the functional consequences of these gene 
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expression changes, modified Boyden chamber assays were first used to study the ability of 

pulmonary ECs from iPAH and control cells to attract leukocytes. We noted that the 

migratory capacity of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) is substantially increased 

(up to 3-fold) in presence of conditioned media of quiescent cultured human pulmonary ECs 

from patients with iPAH when compared with conditioned media of control cells (Figure 1B). 

In addition, we also found that the amount of bound PBMCs on confluent cell monolayers is 

about 2- to 3-times higher when iPAH ECs are used as compared to control ECs (Figure 1C). 

 

Increased expression patterns of MIF and CD74 in iPAH patients 

Although no significant difference was noted between iPAH and hPAH, a substantial increase 

in circulating MIF protein levels was observed in the serum of PAH patients compared with 

controls (80±10 versus 129±20 ng/mL; P<0.001) (Figure 2A, left panel). In contrast, 

circulating protein levels of the MIF homologue D-dopachrome tautomerase (DDT) were 

similar to levels found in a control population (0.11 ± 0.1 versus 0.10 ± 0.10 ng/mL 

respectively; NS) (Figure 2A, right panel). Furthermore, we were able to show that T 

lymphocytes represent a cause of this overabundance (Figure 2B). CD74 is known to be 

present in limited amounts in normal tissues and pulmonary-ECs but highly expressed in 

inflammatory disorders and cancers (Meyer-Siegler et al., 2006; Meyer-Siegler et al., 2005; 

Verjans et al., 2009; Young et al., 2001). Here, we also found a negative or a weak staining 

for CD74 within the endothelium of distal pulmonary arteries (< 500 µm) in normal lung 

tissues (Figure 2C). In contrast, our results showed strong CD74 staining within the 

endothelium (arrows) of distal-pulmonary arteries from iPAH patients (Figure 2C). These in 

situ observations were replicated in vitro, with cultured pulmonary ECs from patients iPAH 

exhibiting increased CD74 protein expression levels as compared to control cells (Figure 2D). 
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MIF/ CD74 is involved in the endothelial proinflammatory phenotype and leucocyte 

recruitment in PAH 

Leucocyte recruitment and arrest are central steps in inflammatory reactions and associated 

diseases, including PAH (Davis et al., 2012; Eriksson, 2004; Stacher et al., 2012). To study 

the effect of MIF/ CD74 on leucocyte recruitment, subsequent studies were carried out  

using confluent pulmonary EC monolayers from iPAH and control patients and exogenous 

MIF (Figure 3A). In both cell types, a  pretreatment with MIF for 24 h increased the amount 

of bound PBMCs (Figure 3A). In addition, we noted that secretions of endothelial-derived IL-

6 and MCP-1 were substantially increased following MIF pretreatment in both control and 

iPAH pulmonary ECs (10±10 versus 129±20 ng/mL and 10±10 versus 129±20 ng/mL, 

respectively; P<0.001). Since MIF is known to signal also through the chemokine receptors 

CXCR2 and CXCR4, additional experiments were done using control pulmonary ECs 

expressing different CD74 levels. In this complementary approach, we increased the amount 

of bound PBMCs on confluent EC monolayers overexpressing the CD74, whereas this 

amount is lower when decreasing CD74 signaling by RNA interference (Figure 3B).  

 

MIF and CD74 protein levels are increased in two animal models pulmonary 

hypertension (PH) 

To better understand the endothelial CD74/ MIF signaling in the pathogenesis of the disease, 

we next examined the protein expression pattern of MIF and CD74 in lungs from rodent 

models of pulmonary hypertension. Consistent with findings obtained in human lung tissue, a 

substantial increase in circulating MIF protein levels has been observed in the two well 

recognized and widely used monocrotaline (MCT)- and chronic hypoxia-induced pulmonary 

hypertension models (Figure 4A). Since the MCT-induced pulmonary hypertension model 

demonstrated a more significant increase in circulating MIF levels, Western blotting and 
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immunohistochemistry were performed on lung sections of vehicle and MCT-injected rats. 

Consistent with our findings obtained in human samples, a 2- to 3-fold increase in endothelial 

CD74 protein levels was observed in lungs of MCT-injected rats when compared with their 

control rats (Figure 4B and C). 

 

Efficacy of treatment with the MIF antagonist ISO-1 on the progression of MCT-

induced PH and on the abnormal pulmonary endothelial proinflammatory phenotype 

Daily treatment with MIF antagonist ISO-1 started 2 weeks after a subcutaneous MCT 

injection substantially attenuated the abnormal pulmonary endothelial proinflammatory 

phenotype and reversed established PH (Figure 5). On day-21, in rats treated with vehicle, a 

marked increase in mean pulmonary arterial pressure (mPAP), right ventricular hypertrophy 

(RVH) and numbers of muscularized distal pulmonary arteries were found compared with 

controls (Figure 5A and B). In contrast, when rats were given ISO-1 and compared to vehicle-

treated rats, these hemodynamic parameters as well as the pulmonary vascular remodeling 

were substantially attenuated. To investigate the efficacy of ISO-1 treatment on the abnormal 

pulmonary endothelial proinflammatory phenotype, we conducted parallel evaluations of 

pulmonary infiltration. On day-21, numbers of CD45-, CD3- and CD68-positive cells were 

markedly decreased when compared to vehicle-treated rats (Figure 5C).  

 

 

DISCUSSION 

Both inflammation and pulmonary endothelial dysfunction are intertwined with the initiation 

and progression of PAH. Herein, we report, for the first time, evidence that MIF/ CD74 

signaling system contributes to the endothelial proinflammatory phenotype in PAH. We 

showed that dysfunctional pulmonary ECs from iPAH patients exhibit a steady state 
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proinflammatory phenotype in situ and in vitro, characterized not only by an increased 

expression/secretion of key cytokines and chemokines for PAH but also by a marked 

expression of key cell adhesion molecules. We also found that MIF protein levels are 

increased in serum of PAH patients as compared to controls and that T-cell lymphocytes 

represent a cause of this overabundance. In addition, we showed that CD74 is highly 

expressed in the endothelium of muscularized distal pulmonary arteries as well as in cultured 

pulmonary ECs from PAH and contributes to an exaggerated recruitment of PBMCs to 

pulmonary PAH ECs. Finally, we found that daily treatment of rats with MIF antagonist ISO-

1 for 2 weeks started 2 weeks after a subcutaneous monocrotaline injection substantially 

attenuates the abnormal pulmonary endothelial proinflammatory phenotype and partially 

reverses established PH, as assessed by mPAP, RVH, and pulmonary arterial muscularization. 

The study presented here is the first to provide direct experimental proof that pulmonary 

ECs from iPAH patients exhibit a steady state proinflammatory phenotype in situ and in vitro. 

Our data clearly show that dysfunctional pulmonary ECs from iPAH patients abnormally 

express high levels of the integrin ligands ICAM-1, VCAM-1, E-selectin, and P-selectin. 

Leukocyte recruitment and arrest are central steps in inflammatory reactions and associated 

diseases, including PAH (Stacher et al., 2012). Histopathologically, pulmonary vascular 

lesions occurring in patients with PAH as well as in experimental PH are characterized by 

varying degrees of perivascular inflammatory infiltrates, comprising of T and B lymphocytes, 

macrophages, dendritic and mast cells. Recently, correlations of the average perivascular 

inflammation score with intima plus media and adventitia thickness respectively, and with 

mPAP has been found, strongly supporting an important role of perivascular inflammation in 

the processes of vascular remodeling (Stacher et al., 2012). Beyond altered perivascular 

accumulation, circulating levels of certain cytokines and chemokines are abnormally elevated, 

i.e. IL-1β, IL-6, IL-8, MCP-1, fractalkine, CCL5/RANTES and TNF-α and these have been 
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reported to correlate with a worse clinical outcome in PAH patients. Here, we showed that 

primary early (< 3) passage cultures of human ECs established from lung tissue obtained from 

iPAH patients also expressed high levels of different key cytokines and chemokines, namely 

IL-1α, IL-6, IL-8, IL-12, and MCP-1. Although transforming growth factor-beta (TGF-β)/ 

bone morphogenic protein (BMP) signaling is involved in the pathogenesis of PAH and is 

able to modulate key inflammatory genes (Csiszar et al., 2006; Davies et al., 2012; Helbing et 

al., 2011; Sorescu et al., 2003), we did not find any differences between PAH patients 

carrying a BMP receptor 2 mutation and noncarriers.  

Signaling of MIF through CD74 leads to proinflammatory and anti-apoptotic functions. 

Here, we obtained direct evidences that CD74 and its signaling through MIF are key players 

at the crossroad of inflammation and endothelial dysfunction in the pathogenesis of PAH. 

Pretreatment with MIF induces a substantial increase in the amount of bound PBMCs on 

confluent EC monolayers of both iPAH and control pulmonary ECs. We also show that 

decreasing CD74 signaling by RNA interference diminishes the amount of bound PBMCs on 

confluent EC monolayers, whereas overexpressing CD74 signaling by a plasmid-based 

expression vector substantially enhances this amount of bound PBMCs. Finally, we find that 

pulmonary infiltration of monocrotaline-injected rats chronically treated with MIF antagonist 

ISO-1 is substantially reduced. Consistent with our findings, Bernhagen and colleagues 

(Bernhagen et al., 2007) have demonstrated that the inhibition of CD74 with neutralizing 

antibodies reduced MIF-dependent monocyte arrest on ex vivo carotid arteries from 

apolipoprotein E–deficient (Apoe–/–) mice. In addition, Takahashi and colleagues (Takahashi 

et al., 2009) obtained clear evidence that the presence of MIF in the alveolar space results in 

neutrophil accumulation via activation of the CD74. Furthermore, Fan and colleagues (Fan et 

al., 2011) have clearly demonstrated that exogenous MIF-induced leukocyte adhesion and 

transmigration were severely impaired transgenic mice deficient in CD74. In both CD74 and 
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MIF deficient mice, it was shown that MCP-1-induced monocyte arrest and endothelial 

transmigration were impaired (Fan et al., 2011).  

CD74 is present in limited amounts in normal tissues but widely expressed in iPAH 

patients lungs, supporting the hypothesis that it is an attractive target for therapy. Here, we 

found that daily treatment of rats with MIF antagonist ISO-1 for 2 weeks started 2 weeks after 

a subcutaneous monocrotaline injection partially regress established PH, as assessed by 

mPAP, RVH, and pulmonary arterial muscularization. In addition, several studies have 

demonstrated that CD74 confers resistance to apoptosis and the presence of CD74 

overexpression in various cancers (Meyer-Siegler et al., 2006; Meyer-Siegler et al., 2005; 

Monges et al., 1996; Verjans et al., 2009). MIF blockage during the initial stages of tumor 

growth inhibits EC proliferation, leading to tumor size reduction (Chesney et al., 1999). Thus, 

it was suggested that MIF could function as a growth factor stimulating growth and tumor 

invasion, representing a therapeutical target in cancer (Borghese and Clanchy, 2011) and that 

CD74 could serve as a tumor progression marker (Young et al., 2001). Numerous animal 

studies have already demonstrated that MIF-neutralizing antibodies could provide beneficial 

effects in various disease states, including asthma, severe infections and certain cancers 

(Calandra et al., 2000; Gadjeva et al., 2010; Leech et al., 1998; Morand, 2005; Schober et al., 

2004).  

 

In summary, our study provides the first in situ and in vitro demonstration that 

pulmonary ECs from iPAH patients exhibit a steady state proinflammatory phenotype. 

Furthermore, our findings underscore for the first time the critical role of MIF and CD74 in 

this process. Chronic treatment with MIF antagonist ISO-1 in the monocrotaline-induced PH 

model revealed reduced disease progression, decreased pulmonary infiltration and vascular 
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remodeling. We therefore report strong evidence that MIF and its signaling through CD74 

could be key players at the crossroad of inflammation, cancer-like phenotype and endothelial 

dysfunction in PAH pathogenesis.  

 

 

METHODS  

Study population 

For the in vitro and in situ studies, we used lung specimens obtained during lung 

transplantation in patients with idiopathic (iPAH) or heritable (hPAH) PAH and during 

lobectomy or pneumonectomy for localized lung cancer in control subjects (Supplemental 

Table 1 for clinical data). The lung specimens from the controls were collected at a distance 

from the tumor foci. This study was approved by the local ethics committee (CPP Ile-de-

France VII, Le Kremlin-Bicêtre, France). All patients gave informed consent before the study. 

 

Isolation, culture and functional analyses of human pulmonary endothelial cells (ECs) 

Human pulmonary ECs were isolated and cultured as previously described (de Man et al., 

2012; Guignabert et al., 2009b; Huertas et al., 2012; Tu et al., 2012; Tu et al., 2011). To 

suppress CD74 expression, pulmonary ECs were transfected using lipofectamine RNAiMAX 

with 100 nM of CD74 siRNA or with a scrambled sequence (Invitrogen, Cergy-Pontoise, 

France). To overexpress CD74, pulmonary ECs were transfected using lipofectamine 2000 

with 1 µg of a full-lengh human CD74 (p35 isoform) construct in the pcDNA 3.1/v5-HisToPo 

(Binsky et al., 2007) kindly provided by Pr. Richard Bucala (Yale University School of 

Medicine, New Haven, CT, USA). The cells were studied within 3 days after transfection. 

Suppression or overexpression of CD74 levels was documented 72 hours after transfection. 

Human PBMCs were isolated from whole blood using ficoll-based and labelled with 
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dichlorofluorescein (Molecular Probes). PBMCs (1x106 cells/ 6-well-plate) were added for 3h 

to confluent iPAH or control EC monolayers previously labelled with CellTrackerTM probes 

(Molecular probes) and preincubated or not for 16 h with MIF (100 ng/ml). Non-adherent 

PBMCs were then removed and nuclei labelled with DAPI. The total number of adherent 

PBMCs was determined in 3 high-powered fields/ well acquired with a fluorescence 

microscope Nikon Eclipse 80i and NIS-Elements BR 2.30 software.  

 

Total RNA isolation and real-time quantitative PCR 

The mRNA expression of  IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12, monocyte chemotactic protein 

(MCP)-1, intercellular adhesion molecule (ICAM)-1, vascular cell adhesion molecule 

(VCAM)-1, P-selectin and E-selectin was measured by real-time quantitative PCR as 

previously described (Guignabert et al., 2005; Guignabert et al., 2009b; Tu et al., 2011). 

 

Western blot, ELISA, and Immunostaining 

Cells/tissues were homogenized and sonicated in PBS containing protease and phosphatase 

inhibitors and 30 µg of protein was used to detect CD74, ICAM-1, VCAM-1, E-selectin and 

β-actin (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) as previously described (Tu et al., 

2011). Concentrations in platelet-derived growth factor IL-6, and MCP-1 in serum were 

evaluated using Quantikine (R&D Systems, Lille, France) according to the manufacturer 

instructions. Immunohistochemistry and immunocytofluorescent staining were performed as 

previously described (El-Bizri et al., 2008; Guignabert et al., 2009b; Tu et al., 2011). Images 

were taken using LSM700 confocal microscope and analyzed using Zen software (Zeiss). 

 

Rodent models of pulmonary hypertension 
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Animal studies were approved by the administrative panel on animal care at the Univ. Paris-

Sud, Le Plessis-Robinson, France. Young male Wistar rats (100 g, Janvier) were either 

studied 3 weeks after a single subcutaneous injection of monocrotaline (60 mg/Kg) or vehicle 

(Guignabert et al., 2005), or 3 weeks after chronic exposure to hypoxia (10% oxygen) or in 

room air (Guignabert et al., 2009a). Animals were anesthetized with isoflurane. A polyvinyl 

catheter was introduced into the right jugular vein and pushed through the right ventricle into 

the pulmonary artery. Another polyethylene catheter was inserted into the right carotid artery. 

After measurement of hemodynamic parameters, the thorax was opened and the left lung 

immediately removed and frozen. The right lung was fixed in the distended state with 

formalin buffer. The right ventricular hypertrophy (RVH) index and the percentage of 

muscularized vessels were determined as previously described (Guignabert et al., 2009b).  

 

Statistical Analyses  

The data are expressed as mean ± SEM. Statistical significance was tested using the 

nonparametric Mann-Whitney test or two-way ANOVA with Bonferroni post hoc tests. 

Significant difference was assumed at a p value of < 0.05. 

 

 

 

 

Online Supplemental Material 

A detailed materials and methods section, Supplement Figures S1, and references for the 

supplement section are found in the Online Supplemental Material. 
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1. Pulmonary ECs from iPAH patients exhibit a steady state proinflammatory 

phenotype. A: Gene expression analysis of primary early (< 3) passage cultures of human 

pulmonary ECs established from lung tissue obtained from control (CTR) and iPAH patients.  

B: Effects of conditioned media of quiescent cultured human pulmonary ECs from patients 

with CTR and iPAH on the migratory capacity of peripheral blood mononuclear cells 

(PBMCs). C: Adhesion of PBMCs to confluent monolayers of pulmonary ECs from patients 

with CTR and iPAH.  NS: non significant; * p-value < 0.05; **  p-value < 0.01; *** p-value < 

0.001 compared with CTR pulmonary ECs. Scale bar = 20 µm in all sections.  

Figure 2. Dysregulation of the MIF/ CD74 signaling pathway in PAH. A: Levels of 

circulating MIF and DDT proteins in the serum of patients with PAH compared with those 

from controls. B: MIF protein levels in human PBMCs using 2-color staining on freshly 

purified cells using FITC-coupled antibodies specific for CD3 (T lymphocytes), CD20 (B 

lymphocytes), and CD14 (monocytes). C: Representative photomicrographs of CD74 

immunostaining in distal pulmonary arteries in lung sections from controls and iPAH patients. 

D: Representative Western blots and quantification of the CD74/β-actin ratio in pulmonary 

ECs from patients with CTR and iPAH patients. Values are means±SEM (n=5). NS: non 

significant; **  p-value < 0.01; *** p-value < 0.001 compared with CTR pulmonary ECs. 

Scale bar = 50 µm in all sections. 

Figure 3. MIF/ CD74 is involved in the endothelial proinflammatory phenotype and 

leucocyte recruitment in PAH. A: Adhesion of PBMCs to confluent monolayers of 

pulmonary ECs from patients with CTR and iPAH with or without a pretreatment for 24 h  

with 100ng/mL of MIF. B: Adhesion of PBMCs to confluent monolayers of pulmonary ECs 

from CTR with or without CD74 inhibition by RNA-interference and with or without CD74 
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overexpression using a full-lengh human CD74 (p35 isoform) construct cloned in the pcDNA 

3.1/v5-HisToPo (pcDNA3.1-CD74 plasmid). Values are means±SEM (n=5). * p-value < 

0.05; *** p-value < 0.001 compared with untreated CTR pulmonary ECs or cells transfected 

with the scrambled sequence. Scale bar = 20 µm in all sections. 

Figure 4. Dysregulation of the MIF/ CD74 signaling pathway in two animal models 

pulmonary hypertension (PH). A: Levels of circulating MIF proteins in the serum of 

monocrotaline-injected rats and control animals, and in the serum from rats exposed to 

chronic hypoxia or to room air. B: Representative photomicrographs of CD74 

immunostaining in distal pulmonary arteries in lung sections from monocrotaline-injected rats 

and control animals. C: Representative Western blots and quantification of the CD74/β-actin 

ratio in in lungs from monocrotaline-injected rats and controls. Values are means±SEM (n=5). 

*  p-value < 0.05; **  p-value < 0.01; *** p-value < 0.001 compared with vehicle-injected rats. 

Scale bar = 50 µm in all sections. 

Figure 5. Evaluation of the efficacy of ISO-1 treatment on the progression of MCT-

induced PH and on the abnormal pulmonary endothelial proinflammatory phenotype. 

A:  RVSP, mPAP, and RVH. B: Representative images of hematoxylin-eosin staining and 

alpha-smooth muscle actin (αSM-actin) and quantification of the percentage of muscularized 

distal pulmonary arteries. C: Representative images of immunostainings in rat lungs for CD45 

(leucocyte common antigen) CD3 (T-lymphocytes), and CD68 (macrophages). Values are 

means±SEM (n=5). * p-value < 0.05; **  p-value < 0.01; *** p-value < 0.001 compared with 

vehicle-injected rats. Scale bar = 50 µm in all sections. 
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DISCUSSION 

 

 Malgré les nombreuses preuves d’un phénotype anormal des cellules endothéliales 

pulmonaires dans l’HTAP et les travaux qui ont démontré que cette dysfonction endothéliale 

jouait un rôle clé dans la physiopathologie de la maladie, les liens entre endothélium et 

système immunitaire dans l’HTAP sont obscurs et peu étudiés. De plus, de nombreuses 

évidences montrent qu’il existe une dysfonction immunitaire chez les patients HTAP même si 

les mécanismes exacts n’en sont pas encore élucidés. De nombreuses questions restent 

donc encore sans réponse concernant, en particulier, la nature exacte du possible lien qui 

existe entre endothélium et système immunitaire d’une part, et si, d’autre part, la 

dysfonction immunitaire représente une cause ou une conséquence de la maladie. 

 

 C’est pour répondre à ces questions que nous avons voulu, à travers ce travail de 

thèse, étudier et mieux comprendre la nature et les conséquences d’une communication 

aberrante entre cellules endothéliales et système immunitaire dans la pathogénèse de 

l‘HTAP, afin d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. Pour cela, nous avons analysé 

le rôle de la dysfonction endothéliale dans la régulation de deux processus de la dysfonction 

immunitaire : l’autoimmunité pour la réponse adaptative d’une part, et la sécrétion de 

cytokines en ce qui concerne la réponse innée d’autre part.  

 

 Nous sommes partis de l’hypothèse qu’il existait une communication aberrante entre 

cellules endothéliales et cellules immunes dans l’HTAP et que la dysfonction endothéliale 

contribuait à l’immunopathogénèse de la maladie en régulant la fonction d’éléments clés 

des réponses immunes, adaptatives ou innées.  

 

 Nous avons commencé ce travail de thèse en nous interrogeant sur l’altération du 

système immunitaire chez les patients atteints d’HTAP et sur le rôle que pouvaient jouer des 

réponses immunes altérées dans l’immunopathogénèse de l’HTAP, que celles-ci soient de 

type adaptatif ou inné. Nous nous sommes tout d’abord penchés sur l’étude des facteurs qui 

contribuent au développement de l’autoimmunité, à savoir les lymphocytes T régulateurs. 

En effet, les Treg sont les cellules clés de l’immunorégulation de par leur capacité à réprimer 
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les réactions autoimmunes. Malgré le fait qu’il y ait de nombreuses évidences de 

mécanismes autoimmuns dans l’HTAP, les Treg et leur fonction n’étaient jusqu’à présent pas 

caractérisés, chez les patients atteints d’HTAP. En effet, des études divergentes montraient 

que les Treg étaient altérés en nombre, comme c’est le cas dans plusieurs maladies 

autoimmunes. Ces travaux reportent des données critiquables car, en plus de faiblesses 

méthodologiques dans le phénotypage des Treg, les résultats restent descriptifs (Ulrich et al. 

2008 ; Perros et al. 2008 ; Austin et al. 2010). Nous avons pu montrer, à travers notre 

premier travail, que les Treg des patients atteints d’HTAP idiopathique présentaient  une 

diminution de leur capacité fonctionnelle, mesurée par le niveau de phosphorylation de la 

voie de signalisation STAT3. En revanche, nous avons trouvé que les patients atteints 

d’HTAPi présentaient un nombre physiologique de Treg. Ces résultats étaient tout à fait 

comparables aux patients atteints d’HTAP associée à la sclérodermie, maladie autoimmune.  

Aux vues de la littérature sur le rôle de la leptine en tant que cytokine immunomodulatrice, 

nous avons émis l’hypothèse que la leptine pouvait jouer un rôle dans l’immunopathogénèse 

de l’HTAP en contrôlant la fonction des Treg. Nous avons donc cherché à comprendre quel 

pouvait être le rôle de la leptine dans l’HTAP. D’une part, nous avons mis en évidence, dans 

ce premier travail, que la leptine était augmentée chez les patients atteints d’HTAP 

idiopathique ou associée à une sclérodermie. D’autre part, nous avons également montré 

qu’il y avait une surexpression du récepteur de la leptine ObR à la surface des Treg. Nous 

avons donc émis l’hypothèse que l’augmentation de leptine et de son récepteur étaient liée 

à la diminution de fonction des Treg. Nous avons donc exposé in vitro des cellules 

mononuclées humaines, isolées du sang périphérique, à de la leptine et nous avons ainsi pu 

montrer que les Treg étaient inhibés en présence de leptine, suggérant que la leptine 

contrôle les Treg via son récepteur surexprimé dans l’HTAP.  Ce premier travail a clairement 

montré l’altération du système immunitaire chez les patients HTAP, en particulier dans la 

perte de la tolérance du soi normalement exercée par les Treg. Nos résultats indiquent 

également que les Treg des patients atteints par la forme idiopathique d’HTAP présentent 

les mêmes caractéristiques que les Treg de patients atteints d’HTAP associée à une 

sclérodermie, ce qui suggère des mécanismes communs entre maladie autoimmune 

proprement dite et HTAP. De façon intéressante, nous avons également mis en évidence un 

rôle potentiel de la leptine dans l’HTAP, en particulier comme modulateur de 



     

 

 211

l’immunopathogénèse de l’HTAP. Ces résultats suggèrent ainsi que la leptine et/ou son 

récepteur pourrait représenter une cible thérapeutique intéressante dans l’HTAP.              

La leptine est avant tout connue en tant qu’hormone de la satiété et les adipocytes 

en représentent bien sûr la source principale. Malgré le rôle prépondérant des cellules de la 

masse adipeuse dans la production de leptine, d’autres tissus sont aussi connus pour leur 

capacité à synthétiser cette hormone. Nous avons émis l’hypothèse que la leptine pouvait 

être synthétisée spécifiquement au niveau pulmonaire chez les patients atteints d’HTAP, et 

en particulier par les composants de la paroi vasculaire, notamment  l’endothélium, pour 

plusieurs raisons : premièrement, pour l’existence d’une dysfonction endothéliale 

responsable de la synthèse aberrante de plusieurs facteurs de croissance ou cytokines, ce 

qui contribue au développement de la maladie ; deuxièmement, pour la présence d’une 

activation excessive du facteur de transcription induit par l’hypoxie, HIF-1α, dans l’HTAP, la 

leptine étant un gène HIF-1α-dépendant ; troisièmement, pour la topographie 

particulièrement de l’endothélium, en direct contact avec le flux sanguin, ce qui favorise le 

relargage direct dans la circulation sanguine des facteurs synthétisés. En utilisant des cellules 

endothéliales humaines, isolées à partir de poumons explantés au moment d’une 

transplantation, ou à distance d’une tumeur pour les sujets témoins, nous avons pu montrer 

que les cellules endothéliales produisaient environ cinq fois plus de leptine que les cellules 

endothéliales des sujets témoins. Ces premiers résultats suggéraient une contribution 

importante de l’endothélium à la dysfonction immunitaire chez les patients HTAP, via une 

synthèse excessive de leptine.  

 Ces données nous ont ainsi poussés à étudier plus en profondeur le rôle exercé par 

l’endothélium dans l’immunopathogénèse de l’HTAP, à travers le contrôle de mécanismes 

adaptatifs/autoimmuns ou innés, qui sont altérés dans la maladie. Nous avons d’abord émis 

l’hypothèse que si les cellules endothéliales contribuent à l’HTAP en synthétisant la leptine, 

alors la régulation de la leptine devrait influencer la sévérité de la maladie.  

 Cette hypothèse a été testée dans deuxième travail, à travers deux stratégies 

complémentaires : l’utilisation d’animaux transgéniques déficients en récepteur de la leptine 

(ZDF/Lepr fa/fa) d’une part, et d’animaux sauvages traités au dichloroacétate, inhibiteurs de 

HIF-1α pour bloquer la synthèse de leptine d’autre part, dans le modèle expérimental 

d’hypertension pulmonaire, l’hypoxie chronique. Dans ces deux modèles, nous avons pu 

démontrer qu’en bloquant l’action de la leptine ou en inhibant sa synthèse, les animaux 
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développaient une hypertension pulmonaire moins sévère que les animaux contrôles et 

qu’ils avaient des Treg fonctionnels, contrairement aux contrôles respectifs. Cette étude 

montre clairement non seulement que le contrôle de la voie de signalisation de la leptine 

permet de protéger contre le développement de l’hypertension pulmonaire induite par 

l’hypoxie chronique, mais également que l’endothélium contribue au développement de 

l’autoimmunité dans l’HTAP. Ces résultats pourraient permettre d’identifier de nouvelles 

cibles thérapeutiques, notamment dans le cadre du développement de l’autoimmunité dans 

l’HTAP.        

    

 Notre travail de thèse s’est également appuyé sur l’hypothèse que l’endothélium 

pulmonaire pouvait participer et contribuer, en tant qu’acteur actif, à la réponse innée du 

système immunitaire dans l’HTAP. Nous avons en effet émis l’hypothèse que la dysfonction 

endothéliale, en répondant à des divers stimuli, en particulier au facteur MIF, pouvait 

moduler les réponses inflammatoires exacerbées de l’HTAP. Nous avons voulu étudier le rôle 

du facteur MIF et de son récepteur endothélial CD74, comme possibles inducteurs d’un 

phénotype pro-inflammatoire de l’endothélium pulmonaire dans l’HTAP. Ce complexe 

ligand/récepteur est en effet à l’origine de voies de signalisation importantes pour la survie 

et la prolifération cellulaire, induit la synthèse et la sécrétion de plusieurs facteurs clés pro-

inflammatoires et d’adhésion cellulaire. Nous avons donc émis l’hypothèse que la voie de 

signalisation MIF/CD74 était surexprimée chez les patients atteints d’HTAP et contribuait au 

phénotype pro-inflammatoire de l’endothélium pulmonaire. Cette hypothèse a fait l’objet de 

notre troisième travail. Nous avons pu montrer que les niveaux de MIF circulant étaient 

anormalement élevés chez les patients HTAP et que les lymphocytes T en représentaient une 

source importante. De plus, nous avons observé une surexpression de CD74 à la surface des 

cellules endothéliales pulmonaires de patients HTAP, ce qui explique le recrutement excessif 

de PBMC à ce niveau. Enfin, dans le modèle d’HTP animale, induite par la monocrotaline, 

l’inhibition pharmacologique de MIF a permis la régression de l’HTAP, la diminution du 

relargage de cytokines pro-inflammatoires, comme l’IL-6 et le MCP-1, ainsi que la diminution 

du recrutement de cellules inflammatoires. Par ces résultats, nous avons pu mettre en 

évidence que la dysfonction endothéliale dans l’HTAP contribuait également aux réponses 

innées excessives dans l’HTAP, en développant un phénotype pro-inflammatoire de façon 
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MIF-dépendante. La voie de signalisation de ce facteur pourrait donc représenter une 

nouvelle cible d’innovation thérapeutique.  

 

 

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

 

A travers ce travail de thèse, nous avons pu mettre en évidence l’existence d’une 

communication aberrante entre endothélium pulmonaire et système immunitaire dans 

l’HTAP. En effet, à travers plusieurs mécanismes décrits dans ce travail, nous avons pu 

montrer que la dysfonction endothéliale participait à l’immunopathogénèse de l’HTAP, en 

contribuant à la dérégulation du système immunitaire présente dans cette maladie. Nous 

avons mis évidence que l‘endothélium pulmonaire joue un rôle primordial dans le contrôle 

des réponses adaptatives, en régulant la fonction des Treg via la leptine, et dans la 

participation active à la réponse innée, en acquérant un phénotype pro-inflammatoire. 

 

En élucidant ainsi le lien qui existe entre dysfonction endothéliale et altération du 

système immunitaire, nous émettons également l’hypothèse que ces voies de signalisation 

soient importantes dans le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques dans 

l’HTAP.  

 

D’autres travaux seront nécessaires pour affiner nos connaissances sur cette 

communication aberrante entre endothélium et système immunitaire, afin d’identifier de 

nouvelles cibles thérapeutiques dans l’HTAP.   
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L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) est une maladie grave caractérisée par une 

obstruction progressive des artères pulmonaires de petit calibre, conduisant à une 

augmentation des résistances vasculaires pulmonaires et, à terme, à une défaillance cardiaque 

droite et au décès du patient. La vasoconstriction, le remodelage vasculaire et la dysfonction 

endothéliale pulmonaire sont autant de facteurs qui contribuent au développement et à la 

progression de la maladie. Plusieurs arguments sont également en faveur d’une hypothèse de 

désordres immunologiques, voire autoimmuns, dans la physiopathologie de l’HTAP. Malgré ces 

données, le lien entre endothélium pulmonaire et système immunitaire dans cette maladie 

restent peu connus.  

Ce travail de thèse a donc eu pour objectif d’étudier et mieux comprendre la nature et les 

conséquences d’une communication aberrante entre cellules endothéliales pulmonaires et 

système immunitaire dans la pathogénèse de l‘HTAP, afin d’identifier de nouvelles cibles 

thérapeutiques.  

Pour cela, nous avons analysé le rôle de la dysfonction endothéliale dans la régulation de deux 

processus de la dysfonction immunitaire : l’autoimmunité pour la réponse adaptative d’une 

part, et la sécrétion de cytokines en ce qui concerne la réponse innée d’autre part. 

A travers ce travail de thèse, nous avons mis en évidence l’existence d’une communication 

aberrante entre endothélium pulmonaire et système immunitaire dans l’HTAP et montré que 

l‘endothélium pulmonaire jouait un rôle primordial dans le contrôle des réponses adaptatives, 

en régulant la fonction des lymphocytes T régulateurs via la leptine, et dans la participation 

active à la réponse innée, en acquérant un phénotype pro-inflammatoire. 

Cette meilleure compréhension du rôle de la dysfonction endothéliale dans la dérégulation du 

système immunitaire présente dans l’HTAP pourrait aider au développement de nouvelles 

stratégies thérapeutiques dans cette maladie. 

 

 

Mots clés : HTAP ; dysfonction endothéliale ; système immunitaire ; lymphocytes T régulateurs ; 

leptine ; hypoxie ; modèles animaux ; innovation thérapeutique 
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